LESNICKY PRUVODCE

y 4

MIKROPROPAGACE
JABLONE LESNI
(MALUS SYLVESTRIS MILL.)

RNDr. JANA MALA, CSc.
Ing. HELENA CVRCKOVA, Ph.D.
Ing. PAVLINA MACHOVA, Ph.D.
Ing. JAROSLAV DOSTAL

Certifikovana metodika 2/ 201 2



MIKROPROPAGACE JABLONE LESNI
(MALUS SYLVESTRIS MILL.)

Certifikovana metodika

RNDr. Jana Mala, CSc.
Ing. Helena Cvrckova, Ph.D.
Ing. Pavlina Machova, Ph.D.

Ing. Jaroslav Dostal

Strnady 2012



Lesnicky priivodce 2/2012

Vyzkumny ustav lesniho hospodarstvi a myslivosti, v. v. i.
Strnady 136, 252 02 Jilovisté
http://www.vulhm.cz

Vedouci redaktorka: Sirka Holzbachov4, DiS.; e-mail: holzbachova@vulhm.cz
Vykonna redaktorka: Miroslava Valentovd; e-mail: valentova@vulhmop.cz

Graficka tiprava a zlom: Kldra Simerové; e-mail: simerova@vulhm.cz

ISBN 978-80-7417-057-7
ISSN 0862-7657



MICROPROPAGATION OF CRAB APPLE
(MALUS SYLVESTRIS MILL.)

Abstract

Micropropagation technology was utilized for reproduction of endangered and
valuable populations of crab apple (Malus sylvestris Mill.). In the Czech Republic,
the composition of mentioned species has the character of residual populations
with individual or group occurrence in forest stands, or with the occurrence in the
non-forest areas. Procedures for regeneration from explants up to plantlets were
standardized. The organogenesis, i. e. the induction in the most cases of axillary
or adventitive shoots on the primary explants, proved the most advantageous
technology for clonal propagation of crab apple. These shoots (microcuttings)
were used for induction of rhizogenesis, and then the plantlets were acclimatized
and cultured up to plants capable of outplanting. Keeping of technological criteria
of explant culturing and complete plant regenerating determines morphological
quality of in vitro produced planting stock.
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I. CIL METODIKY

Podpora biodiverzity lesnich ekosystémut pomoci efektivni reprodukee klont vtrou-
$ené rostouciho druhu jabloné lesni s charakteristickymi morfologickymi znaky.
Metodika mikropropagace jabloné lesni popisuje ovéreny postup reprodukee i zacho-
vani cennych klont a populaci.

II. VLASTNI POPIS METODIKY

1. Uvod

Jabloni lesni (Malus sylvestris Mill.) se vyskytuje v Ceské republice jako ptimés
v suchych doubravach, na sutich a kfovinatych stranich. Je polostinnou dfevinou,
zcela mrazuvzdornou, nenaro¢nou na vyzivu a odolnou vici znecisténi. V lese ma
vyznam pfedev$im jako krmnd dfevina a medonosna dfevina. Pro svou odolnost se
osvédcila do biokoridorti a ochrannych lesnich past.

Vlivem antropogenniho ptisobeni (pfedev§im zmény prirozené druhové skladby
v dusledku hospodareni, selektivni tézby) doslo k ubytku populaci této prehlizené
dreviny, které je tfeba v soucasné dobé povazovat za ohrozené (starnuti prezivajicich
jedinci, kifzeni s domacimi $lechténymi formami, vodni deficit krajiny, poskozeni
houbovymi chorobami aj.). S ostatnimi druhy vtrousenych drevin vsak predstavuje
neodmyslitelnou slozku ekosystémt. V lesnich ekosystémech vytvareji tyto dreviny
spodni patro a okraje lesnich porostii, které chrani les pred klimatickymi vykyvy
a nahlymi meteorologickymi anomaliemi, pfispivaji k udrzovani stalosti hydrologic-
kych zasob lesa a mikroedafonu, zabranuji nadmeérné erozi lesnich ptd a zachytavaji
prach. Mimo tyto zakladni funkce se podileji na vytvareni vhodnych refugii pro zvéf
a ptactvo a slouzi rovnéz jako jeji hlavni potravni zdroje.

