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MICROPROPAGATION OF WILD PEAR
(PYRUS PYRASTER (L.) BURGSDORF)

Abstract

Micropropagation technology was utilized for reproduction of scattered and
valuable trees of wild pear (Pyrus pyraster (L.) Burgsdorf). Wild pear occurs in the
Czech Republic as an additive in deciduous forests from lowland positions until
the lower zone of beech woods. Procedures for regeneration from explants up to
plantlets were standardized. The organogenesis, i.e. the induction of axillary or
adventitive buds or shoots on the primary explants (apical meristems of dormant
buds), proved the most effective technology for clonal propagation of wild pear.
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

Efektivni reprodukce ortetd hrusné polnicky (Pyrus pyraster (L.) Burgsdorf), vtrou-
$ené rostoucich stromi vyznacujicich se vyjime¢nym rtstem a charakteristickymi
morfologickymi znaky, pro zachovani cennych genotypti a populaci za t¢elem zvy-
$eni biodiverzity lesnich ekosystémtl.

II. VLASTNI POPIS METODIKY

1. UvoD

Aredl rozsiteni hrusné polnicky (Pyrus pyraster (L.) Burgsdorf) saha ze zapadni
a jizni Evropy ptes Malou Asii aZ po Kavkaz. V Ceské republice se vyskytuje jako
piimés v listnatych lesich od luznich poloh az do spodniho pasma bucin (URADN{-
CEK et al. 2009). Je svétlomilnou dfevinou, nenaro¢nou na vyzivu a odolnou vuci
zneli$téni. V lese md vyznam predevsim jako krmnd a medonosna drevina. Pro
svou odolnost se osvédcila do biokoridorti a ochrannych lesnich pasti. Poskytuje
vyborné tvrdé dievo temné ¢ervené barvy, vyuzivané v rezbarstvi a nabytkarstvi.
V ovocnarstvi se vyuzivaji semenacky hrusné polnicky pro svou odolnost jako pod-
noze pti roubovani kulturnich odrid hrusné obecné (Pyrus communis L.).

Hrugen polnicka se vyskytuje relativné vzacné. Pro své malé zastoupeni nebyva uva-
déna podobné jako dalsi vtrousené dfeviny v lesnich hospodafskych planech, ani se
s ni zpravidla nepocita v planech obnovy. Ma malou konkuren¢ni schopnost danou
mj. pomalej$im riistem a niz§imi vy$kami v dospélosti. Je citliva vii¢i béznym hospo-
darskym zasahtm, které jsou zaméfeny predevs§im na péstovani a podporu hlavnich
hospodarskych drevin. Jeji pfirozena obnova je ¢asto problematickd, semena nebo
semenacky byvaji vétsinou likvidovany zvéri. S ostatnimi druhy vtrousenych dievin
vsak predstavuje neodmyslitelnou slozku ekosystémi. V lesnich ekosystémech vy-
tvareji vtrousené dfeviny spodni patro a okraje lesnich porostt, které chrani les pred
klimatickymi vykyvy a nahlymi meteorologickymi anomaliemi, piispivaji k udrzo-
vani stalosti hydrologickych zasob lesa a mikroedafonu, zabraiuji nadmérné erozi
lesnich ptid a zachytavaji prach. Mimo tyto zdkladni funkce se podileji na vytvareni
vhodnych refugii pro zvéf a ptactvo a slouzi rovnéz jako jejich hlavni potravni zdroje.



Ne vsechny v ptirodé plané rostouci hrusné jsou hrusné polni¢ky. Genové zdroje
tohoto druhu jsou vystaveny kontaminaci spontannim kiizenim s péstovanou hrus-
ni obecnou. Hybridizace je vedle antropickych vlivii povazovana za hlavni pfi¢inu
naruseni jeji druhové ¢istoty. Spolehliva identifikace planych, kulturnimi odriadami
nekontaminovanych jedincti neni u hrusné polnicky jednoduchd. Dulezité znaky
pro spravnou determinaci hrusné polni¢ky jsou nejen na listech, vétvich a plodech,
ale i na kvétech. Pro mikropropagaci hrusné polni¢ky byly vybrany stromy na za-
kladé 11 kvantitativnich a 14 kvalitativnich znaka.

Mikropropagaéni postupy umoziuji rychle a ekonomicky vyhodné namnozit kva-
litni reprodukéni material z vybranych jedinct a zdroven zakladat mnozitelskou
populaci in vitro v bance explantétii, ve které lze ptivodni material uchovavat pro

dalsi ucely (zakladani klonovych archivi in situ, semennych sadt, genetické analy-
zy, nasledné vysadby ap.).

