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MICROPROPAGATION OF BETULA NANA

Abstract

Betula nana belongs to strongly endangered species in the Czech Republic. At the
present time, it occurs rarely only in the Sumava and the Ore Mountains. Betula
nana is bush form of birch species. Micropropagation represents more effective
technology enabling the reproduction of plants. The organogenesis is regarded
as the most advantageous technology that proved suitable for clonal propagation
of particularly broad-leaved trees. Procedures for regeneration from explants
up to plantlets were standardized. Shoots from multiapex cultures were used for
rhizogenesis. After acclimatization, the plantlets were cultured up to plantlets
capable of outplanting. Keeping of technology criteria of explant culturing, the
plantlets meet the requirements of quality of planting material.
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I. CIL METODIKY

Cilem metodiky je prispét k zachrané a konzervaci genetickych zdroju silné ohroze-
ného druhu bfizy trpasli¢i a podpoftit udrzeni biologické rozmanitosti.

II. VLASTNI POPIS METODIKY

1. Uvod

Biiza trpasli¢i patii k vzacnym glacidlnim reliktim nasi prirody, fadime ji mezi
druhy silné ohrozené (C2 - vyhlaska 395/1992 Sb. ve znéni vyhl. 175/2006 Sb.)
a ve stejné kategorii je i chranéna. Vyskytuje se v severni a vychodni Evropé,
od Gronska po Ural, na jihu po severni Némecko, severni Polsko a hory stfedni
Evropy. V Ceské republice se vyskytuje vzacné jen na Sumavé a v Krusnych horach.
Tento ket dosahujici vy$ky 20-50 (max. 120) cm roste na silné kyselych pudach
vrchovist a raselinnych luk podhafi a hor. Pro zachovani tohoto silné ohrozeného
puvodniho druhu byla vypracovana standardizovana metoda reprodukce in vitro
(mikropropagace).

Mikropropagace predstavuje vhodnou technologii pro konzervaci ohroZenych ge-
notypi i rychlé ziskani dostate¢ného mnozstvi klonového sadebniho materialu pro
ptipadnou reintrodukci ohrozenych druht rostlin na pivodni stanovisté. Pro vét-
$inu listnatych dfevin lze s tspéchem vyuzit metodu organogeneze (MALA 1998,
2000). Efektivni postupy mikropropagace (organogeneze) jsou zaloZeny na indukei
morfogenetickych procest probihajicich pfi vytvareni axilarnich nebo adventiv-
nich pupentl na primarnim explantatu. Predpokladem tispésnosti této metody je
zajisténi vhodnych kultivaénich podminek, zejména chemického slozeni zivného
média, koncentrace a poméru fytohormond, teploty, vlhkosti a osvitového rezimu.
Uspésnost organogeneze vyznamné ovliviiuji i takové faktory jako je staii a fyziolo-
gicky stav darcovského jedince, doba sbéru, zptisob a délka skladovani zdrojového
materidlu, povrchova sterilizace a technika preparace explantatu. Pro efektivni vy-
uziti této metody je neméné duleZité i vypracovani postupti rhizogeneze a aklimati-
zace multiplikovanych explantati. Dodrzenim ovérenych metodickych postupt lze
dosdhnout efektivni reprodukce pozadovanych genotypii. Metoda organogeneze
byla vyuzita i pfi reprodukci vzacnych a endemickych druhi lesnich dfevin, napt.



jefabd, jabloné lesni a hrusné polnicky (MALA et al. 2012, 2013, 2014). Vyuziti me-
tody mikropropagace pro reprodukci ohrozeného druhu Betula uber (Ashe) Fer-
nald popsali JaAMISON a RENFROE (1998).

V Ceské republice byla metoda in vitro vyuzita pro reprodukci btizy trpasli¢i pii
zalozeni archivu explantatd a vypracovani standardizované metody dopéstovani
kompletnich rostlin s cilem ziskat reprodukéni material, ktery je mozné vyuzit i pro
ptipadnou reintrodukci.

2. Standardizovany metodicky postup
mikropropagace

2.1 Zakladani primarnich kultur

V jarnim obdobi (bfezen - v zavislosti na priibéhu pocasi a nadmotské vysce sta-
novisté) jesté pred vyrasenim pupent se odebiraji rouby z donorovych jedincti (cca
20 pupent od 1 klonu). Mnozstvi odebiraného rostlinného materidlu pro zalozeni
primarnich kultur je minimalni a ddrcovsky strom se tedy neposkozuje. Odebirany
material se oznacdi, vlozi do mikrotenového sacku a na prevoz se uskladni do chla-
dové tasky. Rouby se uchovavaji pti 4 °C a je vhodné zpracovat rostlinny material
(pupeny) co nejdtive, max. do 14 dnd po odbéru. Snizi se tim riziko $ifeni infekci
a poskozeni apikdlniho meristému.