V soucasné kulturni krajiné je tfeba posilit cenné zbytkové populace z lesnického
hlediska doposud prehlizenych drevin. Specifikou téchto dfevin je, Ze se vyskytu-
ji v porostech vtrou$ené jako jednotlivé stromy nebo na nelesnich pudach, které
jsou soucasti majetku vlastnikil (ndjemct1) lesa a je tim omezena moznost vymény
genetické informace. Vychodiskem je zakladani sbirek klont a semennych sadd, coz
vyznamneé prispéje ke zvyseni genetické variability osiva téchto druht. Pro reproduk-
ci stavajicich genovych zdrojti Ize vyuzit moznosti vegetativni reprodukce (roubova-
ni, tizkovani), v¢etné mikropropagac¢nich postupt. Tyto postupy umoznuji rychle
a ekonomicky vyhodné namnozit kvalitni reprodukéni material z vybranych darcov-
skych jedincti a zaroven zaklddat mnozitelskou populaci in vitro v bance explantat,
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ve které 1ze ptivodni materidl uchovavat pro dal$i acely (zaklddani klonovych archivi
ex situ, semennych sadd, genetické analyzy, nasledné vysadby ap.).

Dalsi z neprehlédnutelnych vyhod mikropropagaénich postuptt je moznost na-
mnozeni v podstaté neomezeného poctu identickych jedinct z jediného kvalitniho
darce v relativné kratkém ¢asovém obdobi, pfi¢emz mnozstvi odebiraného rostlin-
ného materidlu pro zalozeni primarnich kultur (vétSinou meristematicka pletiva
zimnich pupent) je minimalni a darcovsky strom neohrozuje. Dostate¢nd geneticka
variabilita mnozené populace je zaru¢ena vhodnym pocétem klont a pomérem jejich
zastoupeni ve vytvarené mnozitelské populaci (syntetické smési).

Nejuspésnéjsi metodou, ktera se osvédcila pro klonové mnozeni zejména listnatych
drevin je organogeneze. Klonové mnozeni jehli¢natych a listnatych dfevin z primar-
nich explantatd je podminéno vypracovanim vhodnych technologickych postupii
umoznujicich indukci organogeneze, kterd musi byt nasledovana uspé$nou regene-
raci kompletni rostliny. Zdkladnimi mechanismy uplatiiujicimi se pti navozeni rtistu
axilarnich nebo adventivnich pupent je dereprese meristémi primarniho explanta-
tu. Siroké vyuziti ma tato metoda v piipadech, kdy je nutné ziskat klony vyselektova-
nych dil¢ich populaci stromt napt. pti nedostate¢né fruktifikaci nebo znic¢eni semen
hmyzem, anebo pfi selhani jinych zptisobt vegetativni reprodukce (fizkovani). Hlav-
nim predpokladem uspésné organogeneze je zajisténi vhodnych kultiva¢nich pod-
minek (chemické slozeni ziviného média, teplota, vlhkost a osvitovy rezim). Neméné
vyznamné ovliviluji uspé$nost organogeneze i takové faktory, jako je stati a fyziolo-

Obr. 1. Donorové stromy jabloné lesni na stanovisti (foto: J. Dostal)



gicky stav darcovského jedince, doba sbéru, zpiisob a délka skladovani zdrojového
materialu, povrchova sterilizace a technika preparace explantatt.

Princip vyuziti mikropropaga¢nich postuptt pfi reprodukci vtrousenych dfevin
spociva v aplikaci postupu, kdy jsou separativné podle prislusnosti ke konkrétnim
ptirodnim lesnim oblastem shromazdovany propagule inventarizovanych ptiroze-
né rostoucich jedinct vybranych druhi vtrousenych okrajovych drevin, které jsou
nésledné autovegetativiné mnozeny mikropropagativnimi postupy a prevadény do
vysadby schopného stavu. Z tohoto materialu jsou dale zakladany syntetické smési
(zdrojové matecnice, semenné sady) za ucelem provozniho vyuzivani uZivatelem,
¢imz je dosazeno komplexni a originalni fe$eni zachovani genovych zdroju uvede-
ného druhu.