Dalsi z neprehlédnutelnych vyhod mikropropaga¢nich postupt je moznost na-
mnozeni v podstaté neomezeného poctu identickych jedincti z jediného kvalitniho
dérce v relativné kratkém casovém obdobi, pficemz mnozstvi odebiraného rostlin-
ného materidlu pro zaloZeni primarnich kultur (vét$inou meristematicka pletiva
zimnich pupent) je minimalni a ddrcovsky strom se neohrozuje. Dostate¢na gene-
tickd variabilita mnoZené populace je zaruc¢ena vhodnym pocétem klond a pomérem
jejich zastoupeni ve vytvafené mnozitelské populaci (syntetické smési).

vvvvv

drevin je organogeneze. Klonové mnozeni jehli¢natych a listnatych dfevin z primar-
nich explantatd je podminéno vypracovanim vhodnych technologickych postupt
umoznujicich indukci organogeneze, kterd musi byt nésledovana tuspés$nou rege-
neraci kompletni rostliny. Zdkladnimi mechanismy uplatiiujicimi se pfi navozeni
rustu axildrnich nebo adventivnich pupent je dereprese meristému primarniho
explantatu. Siroké vyuziti méd tato metoda v ptipadech, kdy je nutné ziskat klony
vyselektovanych dil¢ich populaci stromii napt. pfi nedostate¢né fruktifikaci nebo
zniceni semen hmyzem, anebo pfi selhdni jinych zptsobii vegetativni reprodukce
(tizkovani). Hlavnim predpokladem uspésné organogeneze je zajisténi vhodnych
kultivaénich podminek (chemické slozeni ziviného média, teplota, vlhkost a osvitovy
rezim). Neméné vyznamné ovliviiuji uspé$nost organogeneze i takové faktory, jako
je stafi a fyziologicky stav darcovského jedince, doba sbéru, zptsob a délka sklado-
vani zdrojového materidlu, povrchova sterilizace a technika preparace explantatuL.

Princip vyuziti mikropropagacnich postupti pfi reprodukei vtrousenych dievin
spo¢iva v aplikaci postupu, kdy jsou separativné podle prislugnosti ke konkrétnim
pfirodnim lesnim oblastem shromazdovany propagule inventarizovanych ptiro-
zené rostoucich jedinct vybranych druht vtrousenych okrajovych drfevin, které
jsou nasledné autovegetativné mnozeny mikropropaga¢nimi postupy a prevadény



do vysadby schopného stavu. Z tohoto materialu jsou dale zakladany syntetické
smési (zdrojové matecnice, semenné sady) za ucelem provozniho vyuzivani uzi-
vatelem, ¢imz je dosazeno komplexniho a originalniho feseni zachovani genovych
zdrojti uvedeného druhu.

2. STANDARDIZOVANY METODICKY POSTUP
MIKROPROPAGACE

a. Zakladani primarnich kultur

V tinoru az breznu jesté pred vyraSenim pupend se odebiraji rouby z rodic¢ovskych
stromt (cca 50 pupent od 1 klonu). Oznadi se, vlozi do mikrotenového sacku
a na prevoz uskladni do chladové tasky. Rouby se uchovavaji pfi 4 °C a je vhodné
zpracovat 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 se promyji sterilni destilovanou vodou. Ve sterilnim prostiedi lami-
umistény na induk¢ni agarové zivné médium (50 ml média v Erlenmeyerové 100ml
bance). K indukei organogeneze u hrusné polnicky se pouzivd modifikované mé-
dium MS (MURASHIGE, SKOOG 1962) s koncentraci fytohormontt BAP 0,2 mg.l*,
GA,5 mgl' a IBA 0,1 mgl'a s koncentraci glutaminu 10 mg.l", glycinu 2 mg.I",
sacharézy 30 gl?, agaru 6 g1, pH se upravuje na hodnotu 5,8. Kultivace probihd
v klimatizovanych podminkach pfi teploté 24 °C, 16hodinové svételné fotoperiodé,
s osvétlenim o intenzité 30 pmol.m?2s*. Indukce axildrnich pfipadné adventivnich
pupent na primarnim explantata trva priblizné 4-6 tydnu.

