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USE OF MICROPROPAGATION FOR
REPRODUCTION OF AUTOCHTHONOUS SPECIES
OF ELMS (ULMUS GLABRA Hups.,
ULMUS MINOR Grep. AND ULMUS LAEVIS PaLL.)

Abstract

Elms are found, both naturally and cultivated, throughout temperate zone of the
northern hemisphere. Micropropagation technology is used for reproduction of all
species (Ulmus glabra, U. minor, and U. laevis) occurring in the Czech Republic.
The in vitro induction of organogenesis, multiplication of shoots, rooting and ac-
climatization of above mentioned elm species were optimized and standardized.
New aromatic cytokinins, the 6-(3-hydroxybenzylamino)purine (mTopolin) and
the 6-(3-methoxybenzylamino)purine-9-f-D-ribofuranoside (MeOBap) were used
for retardation of the senescence during multiplication stage and for rooting sup-
port. Technological criteria for explant culturing and for complete plant regenera-

tion were determined.
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CIL METODIKY

Cilem metodiky je popsani efektivniho postupu reprodukce rodi¢ovskych nebo
$lechtitelskych stromt u autochtonnich populaci jilmi (jilm horsky — Ulmus glabra
Hups., jilm habrolisty - Ulmus minor GLED. a jilm vaz — Ulmus laevis PALL.), které
byly silné ohrozeny grafiézou a zachovani jejich genetického materialu pro budouci
generace.

UvoDp

Jilmy predstavuji vyznamny prvek diverzity lesnich ekosystémi v celém severnim
mirném lesnim pasmu. V lesnické praxi se obvykle ¢leni na tfi zakladni druhy (jilm
horsky — Ulmus glabra Hups., jilm habrolisty — Ulmus minor GLED. a jilm vaz — Ul-
mus laevis PALL.).

V Ceské republice je zastoupeni jilmd silné ohroZeno grafiézou. Zejména jilm
habrolisty jiz téméf na svych pivodnich stanovistich vymizel a dospélé stromy
neposkozené grafiézou se vyskytuji velmi vzacné. V lesnické praxi se bézné pouziva
vegetativni mnozeni jilmd roubovanim a fizkovanim. Roubovanci v8ak casto trpi
odhojovanim roubu od podnoze a fizkovani je efektivni pouze, pokud jsou rizky
odebirany z mladych jedinct do cca 15 let. Dosud netradi¢ni metodou je mnozeni
jilmd explantatovymi kulturami (CHALUPA 1983, BioNDI et al. 1984, CORCHE-
TE et al. 1993, FINK et al. 1986, KARNOSKY et al. 1982, MALA 2000, MALA et al.
2007). Zvladnuti techniky mikropropagace je nezbytné i pro genetické inZzenyr-
stvi, tj. zavadéni novych vlastnosti, napf. rezistence ke grafiéze do genomu jilmu
(FENNING et al. 1993).

VLASTNI POPIS METODIKY

Standardni metodické postupy mikropropagace

Zakladani primarnich kultur

Rostlinny material (dormantni pupeny) lze odebirat z rodi¢ovskych stromt v jarnim
(bfezen, duben) a podzimnim terminu (fijen, listopad). Pupeny se jednotlivé steri-
lizuji v 1% roztoku chlornanu sodného (Savo, Bochemie, a. s., CR) a tiikrat promyji
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vzrostné vrcholy se umisti na indukéni agarové zivné médium pripravené v poméru
6 g agaru (Dr. Kulich Pharma, s. r. 0., CR) na 1 000 ml Zivného média a plnéné po
50 ml do Ehrlenmeyerovych 100ml banék. Kultury explantatd jsou umistény v kul-
tiva¢nich mistnostech, kde se udrzuji definované podminky teploty a osvitu (24 °C,
bilé fluorescen¢ni svétlo (30 umol.m=.s') a 16hodinova fotoperioda).

Indukce organogeneze a multiplikace

K indukci organogeneze se extirpované vzrostné vrcholy umisti na modifikované
MS médium (viz tab. 1) doplnéné o BAP v koncentraci 0,2 mg.l", IBA 0,1 mg.l"
a s koncentraci glycinu 2 mg.l", glutaminu 200 mg.I" a kaseinového hydrolyzatu
200 mg.I". Po vytvofeni prvnich vyhont se kultury presadi na multiplika¢ni mé-
dium. Podminkou uspésné kultivace je v¢asné presazeni kultur na cerstvda média
(pasdze po 10 — 14 dnech). Multiplikaéni médium se li$i pouzitym cytokininem
mTopolinem o koncentraci 0,5 mg.I". Pro kultivaci je vhodné udrzovat konstant-
ni podminky teploty a osvitu (24 °C, bilé fluorescen¢ni svétlo (30 pmol.m=2.s™)
a 16hodinovou fotoperiodu).