2. Standardizovany metodicky postup mikro-
propagace

a. Zakladani primarnich kultur

V tnoru az bfeznu jesté pred vyraSenim pupent se odebiraji rouby z rodi¢ovskych
stromu (cca 50 pupentl od 1 klonu). Oznadi se, vlozi se do mikrotenového sa¢ku a na
prevoz uskladni do chladové tasky. Rouby se uchovavaji pti 4 °C a je vhodné zpraco-
vat rostlinny material (pupeny) do 14 dnti po odbéru. Snizi se tim riziko $ifeni infekci
a poskozeni apikalniho meristému.

Jednotlivé pupeny se sterilizuji v 1% roztoku chlornanu sodného (Savo, Bochemie
CR) a tiikrat promyji sterilni destilovanou vodou. Ve sterilnim prostfedi laminar-
umistény na induk¢ni agarové zivné médium (50 ml média v Erlenmeyerové 100ml
bance). K indukeci organogeneze u jabloné lesni se pouzivda modifikované médium
MS (MURASHIGE, SKOOG 1962) s koncentraci fytohormont BAP 0,5 mg.l' a IBA
0,1 mg.I" a s koncentraci glutaminu 10 mg.1", glycinu 2 mg.l", sacharézy 30 g.I', aga-
ru 6 gl pH se upravuje na hodnotu 5,8. Kultivace probihd v klimatizovanych pod-
minkach pii teploté 24 °C, 16hodinové svételné fotoperiodé, s osvétlenim o intenzité
30 pmol.m™2s". Indukce axilarnich ptipadné adventivnich pupent na primarnim
explantatd trva priblizné 4 — 6 tydni.



b. Kultivaéni podminky multiplikace

Po vyradeni axilarnich, ptipadné adventivnich pupeni na primdrnim explantatu
jsou kultury in vitro jabloné lesni péstovany na multiplika¢nim médiu MS s koncen-
traci BAP 0,2 mgl?, IBA 0,1 mg.l", glutaminu 200 mg.I", glycinu 2 mg.l", kaseino-
vého hydrolyzatu 200 mg.l", sacharézy 30 gl*, agaru 6 gl?, pH je upravovano na
hodnotu 5,8. Intervaly mezi jednotlivymi pasazemi jsou 4 az 5 tydnt. Pro kultivaci
jsou nezbytné konstantni kultiva¢ni podminky (teplota 24 °C, osvétleni o intenzité
30 umol m? s!, 16hodinova svételna fotoperioda) a 100% relativni vzdu$nd vlhkost.
Pribézné je nutné sledovat zdravotni stav kultur, resp. vyskyt kontaminaci. Kvalita
mikropropagovaného materidlu je kontrolovana na zakladé morfologickych znaki.
U listt a vyhont se sleduji barva, tvar, délka a jejich pocet.

Obr. 2. Kultura jabloné lesni v bance explantatd Vyzkumného uUstavu lesniho
hospodafstvi a myslivosti, v. v. i. (foto: J. Dostal)
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c. Zakorenovani a aklimatizace

Mikrofizky urcené pro dopéstovani kompletnich rostlin se standardné zakofenuji
v agarovém médiu MS o ¢tvrtinové koncentraci makro a mikroelement, s koncen-
traci sachardzy 10 gl" a auxinu IBA 0,6 mg . I"". Zakofenovani probiha za stejnych
kultiva¢nich podminek jako multiplikace. Pro zvy$eni Gc¢innosti zakofenéni probiha
prvni faze zakorenovani (7 dni) ve tmé. Prvni kofeny se objevuji v zavislosti na klonu
v pribéhu 3 - 4 tydni.