b. Kultivacni podminky multiplikace

Po vyraseni axilarnich, pfipadné adventivnich pupend na primarnim explanta-
tu jsou kultury in vitro hru$né polnic¢ky péstovany na multiplikaénim médiu MS
s koncentraci BAP 0,2 mg.I", IBA 0,1 mg.l", glutaminu 200 mg.1", glycinu 2 mg.1",
kaseinového hydrolyzatu 200 mg.1", sacharézy 30 g.I"', agaru 6 g.I"', pH je upravova-
no na hodnotu 5,8. Intervaly mezi jednotlivymi pasaZemi jsou 4 az 5 tydnt (obr. 1).
Navozeni vy$siho poctu adventivnich vyhont se dosahne presazenim kultur v mul-



tiplika¢ni fazi na médium stejného slozeni, kde BAP v koncentraci 0,2 mg.l! je
nahrazen TDZ v koncentraci 3,3 mg.l". Vyssi pocet vyhont (4,5 *+ 2,6 na jednu
kulturu) i vétsi délka vyhont (7,5 + 1,2 cm) je nékdy provazena vitrifikaci explanta-
tf, avak po presazeni na médium s BAP (0,2 mg.l") tento efekt mizi a vyhony lze
vyuzit k dal$i multiplikaci. Pro kultivaci jsou nezbytné konstantni kultivaéni pod-
minky, tj. teplota 24 °C, osvétleni o intenzité 30 pumol. m™.s', 16hodinova svételna
fotoperioda a 100% relativni vzdu$na vlhkost. Pribézné je nutné sledovat zdravot-
ni stav kultur, resp. vyskyt kontaminaci. Kvalita mikropropagovaného materidlu je
kontrolovana na zakladé morfologickych znaka. U listil a vyhont se sleduji barva,
tvar, délka a jejich pocet.

Obr. 1: Explantatova kultura hrusné polnicky (foto: J. Vorel)
Explant culture of wild pear
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c. Zakorenovani a aklimatizace

Mikrotizky urcené pro dopéstovani kompletnich rostlin se standardné zakofenuji
v agarovém médiu MS o ¢tvrtinové koncentraci makro a mikroelementd, s kon-
centraci sacharézy 10 g.1"* a auxinu IBA 0,6 mg.l" (obr. 2). Zakofeniovani probiha
za stejnych kultiva¢nich podminek jako multiplikace. Pro zvyseni t¢innosti zako-
fenéni probihd prvni faze zakofenovani (7 dni) ve tmé. Prvni kofeny se objevuji
v zavislosti na klonu v pribéhu 3-4 tydni.

Rostliny s vytvofenymi kofeny se presazuji ze zakorenovaciho média do sadbovaci
Quick Pot T 35 s agroperlitem (Perlit Praha, s. r. 0.) a dvakrat tydné se zalévaji te-
kutym zakladnim médiem MS (bez fytohormont a sachardzy) fedénym v poméru
1: 10 destilovanou vodou. Aklimatizace probihd v obdobnych kultiva¢nich pod-

Obr. 2: Zakofenény mikrofizek hrusné polnicky (foto: J. Vorel)
Rooted microcutting of wild pear

11



minkach (teplota 24 °C, osvétleni o intenzité 30 umol.m™.s™', 24hodinova svételna
fotoperioda) a pti 90% relativni vzdusné vlhkosti.

Po tfech tydnech v agroperlitu se rostliny presazuji do sadbovact Quick Pot T 60
(rozmér 350 mm x 215mm x 200 mm, s 15 burikami) s nesterilnim péstebnim sub-
stratem ze smési zeminy (Zahradnicky substrat, a. s. Sobéslav), raeliny (Raselina,
a. s. Sobéslav) a perlitu (Perlit Praha, s. 1. 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 sadbovade Quick Pot firmy
HERKUPLAST - KUBERN GmbH, které nebrani rozvoji kvalitniho kotenového
systému. Jejich pfednosti je, Ze nemaji pevné dno a kofenovy systém rostlin se miize
dobfe vyvijet na vzduchovém polstafi. Dal$imi vyhodami jsou rozméry a kénicky
tvar sadbovaci, které jsou vhodné pro rust kosternich kofent, a dale rozmisténi
vertikalnich Zeber na vnitfni strané sadbovact, které napomahaji spravnému vyvoji
kotenti. Tento postup a pouziti biologicky ovéfenych sadbovalii zabranuje neza-
doucim odchylkdm ristu a neptipustné deformaci kotent 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 obald, které umoznuji spravny rast korenové-
ho systému, viz Katalog biologicky ovéfenych obalt (www.vulhmop.cz). Po roce
dopéstovani na venkovnim zdhonu lze vypéstky in vitro hrusné polnicky vysadit
na stanovisté.