Jednotlivé pupeny se sterilizuji v 1% roztoku SAVO (Bochemie, CR) a tiikrét pro-
myji sterilni destilovanou vodou. Ve sterilnim prostfedi v laminarnich flowboxech
dukéni agarové zivné médium (50 ml média v Erlenmeyrové 100ml barce). K in-
dukci organogeneze se pouziva modifikované WPM médium (LLoyp, McCowN
1980), s obsahem 0,2 mg.I"' BAP (6-benzylaminopurine), 0,1 mg.I" IBA (B-indolyl-
butyric acid), glutaminu 10 mg.l", glycinu 2 mg.l", sacharézy 30 g1, agaru (CL 97,
Dr. Kulich Pharma, s. . 0., CR) 6 g.l", pH 5,8. Kultivace probiha v klimatizovanych
podminkach pti teploté 24 °C, 16hodinové svételné fotoperiodé a s osvétlenim o in-
tenzité 30 umol.m=s™'.

Na indukénim médiu WPM s nizkym obsahem fytohormont dochazi za ca 4-6
tydnt k proliferaci nasazenych explantatt v pryty.



2.2 Kultiva¢ni podminky multiplikace

Po vyradeni axildrnich, ptipadné adventivnich pupent na primarnim explantatu
jsou kultury in vitro brizy trpasli¢i kultivovany na multiplika¢nim médiu WPM
s koncentraci BAP 0,2 mg.l"', IBA 0,1 mgl", glutaminu 200 mg.l", casein hydroly-
zatu 200 mg.l", glycinu 2 mg.l" a sacharézy 30 g, 6 g1'agaru od firmy ROTH,

pH 5,8.

U explantatovych kultur bfizy trpas-
li¢i byl pozorovan vyrazny vliv roz-
dilnych typd agaru na multiplikaci.
Vliv rozdilnych typd agaru na rust
explantatovych  kultur  rtznych
druht rostlin popsalo vice autord,
napf. DEBERGH (1983), SCHOLTEN,
P1ERIK (1998) a CASSELLS, COLLINS
(2000). Pfestoze byly provedeny ana-
lyzy slozeni jednotlivych testovanych
agarti (rtizni vyrobci, rizné Sarze
komerénich vyrobku apod.) a sta-
noveny jejich fyzikdlné-chemické
charakteristiky, rozdily v reakci in
vitro kultur raznych druht na aga-
rové agens nemaji exaktni vysvétleni.
V multiplikaéni fazi se pro explanta-
tové kultury brizy trpasli¢i osvéd¢ilo
pouziti agaru firmy ROTH. Explan-
taty v multiplika¢ni fézi jsou kulti-
vovany pri 24 °C a 24hodinové své-
telné periodé (36W/33 Philips tubes,
The Netherlands; intenzita osvitu
30 pmol.m?s!) (obr. 1).

Obr.1:  Explantatova kultura bfizy trpaslici
Fig. 1: Explant culture of Betula nana

2.3 Zakorenovani a aklimatizace

Vyhony z vicevrcholovych kultur uréenych pro odbér mikrotizka za ucelem dopés-
tovani kompletnich rostlin se presazuji na médium WPM s obsahem 0,5 mg.I"' IBA,
sacharozy 10 gl', agaru (CL 97, Dr. Kulich Pharma, s. r. 0., CR) 6 gl', pH 5,8, vy-
hony jsou kultivovany pri 24 °C na svétle (36W/33 Philips Tubes, The Netherlands)



s 24hodinovou svételnou periodou a intenzitou osvétleni 30 pmol.m>.s™". Prvni ko-
feny se objevuji v pribéhu 4-6 tydnd. Pfi pouziti zakorenovaciho modifikovaného
média WPM byla u explantatovych kultur btizy trpasli¢i dosazena 100% tcinnost
zakorenéni. U explantatovych kultur bfizy trpasli¢i dochdzi i ke spontannimu zako-
fenovani na multiplikacnim médiu.

Rostliny s vyvinutymi koteny se presazuji ze zakoreniovaciho média do sadbovacti
Quick Pot T 35 s agroperlitem (Perlit Praha spol. s. r. 0.) a dvakrat tydné se za-
1évaji tekutym zakladnim médiem MS (MURASHIGE, SKOOG 1962), bez fytohor-
mond a sachardzy a fedénym v poméru 1 : 10 destilovanou vodou. Aklimatizace
probiha v obdobnych kultivaénich podminkach (teplota 24° C, osvétleni o intenzité

30 umol.m™.s!), s 24hodinovou svételnou fotoperiodou a pti 90% relativni vzdusné
vlhkosti.