Rostliny s vytvofenymi kofeny se presazuji ze zakotenovactho média do sadbovaci
Quick Pot T 35 s agroperlitem (Perlit Praha s. r. 0.) a dvakrat tydné se zalévaji teku-
tym zakladnim médiem MS (bez fytohormont a sacharézy) fedénym v poméru 1: 10
destilovanou vodou. Aklimatizace probiha v obdobnych kultivaénich podminkach
(teplota 24 °C, osvétleni o intenzité 30 pmol.m2.s*, 24hodinové svételna fotoperioda)
a pri 90% relativni vzdusné vlhkosti.

Po trech tydnech v agroperlitu se rostliny presazuji do sadbovacti Quick Pot T 60
(rozmér 350 mm x 215 mm X 200 mm, s 15 bunikami) s nesterilnim péstebnim sub-
stratem ze smési zeminy (Zahradnicky substrat a. s. Sobéslav), raseliny (Raselina a. s.
Sobéslav) a perlitu (Perlit Praha s. r. 0.) v poméru 2 : 1 : 1 a pfenaseji se do skleniku,
kde se postupné adaptuji (3 — 4 tydny) na 70% relativni vzdusnou vlhkost. Pro rust
v agroperlitu i péstebnim substratu se osvédcily sadbovace Quick Pot firmy HER-
KUPLAST - KUBERN GmbH, které nebrani rozvoji kvalitniho kofenového systé-
mu. Jejich prednosti je, Ze nemaji pevné dno a kofenovy systém rostlin se mtize dobre
vyvijet na vzduchovém polstari. Dal$imi vyhodami jsou rozméry a kénicky tvar sad-
bovaci, které jsou vhodné pro riist kosternich kofend, a dale rozmisténi vertikalnich
zeber na vnitini strané sadbovac, které napomahaji spravnému vyvoji kotent. Tento
postup a pouziti biologicky ovéfenych sadbovact zabranuje nezddoucim odchylkdm
riistu a neptipustné deformaci kotenti ve smyslu platné CSN 48 2115.

d. Vysadba na venkovni plochy

Po aklimatizaci se vypéstky in vitro vysazuji k dopéstovani na venkovni zdhony,
ptipadné se presadi do vhodnych obali, které umoznuji spravny rist korenové-
ho systému, viz Katalog biologicky ovéfenych obalt (www.vulhmop.cz). Po roce
dopéstovani na venkovnim zdhonu lze vypéstky in vitro jabloné lesni vysadit na
stanovisté.
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e. Hodnoceni rlstu vypéstki in vitro

Riistové charakteristiky vypéstki byly porovnavany s parametry uvedenymi v CSN
48 2115. V tab. 1 jsou uvedeny parametry vypéstka in vitro vysazenych na dopés-
tovani na venkovnim zahonu. Po roce péstovani dosahuji vypéstky jabloné lesni dle
normy charakteru poloodrostku. Dalsi rtst vypéstki na stanovisti je dokumentovan
na demonstra¢nim objektu v obote Brezka Vyzkumného ustavu lesniho hospodar-
stvi a myslivosti, v. v. i. (PLO 10, Stfedoceska pahorkatina). Vypéstky in vitro jsou na
demonstrac¢nich objektech hodnoceny z hlediska jejich ristovych a morfologickych
parametrd. Pro zhodnoceni ziskanych vysledku byla vyuzita metoda analyzy varian-
ce. Vysledky pétiletého hodnoceni sazenic prokazuji, ze mikropropagované rostliny
nevykazuji retardace ristu. Rastové charakteristiky (prirtst, tloustka kotfenového
kreku) jsou uvedeny v tab. 2.