e. Hodnoceni rlistu vypéstkl in vitro

Riistové charakteristiky vypéstkid byly porovnévany s parametry uvedenymi v CSN
48 2115.V tab. 1 jsou uvedeny parametry vypéstkil in vitro vysazenych na dopésto-
vani na venkovnim zdhonu. Po roce péstovani dosahuji vypéstky hrusné polnicky
dle normy charakteru poloodrostkt. Dalsi rtist vypéstki na stanovisti je dokumen-
tovan na demonstra¢nim objektu Vyzkumného tstavu lesniho hospodarstvi a mys-
livosti, v. v. i. v obore Bfezka (PLO 10, Stfedoceska pahorkatina) (obr. 3). Vypéstky
in vitro jsou na demonstra¢nich objektech hodnoceny z hlediska jejich rastovych
a morfologickych parametrii. Pro zhodnoceni ziskanych vysledki byla vyuzita me-
toda analyzy variance.
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Tab. 1: Rustové charakteristiky vypéstkda in vitro hrusné polnicky po vysadbé
na venkovni zahony
Growth characteristics of Pyrus pyraster plantlets after planting in the out-

side beds
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[ks/pieces]  [%] [cm] [ecm] [cm] [cm] [em] [em]
27.6. 2005 390 14,5 3,4 0,51 0,19
26.10.2006 372 4,6 93,6 32,5 78,1 25,5 0,90 0,22

Obr. 3: Vypéstky in vitro hrusné polni¢ky na vyzkumné ploSe v obofe Bfezka (foto:
J. Dostal)
Wild pear plantlets on demonstration plot Bfezka
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Vysledky pétiletého hodnoceni sazenic prokazuji, Ze mikropropagované rostliny
nevykazuji retardace ristu. Rastové charakteristiky (pfirtst, tloustka kofenového
krcku) jsou uvedeny v tabulce 2.

Tab. 2: Rustové charakteristiky vypéstku in vitro hru$né polni¢ky na demonstra¢ni
plose Brezka
Growth characteristics of Pyrus pyraster on demonstration plot Bfezka

kal
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> NSO ® 883 ®oE € £
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¥ 282 == €5 2 59
L] 2 Z = a <
o o
2007 329 0 115,8 35,4
2008 329 0 150,5 46,3 34,681 52 3,5
2009 329 0 1741 52,7 23,629 8,3 55
2011 311 5,5 2451 81,4 71,013 14,9 8,9
Vysvétlivky:

BAP - 6-benzylaminopurine; GA, — gibberellic acid ; IBA — B-indolylbutyric acid;
TDZ - thidiazuron, MS — Murashige Skoog médium

III. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Novost mikropropagacnich postupii spociva ve vyuziti metody indukce orga-
nogeneze in vitro pro reprodukci explantati odebiranych z dospélych stromi
hru$né polnicky, v originalnim sloZeni Zivnych médii v pribéhu mikropropaga-
ce a v originalnim feSeni zakofenovani a aklimatizace.

Pro reprodukci cennych jedinct listnatych drevin za ucelem urychleni §lechtitel-
skych postupt se jiz s uspéchem vyuzivaji u fady druhd listnatych dfevin mikropro-
pagacni technologie (L1BBY, AHUJA 1993). Z hlediska zachovani genetickych zdroji
je dilezité i zjisténi vyznamnych poznatki o vyvoji vypéstki in vitro ve venkovnich
podminkach. Bylo prokazano, Ze rychlost a jiné parametry rtstu mikropropago-
vanych rostlin jsou srovnatelné se sazenicemi generativniho pivodu (HAMMATT
1999; MALA et al. 2007).
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Pro mikropropagaci cennych populaci vtrousené se vyskytujici dfeviny hrusné
polni¢ky byla vypracovana standardizovand metoda indukce organogeneze, kte-
rd se pro klonové mnozeni listnatych dfevin velmi dobfe osvéd¢uje (BOMMINENT
et al. 2001; P1LATE et al. 2002; SEDLAK, PAPRSTEIN 2003; THAKUR, KANWAR 2008;
Vujovi€ et al. 2012). Pro uspésnou indukci adventivnich vyhont na vzrostnych
vrcholech, multiplikaci a zakofeniovani mikrotizki byla originalné modifikovana
zivna média a stanoveny presné koncentrace fytohormont. Stanoveny byly také
standardizované postupy pro uspé$nou aklimatizaci a dopéstovani kompletnich
rostlin v nesterilnich substratech (perlit, raselina). Tato faze riistu je povaZovana
za kritické obdobi, protoze kofeny vytvorené v agarovych médiich nejsou jesté plné
funkéni a u listd neni zcela vyvinuta kutikula ani priiduchy (Durkovi¢, MiSALOVA
2009). Po aklimatizaci se rostliny pfesazuji na venkovni zahony a po dopéstovani
(zpravidla po roce) je lze vysadit na konecné stanovisté. Metodika byla ovéfena
v poloprovoznich podminkach Biotechnologické laboratofe v Olesné, kde se podle
uvedené metodiky podarilo napéstovat fadové 10 tis. sazenic.