Po tfech tydnech v agroperlitu se rostliny presazuji do sadbovact Quick Pot T 60
(rozmér 350mm x 215mm x 200mm, s 15 burnikami) s nesterilnim péstebnim sub-
stratem ze smési zeminy (Zahradnicky substrat a. s. Sobéslav), rageliny (Raselina a. s.
Sobéslav) a perlitu (Perlit Praha spol. s. r.0.) v poméru 2 : 1 : 1 a pfenaseji se do skle-
niku, kde se postupné adaptuji (3-4 tydny) na 70% relativni vzdusnou vlhkost. Pro
rust v agroperlitu i péstebnim substratu se osvéd¢ily sadbovace Quick Pot firmy
HERKUPLAST - KUBERN GmbH, které nebrani rozvoji kvalitniho kofenového
systému. Jejich prednosti je, Ze nemaji pevné dno a kofenovy systém rostlin se miize
dobfe vyvijet na vzduchovém polstari. Dal$imi vyhodami jsou rozméry a kénicky
tvar sadbovaci, které jsou vhodné pro riist kosternich kotentl, a déle rozmisténi ver-
tikalnich Zeber na vnitfni strané sadbovact, které napomahaji spravnému vyvoji ko-
fent. Tento postup a pouziti biologicky ovérenych sadbovact zabranuje nezddoucim
odchylkdm riéistu a nepiipustné deformaci kotenti ve smyslu platné CSN 48 2115.

2.4 Vysadba na venkovni plochy

Po aklimatizaci se vypéstky in vitro vysazuji k dopéstovani na venkovni zahony,
ptipadné se presadi do vhodnych obali, které umoznuji spravny riist kofenového
systému, viz Katalog biologicky ovéfenych obalti (www.vulhmop.cz). Po dopésto-
vani vysadbyschopnych sazenic na venkovnim zahonu lze vypéstky in vitro brizy
trpasli¢i pouzit pro ptipadnou reintrodukci (obr. 2).

Vysvétlivky:
BAP - 6-benzylaminopurine; MS - Murashige Skoog médium; IBA - B-indolylbutyric
acid; WPM - Woody Plant médium
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Obr. 2:  Vypéstky in vitro bfizy trpaslici
Fig.2:  Plantlets of Betula nana
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III. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Standardizovana metodika mikropropagace pro vegetativni reprodukci bfizy
trpasli¢i dosud nebyla popsana, spoc¢iva ve vyuziti metody indukce organogene-
ze in vitro pro reprodukci dospélych stromi, v optimalizovaném pribéhu mul-
tiplikace a v dopracovaném postupu zakorenovani a aklimatizace.

U rodu Betula se pro mnoho druhi pro indukci organogeneze osvéd¢ilo WPM mé-
dium, napt. HAGGMAN et al. (2007) jej pouzili u druhu Betula pendula. CHALUPA
(1987) s uspéchem pouzil WPM médium s niz§im obsahem BAP (0,5-1 mgl")
pro indukci organogeneze u Betula pubescens a Betula pendula. Pro druh Betula
platyphylla se pro navozeni indukce organogeneze rovnéz pouzilo WPM médium
s obsahem BAP 1 mg.l" (ZENG et al. 2015).

U bfizy trpasli¢i se osvéd¢ilo pro indukéni i multiplikaéni fazi WPM médium s niz-
$im obsahem BAP (0,2 mg.I"). U explantatovych kultur btizy trpasli¢i byl pozoro-
van vyrazny vliv rozdilnych typt agaru na fazi multiplikace.

Navozeni faze zakofenéni neni u explantatovych kultur vétsiny druhi rodu Betula
obtizné (WELANDER 1993). HAGGMAN et al. (2007), CHALUPA (1987), KauPppi et al.
(1999) uvadéji 95-100% tspésnost zakorenéni. Také u brizy trpasli¢i je navozeni
indukce adventivnich kofent snadné, dokonce dochazi ke spontannimu zakoreno-
vani na multiplika¢nim médiu.

Byly vypracovéany standardni technologické postupy, pomoci nichz Ize u silné ohro-
zené brizy trpasli¢i aspésné dopéstovat kompletni rostliny, které je mozné vyuzit
i pro pripadnou reintrodukci.

IV. POPIS UPLATNENI METODIKY

Betula nana patiiv CR k silné ohrozenym druhtim, jedné se o druh borealni. Jednou
z moznosti jeho zachrany je mikropropagace v definovanych in vitro podminkach,
v nichz jsou vylouceny nepfiznivé faktory limitujici pfirozenou obnovu ohroZe-
nych druhd. Tyto technologie zarucuji i genetickou identitu mnozeného materialu
(D'AMATO 1978).