Obr. 3. Vypéstky in vitro jabloné lesni na vyzkumné ploSe v obore Bfezka
(foto: J. Dostal)
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Tab. 1. Ruistové charakteristiky vypéstkl in vitro jabloné lesni po vysadbé na ven-
kovni zahony
Growth characteristics of Malus sylvestris plantlets after planting in the
outside beds

o
> = = c £
5. 5 95 22 S 3
Datum/ €8 5 B 5 2 SSE
y 58 S wSF D Z8F D 5EQE #SD
Date Z2 =X To > oo
28 2= 5§52 [m 502 [cm] £ 52 [om]
QG = 0 © 0 o SE 8
gx 8 E © E® =38
& 5 3 é =] )g %
= a oz oF
'—
27.6. 2005 130 15,6 4,8 0,52 0,23
26.10.2006 120 7,7 96,7 36,5 81,1 28,5 1,0 0,27

Tab. 2. Rustové charakteristiky vypéstkd in vitro jabloné lesni na demonstraéni
ploSe Brezka
Growth characteristics of Malus sylvestris plantlets on demonstration plot

Brezka

Vysazeno/ Primérna Tloustka
Rok/ prezival Mortalita/  vySka/ +SD koren. kréku/ +S PFirtst/
Year Planted/ Mortality ~Average [_cm] Thickness of [_cm] Increase

survived [%] height root collar [em]
[ks] [cm] [em]

2007 101 1,0 96,1 35,5 1,2 0,4
2008 100 1,0 156,8 41,7 1,7 0,5 60,6
2009 97 4,9 188,4 60,2 - - 31,6
2010 97 0 256,9 67,6 - - 68,5
2011 96 1,0 342,3 95,6 - - 85,4
Vysvétlivky:

BAP — 6-benzylaminopurine; MS - Murashige Skoog medium; IBA — B—indolylbutyric acid;
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III. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Novost mikropropagacnich postupi spocivé ve vyuziti metody indukce organogene-
ze in vitro pro reprodukci explantatti odebiranych z dospélych stromti jabloné lesni,
v originalnim slozeni zivnych médii v priibéhu mikropropagace a v originalnim fese-
ni zakorenovani a aklimatizace.

Mikropropagaéni technologie se jiz s uspéchem vyuzivaji u fady druhi listnatych
dfevin (L1BBY, AHUJA 1993). Od zahdjeni intenzivniho vyzkumu této problematiky
bylo dosazeno mj. vyznamnych poznatkd o vyvoji vypéstkl in vitro ve venkovnich
podminkach a bylo prokdzano, Ze rychlost a jiné parametry rstu mikropropagova-
nych rostlin jsou srovnatelné se sazenicemi generativniho pivodu (HAMMATT 1999;
MALA et al. 2007).

Pro mikropropagaci cennych populaci vtrousené se vyskytujici dfeviny jabloné
lesni byla vypracovana standardizovana metoda indukce organogeneze, ktera se
pro klonové mnozeni listnatych drevin velmi dobfe osvédcuje (PILATE et al. 2002).
Pro uspésnou indukei adventivnich vyhonti na vzrostnych vrcholech, multiplikaci
a zakorenovani mikrofizka byla originalné modifikovana Zivna média a stanoveny
presné koncentrace fytohormont. Stanoveny byly také standardizované postupy pro
uspésnou aklimatizaci a dopéstovani kompletnich rostlin v nesterilnich substratech
(perlit, raselina). Tato faze riistu je povazovana za kritické obdobi, protoze koteny
vytvorené v agarovych médiich nejsou jesté plné funkéni a u listd neni zcela vyvinu-
ta kutikula ani priduchy (Durkovi¢, MISALOVA 2009). Po aklimatizaci se rostliny
presazuji na venkovni zdhony a po dopéstovani (zpravidla po roce) je lze vysadit
na konec¢né stanovisté. Dostate¢na geneticka variabilita mnozené populace je zaru-
¢ena vhodnym slozenim vychozi klonové in vitro mnozitelské populace (MALA et
al. 1999). Na rozdil od zahranici, kde se tyto metody bézné vyuzivaji k reprodukei
vyslechténych genotypi (BOMMINENI et al. 2001), nebyly v CR zatim tyto metody
vyuzity v $ir§im provoznim méritku.
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IV. POPIS UPLATNENI METODIKY

V pripadé jabloné lesni se jedna o druh (a jeho regiondlni a dil¢i populace), které 1ze
mnozit generativné jen velmi omezené. NamnoZzeny materidl 1ze uplatnovat v les-
nické praxi za ucelem podpory biodiverzity v lesnich biocendzach. Sadebni material
se vyuziva v souladu s odpovidajicimi klimatickymi podminkami a v ekologickém
zapoji s vhodnymi druhy tak, aby doslo ke stabilizaci rovnovahy v lesnich ekosysté-
mech.