IV. POPIS UPLATNENI METODIKY

V ptipadé hrusné polnicky se jedna o druh (a jeho regionalni a dil¢i populace), kte-
ry lze mnozit generativné jen velmi omezené. NamnozZeny materidl lze uplatriovat
v lesnické praxi za ucelem podpory biodiverzity v lesnich biocenézach. Sadebni
materidl se vyuziva v souladu s odpovidajicimi klimatickymi podminkami a v eko-
logickém zapoji s vhodnymi druhy tak, aby doslo ke stabilizaci rovnovéhy v lesnich
ekosystémech.

Nakladani se sadebnim materidlem vypéstovanym metodami in vitro v lesnické
praxi podléha legislativnim opatfenim platnym pro vegetativné mnozeny material.
Zdrojovy material pro mikropropagaci je ziskdvan kombinovanou hromadnou
a individualni selekci a musi spliiovat pozadavky na genetickou klasifikaci, uznava-
ni a evidenci uznanych zdrojt (viz. § 29 lesntho zakona ¢. 289/1995 Sb.; § 7 - § 11
vyhl. MZe ¢. 29/2004 Sb.). Stanovisté pro vysadbu musi odpovidat zdsadam stano-
venym pro rajonizaci reprodukéniho materialu lesnich drevin a pfirodnim lesnim
oblastem a vegeta¢nim lesnim stupntm.

V projektech zaméfenych napt. na zdchranu cenné populace je vyuziti vegetativné
mnozeného sadebniho materidlu podminéno dodrzenim konkrétnich podminek,
mimo jiné dostate¢nym pocétem klonti odebranych v ptirodni lesni oblasti. U hrus-
né polnicky jsou pro reprodukci vybirany stromy vyznacujici se nadprimérnym

15



vzristem a charakteristickymi morfologickymi znaky. V soucasné dobé se touto
metodou podatilo reprodukovat 33 dospélych stromd.

Vypéstky in vitro musi soucasné spliovat kriteria kvality vysadbového materialu.
Z téchto davodut byla (vedle standardizace kultiva¢nich postupt pri dopéstovani
kompletnich rostlin) provedena evaluace riistovych a morfologickych parametra
vypéstkd in vitro pred vysadbou a nasledné i po vysadbé na venkovni plochy s po-
rovnanim ke standardiim CSN pro generativni sazenice dfevin s obdobnym riistem.