Obr. 1: Vicevrcholova kultura jilmu horského



Tab. 1. MURASHIGE a Skooc médium

Mikroelementy mg.I"!
CoCl,.6H,0 0.025
CuSO,.5H,0 0.025
FeNaEDTA 36.70

H,BO, 6.20

Kl 0.83

MnSO,.H,0 16.90
Na,MoO,.2H,0 0.25

ZnS0O,.7H,0 8.60

Makroelementy mg.I"!
CaCl, 332.02
KH,PO, 170.00
KNO, 1900.00
MgSO, 180.54
NH,NO, 1650.00
Vitaminy mg.I"
Glycine 2.00
Myo-Inositol 100.00
Nicotinic acid 0.50
Pyridoxine HCI 0.50
Thiamine HCI 0.10

Zakorenovani a aklimatizace

Pred vyuzitim vicevrcholovych kultur (obr. 1) k dopéstovani kompletnich rostlin
doporucujeme kultury vybrané pro odbér mikrotizka pasazovat po dobu 8 tydni
na multiplika¢nim médiu s cytokininem MeOBap v koncentraci 0,2 mg.l"". K zako-
fenéni mikrofizka je vhodné pouzit vyhony o délce cca 4 cm. Zakofenovani probiha
ve dvou stupnich, pfi¢emz v prvnim tydnu se mikrotizky kultivuji ve tmé na tfikrat
zfedéném zdkladnim médiu MS bez cytokininti doplnéném 6 mg.l* NAA a pak
jsou presazeny na stejné médium bez fytohormonti za stejnych osvitovych a teplot-
nich kultiva¢nich podminek jako pro multiplikaci. Rostliny s vyvinutymi kofeny se
presazuji ze zakorenovaciho média do vhodnych sadbovacii, napt. do 24bunkovych



sadbovacii o rozmérech 352 mm x 216 mm x 100 mm (BCC HIKO V - 150, Stuewe
& Sons, Inc., Tangent, USA) naplnénych agroperlitem (Perlit Praha, spol. s r. 0.)
a 2x tydné se zalévaji zakladnim médiem MS (fedéni 1 : 10, destilovand voda).

Pro aklimatizaci se osvédcila teplota 20 °C, osvétleni o intenzité 30 pmol.m=s™,
24hodinova svételna fotoperioda a vysoka relativni vzdusna vlhkost (90%), ktera se
postupné snizuje na 70 % postupnym odvétravanim.

Po tfech tydnech v agroperlitu se rostliny presazuji do sadbova¢tt HIKO V - 530
(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, spol. sr. 0.) vpoméru 2 : 1 : 1. Pro dalsi
dopéstovani se vyuziva sklenik, kde se postupné adaptuji (3 - 4 tydny) pti 70%
relativni vzdusné vlhkosti. Pro rust v agroperlitu i péstebnim substratu se osvédc¢ily
sadbovace firmy BCC Growing trays, které nebrani rozvoji kvalitniho kofenového
systému. Jejich prednosti je, Ze nemaji pevné dno a kofenovy systém rostlin se miize
dobfe vyvijet. Dalsimi vyhodami jsou rozméry a kénicky tvar sadbovaci, které jsou
vhodné pro rtst kosternich kotent, a dale rozmisténi podélnych nalitki na vnitini
strané sadbovaci, které napomahaji spravnému vyvoji kofent.

Vysadba na venkovni plochy

Po aklimatizaci se vypéstky in vitro vysazuji k dopéstovani na venkovni zahony,
pripadné jsou presazeny do vhodnych obalt se zahradnickym substratem, které
umoznuji spravny rtst kofenového systému, viz Katalog biologicky ovérenych
obali (www.vulhmop.cz). Vzhledem k rychlému riistu sazenic je pro jilmy optimal-
ni vysadba na cilové stanovisté po roce dopéstovani ve venkovnich podminkach,
obr. 2.