Vyznamnou vyhodou mikropropaga¢niho postupu je moznost mnozeni z meri-
stematickych pletiv, ktera jsou prosta patogennich zarodkd, takze ziskany sadebni
material miize napomoci pti ozdravovani napadenych populaci.
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Z ekonomického hlediska je nepfehlédnutelné, ze mikropropagovany rostlinny
material, ktery se uchovava v archivu explantatd, 1ze kdykoliv pouzit pro dalsi na-
mnozeni neomezeného poctu jedinct v relativné kratkém c¢asovém obdobi.

Uplatnéni metodiky je predevsim v zajisténi zachovani biodiverzity lesnich ekosys-
témt, namnoZzeny materidl lze uplatnit za u¢elem podpory biodiverzity horskych
vrchovist ¢i radelini$t. Namnozené klony bfizy trpasli¢i jsou uchovavany v klon-
ovém archivu in vitro Vyzkumného tstavu lesniho hospodafstvi a myslivosti, v. v. i.

V. EKONOMICKE ASPEKTY

Pfi posuzovani ekonomickych aspekti nelze opomenout, ze ochrana biologické
rozmanitosti na trovni stanovist je jednim ze zdkladnich cil Statni politiky Zivot-
niho prostiedi CR schvalené usnesenim vlddy ¢&. 235 ze dne 17. brezna 2004. Vedle
celospolecenskych prinosti se da predpokladat i zvyseni trzeb u uzivatele vysledkii
vyrobou sazenic pozadovaného sortimentu. Bfiza trpasli¢i je péstovana téz jako
skalnicka na zahradkach. Pti predpokladané produkci kontejnerovanych vypéstki
v roénim objemu cca 10 000 kust Ize pfi cené jedné sazenice cca 140,- K¢/ks pred-
pokladat trzby cca 1 400 000,- K¢, zisk 189 000,- K¢ (ocekava se 13,5% ziskovost
vyroby). Vyuziti metodiky v ptipadné komer¢ni reprodukei by prispélo ke zvyseni
dostupnosti tohoto druhu pro péstitele. Hlavnimi celospole¢enskymi pfinosy vsak
zustava zachovani genetickych zdroji a podpora biodiverzity.

VI. DEDIKACE

Vypracovani metodiky bylo podporovano z poskytnuté instituciondlni podpory
na dlouhodoby koncepéni rozvoj vyzkumné organizace MZe CR - Rozhodnuti
¢. ROO115 (¢.j. 5774/2015-MZE-17011).
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MICROPROPAGATION OF BETULA NANA

Summary

Micropropagation in vitro technology, the standardized induction of organogenesis,
multiplication, rooting and acclimatization procedures are described. Dormant
axillary buds of Betula nana were used for tissue culture establishment. The
modified agar medium WPM (Lroyp, McCownN 1980), with concentrations
of phytohormones BAP 0.2mg |, and IBA 0.1mg 1", 10mg 1" glutamine, 30g 1!
sucrose, and 6 g 1" agar (CL 97, Dr Kulich Pharma, Ltd.), pH adjusted to 5.8 was used
for induction of birch organogenesis. After 4-6 weeks, the cultures were transferred
onto the multiplication WPM medium with concentrations of phytohormones BAP
0.2mgl"',and IBA 0.1 mg1", 200 mg "' glutamine, 200 mg I ' casein hydrolysate, 30 g
I sucrose, and 6 g I'! of agar from company ROTH, pH adjusted to 5.8 (Fig. 1). For
multiplication of Betula nana the agar ROTH was the most effective. The cultures
were transferred every 4 weeks. The agar-WPM medium without cytokinins but
with concentration of auxin IBA (0.5mg I""), and 10g 1" of sucrose was used for
induction of rhizogenesis. This medium gives 100% rooting. Cultivation proceeded
in air-conditioned room at 24°C, and under white fluorescent light (36 W/33 Philips
tubes, Eindhoven, the Netherlands; 30 pmol m? s*), and 24hrs photoperiod.
Plants with well-developed roots were transferred from rooting medium into pots
(Quick Pot T 35) with agroperlit and watered by basal MS (MURASHIGE, SKOOG
1962) medium without phytohormones and sucrose diluted by distilled water
1:10. Acclimatization proceeded in air-conditioned room at 20°C, and under white
fluorescent light (36W/33 Philips tubes, Eindhoven, the Netherlands; 30 pmol
m? s), and 24hrs photoperiod at the 90% of relative air humidity. After 3 weeks,
the plants were transferred into pots (Quick Pot T 60) with non-sterile substrate (in
relations 2 soil : 1 peat : 1 agroperlit), and located in glasshouse, where they were
adapted for 3-4 weeks to the 70% of relative air humidity.

The growing explant cultures are now stored in the explant archive in Forestry and
Game Management Research Institute, Strnady, Prague.
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