V. EKONOMICKE ASPEKTY

Zajem o sadebni material vtrousené rostoucich drevin je priibézné deklarovan vy-
znamnymi vlastniky a spréavci lesa, ktefi poZzaduji sazenice ptivodem z cennych po-
pulaci lesnich dfevin jak pro tcely zvyseni biodiverzity lesnich porosti, tak i pro
ucely zvy$ovani kvality dfeva, vyplyvajici z o¢ekdvané produkce cennych sortimen-
td (napt. Vojenské lesy a statky, s. p., Méstské lesy Vizovice, Ing. Jerome Colloredo-
Mannsfeld, Lesni a rybni¢ni sprava Zbiroh). Zajem téchto subjekti vyplyva ze sku-
te¢nosti, ze reprodukéniho materialu, ktery je mozno legalné vyuzivat pro vysadby
do lesnich porostd, je na $kolkarském trhu nedostatek. Pokud je takovy material
nabizen, neni ¢asto zajisténa jeho dostate¢na geneticka variabilita. Predpoklada se
proto, ze produkce vypéstkil in vitro vzacnéjsich dievin z vytvorenych klonovych
smési s deklarovanymi oblastmi jejich potencidlniho vyuziti bude mit uplatnéni
na trhu dlouhodobé i vzhledem k vykyviim fruktifikace a mensi efektivnosti jinych
zpusobu vegetativntho mnozeni. Pfi posuzovani vztahu ndkladd a ocekavaného
hospodarského zisku je tfeba vénovat pozornost i neekonomickym pfinosiim, je-
jichz vy¢isleni v penézich je velmi obtizné. Hlavnimi celospole¢enskymi ptinosy je
zachovani genetickych zdrojii a podpora biodiverzity. Na druhou stranu pro uziva-
tele metodiky mutize byt ekonomickym pfinosem rozsifeni sortimentu dfevin, de-
klarace jejich genetické hodnoty a tim i vys$§i cena sazenic a vétsi zisk uzivatelského
subjektu. Standardizovand metodika mikropropagace hrusné polni¢ky se uplatni
i pti rychlé reprodukci geneticky identickych, fyziologicky uniformnich podnozi,
které jsou navic zbaveny endogennich patogennich mikroorganismii. Vedle ce-
lospole¢enskych prinosii se da tedy predpokladat zvyseni trzeb u uZivatele vysled-
kit vyrobou sazenic pozadovaného sortimentu. Napt. pti produkci kontejnerova-
nych poloodrostkii a odrostkil v roénim objemu cca 25 000 kust 1ze pfi cené jedné
sazenice cca 65,- K¢/ks predpokladat trzby cca 1 625 000,- K¢, zisk 208 340,- K¢
(ocekava se 13,5% ziskovost vyroby). Pti posuzovani ekonomickych aspektt nelze
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opomenout, ze ochrana biologické rozmanitosti na trovni stanovist je jednim ze
zédkladnich cila statni politiky Zivotniho prostfedi CR schvalené usnesenim vlady
¢. 235 ze dne 17. brezna 2004.

VI. DEDIKACE

Vypracovani metodiky bylo podporovano vyzkumnym zamérem MZE0002070203.
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MICROPROPAGATION OF WILD PEAR
(PYRUS PYRASTER (L.) BURGSDORF)

Summary

Wild pear (Pyrus pyraster (L.) Burgsdorf) is a forest tree species with exceptional
growth and characteristic morphological features, which occurs scarcely in warmer
regions of the Czech Republic from lowlands to foothills.

Micropropagation technology was used to reproduce ortets of wild pear. Propagated
material can be applied in forestry practice in order to support biodiversity of forest
biocenoses.

The modified agar MS medium (MURASHIGE, SKOOG 1962) with concentrations
of phytohormones BAP 0.2 mgl"', GA, 5 mgl", IBA 0.1 mgl" and 10 mgl" of
glutamine, 2mg.I" of glycine, 30 g1 of sucrose and 6 g.I" of agar, pH adjusted
to 5.8, is recommended for induction of organogenesis of wild pear. Further
multiplication proceeds on the MS medium with concentrations of phytohormones
BAP 0.2 mg.]", IBA 0.1 mg.l' and 200 mg.]" of glutamine and casein hydrolyzate,
2mgl" of glycine, 30 gl"' of sucrose and 6 g’ of agar, pH adjusted to 5.8. The
cultures were transferred every 4-5 wks. Optimum cultivation takes place in air-
conditioned room at 24 °C under a 16-hour white fluorescent light photoperiod
with light intensity of 30 umol.m2.s .

Microcuttings for culturing of complete plants are rooted in standard agar MS
medium with the quarter concentrations of macro- and microelements, 0.6 mg.1"' of
IBA and 10 g.I"' of sucrose. Rooting takes place under the same culture conditions
as multiplication. To increase the efficiency of rooting, the cultures grow the first
7 days in the darkness. Complete plantlets are transferred from rooting medium
into pots (Quick Pot T 35) with agroperlite and then to the non-sterile substrate.
The cultivation proceeds in a gradual reduction of humidity. After acclimatization,
the plantlets are grown in outdoor beds. After a year of growing, wild pear plantlets
reached a form of semisaplings according to the standard. Further growth of the
plantlets was documented on the demonstration site of the Forestry and Game
Management Research Institute in the preserve Brezka (PLO 10, Central Bohemian
Upland), where the plantlets were evaluated from their growth and morphological
parameters point of view. The plantlets of wild pear evaluated after five years of
growth do not exert any signs of retardation. At present, the above described
micropropagation technology could be regarded as sufficiently efficient, because
more than 10 000 plantlets of wild pear have grown.
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Obr. 4: Hrusen polnitka v Ceském krasu (foto: V. Burianek)
Wild pear in the area Cesky kras
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