Vysvétlivky:

MS — médium podle MurasHiGE a Skooca (1962); BAP — 6-benzylaminopurin; IBA — B-in-
dolylmaselna kyselina; NAA — a-naftyloctova kyselina, MeOBap — 6-(3-methoxybenzylamino)

purin; mTopolin — 6-(3-hydroxybenzylamino)purin
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Obr. 2: Vypéstky in vitro jilmu habrolistého na venkovnim zahonu

SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Novost mikropropaga¢nich postupt spociva ve vyuziti metody indukce organo-
geneze pro reprodukci explantatd odebiranych z dospélych stromi jilmi s origi-
nalnim vyuzitim novych derivatd cytokinint (mTopolin a MeOBap) a v origi-
nalnim fe$eni zakorenovani a aklimatizace.

vvvvvv

da pro listnaté dieviny. Existuji vSak nékteré prekazky, které brani $ir$§imu vyuziti
téchto technik pro reprodukci dospélych stromil jilmu. Je to predevsim senescence
(predc¢asné starnuti kultur) a podobné jako u dalsich dfevin se i u nékterych klont
jilmu vyskytuje problém se zakotfenovaci fazi (MALA et al. 2006). Pfi mikropropa-
gaci rostlin se nej¢astéji pouziva pro indukci organogeneze a multiplikace cytokinin
6-benzylaminopurin (BAP), u nékterych rostlinnych druht véetné jilma byla vsak
po jeho pouziti pozorovana senescence (McCowN, McCowN 1987, CHENG, SHI
1995) a inhibice rtistu kofent nebo jejich nerovnomérny rtist (WERBROUCK et al.
1995, 1996). Mikropropaga¢ni postup organogeneze u jilmu byl proto inovovan
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vyuzitim nového cytokininu ptidavaného v multiplika¢ni fazi (mTopolin - 6-(3-
hydroxybenzylamino)purin), ¢imz se vyrazné snizila senescence kultur a vyuzitim
cytokininu MeOBap (6-(3-methoxybenzylamino)purin) se urychlilo zakofenovani
mikrofizka.

Originalita popsaného feseni mikropropagace spociva tedy predevs$im ve vyuziti
novych derivatd cytokinini. Cytokininy, purinové derivaty substituované na
aminokyseliné v poloze 6 (N°) jsou dtlezitou tfidou fytohormon, které se podi-
leji na regulaci mnoha fyziologickych a vyvojovych procest v rostlindch (LETHAM,
PALNT 1983). Endogenni cytokininy se mohou vyskytovat v rtiznych metabolickych
forméch napt. ve formé volnych bazi, ribozida (R), N-glukozida (G), O-glukozida
(OG) a nukleotidtl (5"MP) (LETHAM, PALNI 1983). V zdvislosti na charakteru sub-
stituce se mohou vyskytovat isoprenoidni nebo aromatické formy cytokinint. Mezi
aromatické cytokininy patfi 6-benzylaminopurin (BAP), meta- a ortho-topolin
a jejich metabolity. Isoprenoidni formy jsou reprezentovany cytokininy odvozeny-
mi od bazi N°- (A? - isopentenyl)adenin, dihydrozeatin a zeatin (STRNAD 1997). Na
zakladé experimentdlni prace s rozdilnymi cytokininy BAP, mTopolin a MeOBap
na multiplikaci explantatd a na nasledné zakofenovani mikrotizka byl vypracovan
standardni postup, ktery zvySuje schopnost multiplikace a zakofeniovani jilmu ve
srovnani s obecné pouzivanym cytokininem BAP.

POPIS UPLATNENI METODIKY

Moderni biotechnologické postupy (zahrnujici mikropropagace a genetické
inzenyrstvi) predstavuji v soucasné dobé nové moznosti zachovani a reprodukce
genetickych zdroji ohrozenych ptvodnich druhd a dil¢ich populaci rodu Ulmus
a soucasné predstavuji nové moznosti ve Slechténi lesnich drevin. Aplikace biotech-
nologii umoznuje prekonani fyziologickych bariér, rychlou a efektivni reprodukci
ohrozenych populaci pfipadné vyslechténych genotypu, at jiz pomoci klasickych
metod nebo postupy genetického inzenyrstvi.

Vypéstky in vitro 1ze vyuzit pro provozni vysadby (klonové archivy ex situ, semenné
sady) nebo primo k reintrodukci na ptvodni stanovisté.