Nakladani se sadebnim materidlem vypéstovanym metodami in vitro v lesnické praxi
podléha legislativnim opatfenim platnym pro vegetativiné mnozeny material. Zdrojo-
vy material pro mikropropagaci je ziskiavan kombinovanou hromadnou a individu-
alni selekci a musi splnovat pozadavky na genetickou klasifikaci, uznavani a evidenci
uznanych zdroji (viz. § 29 lesniho zakona ¢. 289/1995 Sb. ve znéni pozdéjsich predpi-
st; § 11 - § 16 zakona ¢. 149/2003 Sb. ve znéni pozdéjsich predpisti; § 7 - § 11 vyhl
MZe ¢. 29/2004 Sb.). Stanovisté pro vysadbu musi odpovidat zdsadam stanovenym
pro rajonizaci reprodukéniho materialu lesnich dfevin a prirodnim lesnim oblastem
a vegeta¢nim lesnim stupntim.

V projektech zamérenych napt. na zachranu cenné populace je vyuziti vegetativné
mnozeného sadebniho materidlu podminéno dodrzenim konkrétnich podminek,
mimo jiné dostate¢nym poctem klonti odebranych v ptirodni lesni oblasti. U jab-
loné lesni (Malus sylvestris) jsou pro reprodukci vybirany stromy s charakteristicky-
mi morfologickymi znaky, pricemz byl pfi odbérech dodrzovan minimélni pocet 30
stromi z jedné prirodni oblasti (SINDELAR 2002).

Vypéstky in vitro musi soucasné splnovat kritéria kvality vysadbového materialu.
Z téchto diivodu byla (vedle standardizace kultiva¢nich postupt pti dopéstovani
kompletnich rostlin) provedena evaluace rastovych a morfologickych parametrt
vypéstka in vitro pred vysadbou i ndsledné po vysadbé na venkovni plochy s porov-
nénim ke standardim CSN pro generativni sazenice dfevin s obdobnym réistem.

Popsana metodika byla jiz ovétena v poloprovoznich podminkach v zatizeni Jiho-
Ceskych lest, a. s., kde se podle uvedené metodiky podatilo napéstovat radové 10 tis.
sazenic.
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V. EKONOMICKE ASPEKTY

Nedostatek vhodného sadebniho materialu vtrousené se vyskytujicich drevin je
deklarovn vyznamnymi vlastniky lesntho majetku v CR, jimiZ jsou napt. Vojenské
lesy a statky, s. p. Zajem o tyto dfeviny vSak pribézné projevuji i dalsi vlastnici lesa,
kteti pozaduji reprodukéni materidl ptivodem z cennych populaci lesnich drevin
pro tcely zvyseni biodiverzity lesnich porostii a zvySovani kvality dieva, vyplyvajici
z o¢ekévané produkce cennych sortimentt (napt. LCR, s. p., Spravy CHKO, zakladni
organizace CSOP, Méstské lesy Vizovice, Lesy Karel Schwarzenberg). Zajem téchto
subjekti vyplyva ze skutecnosti, Ze reprodukéniho materialu, ktery je mozno legalné
vyuzivat pro vysadby do lesnich porostt, je na $kolkafském trhu nedostatek. Pokud
je takovy material nabizen, neni ¢asto zajisténa jeho dostate¢na geneticka variabilita.
Predpoklada se proto, ze produkce vypéstkil in vitro vzacnéjsich drevin z vytvore-
nych klonovych smési s deklarovanymi oblastmi jejich potencidlniho vyuziti bude
mit uplatnéni na trhu dlouhodobé i vzhledem k vykyviim fruktifikace a mensi efek-
tivnosti jinych zptsobli vegetativniho mnozeni. Pii posuzovani vztahu ndklada
a ocekavaného hospodarského zisku je tfeba vénovat pozornost i neekonomickym
pfinostim, jejichZ finan¢ni vy¢isleni je velmi obtizné. Hlavnimi celospolec¢enskymi
prinosy jsou zachovani genetickych zdroju a podpora biodiverzity. Na druhou stra-
nu pro uzivatele metodiky muize byt ekonomickym pfinosem rozsifeni sortimentu
drevin, deklarace jejich genetické hodnoty, a tim i vy$$i cena sadebniho materialu
cennych populaci vtrousenych drevin a vétsi zisk uzivatelského subjektu. Vedle celo-
spolecenskych prinosii se predpoklada zvyseni trzeb u uzivatele vysledki vyrobou
sadebniho materidlu pozadovaného sortimentu. Pii produkci kontejnerovanych
poloodrostkil a odrostkil v ro¢nim objemu cca 25 000 kust lze pti cené jedné saze-
nice cca 65,- K¢/ks predpokladat trzby cca 1 625 000,- K¢, zisk 208 340,- K¢ (ocekava
se 13,5% ziskovost vyroby). Pfi posuzovani ekonomickych aspektii nelze opomenout,
ze ochrana biologické rozmanitosti na iirovni stanovist je jednim ze zakladnich cilt
Stétni politiky zivotniho prostiedi CR schvilené usnesenim vlady ¢. 235 ze dne 17.
brezna 2004.

VI. DEDIKACE
Vypracovani metodiky bylo podporovano: vyzkumnym zamérem MZE0002070203.
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MICROPROPAGATION OF CRAB APPLE
(MALUS SYLVESTRIS MILL.)

Summary

Crab apple (Malus sylvestris Mill.) is one of a scarce species among forest trees and
occurs in scattered population density in Central Europe.

Micropropagation represents the effective and economically advantageous technology
enabling the reproduction of crab apple planting material derived from selected elite
parents and also the preservation gene resources in the explant bank for further
utilization. The organogenesis is regarded as the most advantageous technology that
proved suitable for clonal propagation of particularly broad-leaved trees. Disposal
planting material from in vitro cultivation for forest practice is under legislature for
vegetative propagated plant material.

The modified agar medium MS (MURASHIGE, SKOOG 1962) with concentrations of
phytohormones BAP 0.5 mg. 1" and IBA 0.1 mg. 1", 10 mg . 1" of glutamine, 2 mg . I'*
of glycine, 30 g . I'' of saccharose, and 6 g . 1" of agar, pH adjusted to 5.8 was used for
induction of crabapple organogenesis. After 6 weeks, the cultures were transferred onto
the multiplication MS medium with concentrations of phytohormones BAP 0.2 mg. I
and IBA 0.1 mg.1",200 mg. 1" of glutamine, 200 mg . 1" of casein hydrolysate, 30 g . I'*
of saccharose, and 6 g . I of agar, pH adjusted to 5.8. The cultures were transferred
every 4 weeks. Cultivation proceeded in air-conditioned room at 24 °C, and under
white fluorescent light (30 pmol . m?. s™) and a 16-hour photoperiod.

Microcuttings for culturing of complete plants were rooted in agar medium MS
diluted 1:4 by distilled water, with IBA 0.6 mg . I, and 10 g . I"* of saccharose.
The cultures grew first 7 days in the darkness for accelerating of root growth and
afterwards were transferred into the same cultivation conditions as during induction
and multiplication. Plants with well-developed roots were transferred from rooting
medium into pots (Quick Pot T 35) with agroperlit and watered by basal MS medium
without phytohormonesandsaccharose diluted by distilled water 1:10. Acclimatization
proceeded under the same conditions like induction and multiplication 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. Acclimatized plants were planted onto outdoor beds. Optimal period
for outdoor culturing plants of crab apple before outplanting on the forest stands was
1 year.

Described micropropagation technology was attested in pilot plant conditions in
Biotechnology laboratory Olesna of Jihoceské lesy a. s.
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