Stanovis§té pro vysadbu musi odpovidat zdsaddm stanovenym pro rajonizaci repro-
dukéniho materialu lesnich dfevin, pfirodnim lesnim oblastem a vegetaénim les-
nim stupntim. Podil mikropropagovanych klont pfi zalesiovani neni u jilmu sta-
noven, geneticky monitoring u pvodnich populaci v CR nebyl dosud proveden,
ale na zakladé praxe se predpoklada, ze zastoupeni cca 30 klonti z jedné pfirodni
lesni oblasti by mélo byt dostacujici k tomu, aby nedochazelo ke snizovani genetic-
ké variability populace.
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Vypéstky in vitro musi spliovat kritéria pozadovana pro sadebni material uvedena
v CSN 482115, v zakoné & 149/2003 Sb. (zakon o uvadéni do obéhu reproduké-
niho materialu lesnich drevin) a ve vyhlaskach ¢. 29/2004 Sb. a ¢. 139/2004 Sb.,
ve znéni pozdéjsich predpisti. Vypéstky in vitro jilmu jsou v CR vysazeny na $esti
demonstra¢nich objektech spole¢né se sazenicemi generativniho ptivodu. Nejstarsi
vysadby na plose Kluky a Polna (zalozené v roce 1998) byly hodnoceny z hlediska
morfologie, ristu a mortality. Mezi jedinci odlisného ptivodu (in vitro a generativni
sazenice) nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily v priimérném priristu, mor-
fologii a mortalité, obr. 3.

Popsand metodika byla jiz ovéfena v poloprovoznich podminkach v zafizeni
Laboratot biotechnologii Olesna, Jihoceské lesy, a. s., kde se podle uvedené meto-
diky podatilo napéstovat nékolik desitek tisic sazenic.
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Obr. 3: Vypéstky in vitro jilmu habrolistého 12 let po vysadbé& na demonstrac¢nim
objektu Kluky
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USE OF MICROPROPAGATION FOR
REPRODUCTION OF AUTOCHTHONOUS SPECIES
OF ELMS (ULMUS GLABRA Hups.,
ULMUS MINOR GLep. AND ULMUS LAEVIS PaLL.)

Summary

The genus Ulmus comprises numerous tree species found in temperate regions of
the northern hemisphere and in mountainous parts of the tropics. U. glabra Hups.,
U. minor GLED., and U. laevis PALL. are distributed in the Czech Republic. They
are highly valued for they are able to withstand environmental stresses such as air
pollution, drought, and flooding. From these reasons they represent an important
component of forest ecosystems diversity. On the other hand, they are the most
widely planted ornamental trees in the countryside and also in street planting as
avenue trees in the cities.

The organogenesis is regarded as the most advantageous micropropagation
technology that proved to be particularly suitable for clonal propagation of
broadleaved trees. Disposal of planting material from in vitro cultivation in forest
breeding practice is under legislature for vegetative propagated plant material.

The modified agar medium MS (MURASHIGE and SKOOG 1962) with concentrations
0.2 mgl"' of BAP, 0.1 mgl"' of IBA, 200 mg.]"' of glutamine, 200 mg.l" of casein
hydrolysate, 30 g.I"" of saccharose, and 6 g.I"' of agar (pH adjusted to 5.8) were used
for induction of organogenesis. The primary cultures were transferred onto the
multiplication MS medium with concentration of 0.5 mg.l"' of mTopolin, and 0.1
mg.l"' of IBA, 200 mg.l" of glutamine, 200 mg.l" of casein hydrolysate, 30 g.1"' of
saccharose, and 6 g.I"! of agar (pH adjusted to 5.8). The cultures were transferred
after every 10 - 14 days. Cultivation proceeded in air-conditioned room at 24 °C,
and under white fluorescent light (30 umol.m?.s™) and a 16 hrs photoperiod.

Elm cultures selected for collection of microcuttings could be before rooting
cultured in multiplication media supplemented by 0.2 mg.1" of MeoBap for 8 weeks.
Microcuttings for culturing of complete plants were rooted in the agar medium MS
diluted 1 : 3 without cytokinins, and with 6 mg.I"! of NAA, and 10 g.I"! of saccharose.
The cultures were grown in the darkness and after 1 week were transferred into the
same medium without phytohormones in which they were cultured under the same
conditions as during induction and multiplication stages.

Plants with well-developed roots were transferred from rooting medium into pots
BCC HIKO V - 150 (Stuewe & Sons, Inc., Tangent, USA) with agroperlit and
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watered by basal MS medium diluted 1 : 10 without phytohormones and saccharose.
Cultures were acclimatized in air-conditioned room at 20°C and 90% relative air
humidity, which gradually decreases to 70% under white fluorescent light (30 pmol.
m?s"') and a 24 hrs photoperiod. After 3 weeks, the plants were transferred into
pots BCC HIKO V - 530 with non-sterile substrate (in relations 2 soil : 1 peat : 1
agroperlit) and located in glasshouse, where they were adapted for 3 - 4 weeks in
the 70% of relative air humidity. Acclimatized plants were planted onto outdoor
beds. Optimal time for outdoor culturing of elm plants before outplanting on the
forest stands was 1 year.

Described micropropagation technology was attested in pilot plant conditions in
Biotechnology Laboratory, Ole$n4 of Jihoceské lesy, joint-stock company.
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