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MICROPROPAGATION OF SERVICE TREE
(SORBUS DOMESTICA L.)

Abstract

Service tree (Sorbus domestica L.) is one of a scarce species among forest trees and
occurs in scattered populations at low density in Central Europe. Methods of clonal
propagation on the base of micropropagation technology were proved to be use-
ful for its preservation. Described procedures for regeneration of explants up to
plantlets were standardized, and reproductive plant material was acquired for con-
sequent plant breeding and reintroduction. Difficulties occurring during rooting
stage of organogenesis were solved using exploitation of new different aromatic
cytokinin  MeoBAP  (6-(3-methoxybenzylamino)purine-9-f-D-ribofuranoside).
Technological criteria for explant culturing and for complete plant regeneration
were determined.
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1 CIL METODIKY

Cilem metodiky mikropropagace jefdbu oskeruse je efektivné reprodukovat cenné
klony nebo vyznaéné stromy z hlediska kvality plodd, ale i produkce a kvality dre-
va.

2 VLASTNI POPIS METODIKY

2.1 Uvod

Jetab oskeruse (Sorbus domestica L.) se fadi mezi vzacné druhy lesnich dfevin. Do
stfedni Evropy se rozsiril pravdépodobné z jizni Evropy a Malé Asie. Dfevina je od
pradavna péstovana a jeji ptivodni aredl je nejisty. Roste roztrousené v nejteplejsich
oblastech Ceské republiky, je vyrazné teplomilnym a svétlomilnym druhem, snasi
vysychavé, zivinami dobfe zasobené ptidy obvykle na bazickém podlozi. Roztrousené
se vyskytuje misty v Ceském Stfedohot+ a na jizni Moravé &asto soliterné v zemédél-
ské krajing, ale i v lesnich porostech. Vysazuje se ¢asto na vinicich a zahradach jako
ovocna dievina. Jedna se o pomalu rostouci strom, ktery mtze dosahnout vysky 10
- 25 m. Oskeruse je cenéna pro tvrdé, houzevnaté drevo, vhodné zejména na dyhy.
Plody jsou vyuzivany jako ovoce, mimo jiné i k vyrobé cenéné palenky (FER 1994).

Zejména v oblasti jizni Moravy se vyskytuji velmi staré stromy s vyjimeény-
mi vlastnostmi, at uz z pohledu morfologie, produkce dfeva nebo kvality plodii
(BENEDI{KOVA, PRUDIC 2000). Pro zachovani genomu téchto nadprimérnych jedin-
ct, kteri byli ¢asto vybrani i jako rodi¢ovské stromy a klony, byly vypracovany
postupy reprodukce jak generativni, tak heterovegetativni, tj. roubovani (BENEDI-
KOVA 2009). Velmi efektivni metodou reprodukce dospélych stromt jetabu oskeru-
$e se ukazala vegetativni metoda reprodukee in vitro (mikropropagace), kterou lze
rychle a ekonomicky vyhodné namnozit kvalitni sadebni material z vybranych klo-
nu a zéroven dlouhodobé uchovéavat genové zdroje v bance explantattl pro dalsi
vyuziti, napt. pfi zakladani klonovych archivi (smési klonil), semennych sadd, pro
studium genetické variability, k reintrodukci apod. Velkou vyhodou mikropropa-
gac¢nich postupti je moznost namnozeni neomezeného poctu identickych jedincii
z vybraného donorového jedince v relativné kratkém casovém obdobi, pricemz
mnozstvi odebiraného rostlinného materidlu pro zaloZeni primarnich kultur (vét-
$inou meristematicka pletiva zimnich pupent) je minimalni a rodi¢ovsky strom
neposkozuje.



Pro rychlou in vitro reprodukci jefabu oskeruse se podobné jako pro jiné listnaté
dreviny (Duji¢kovA et al. 1991) osvédcila organogeneze. Metoda indukce orga-
nogeneze je podminéna vypracovanim technologickych postupti, které umoziiu-
ji navozeni indukce orgdnt (vyhonti) na primarnim explantdtu, nasledné jejich
zakorenéni (mikrotizkovani) a posléze aklimatizaci kompletni rostliny (vypéstku
in vitro). Zakladnimi mechanismy uplatnujicimi se pfi rastovych pochodech jsou
dereprese meristémti axilarnich pupenti nebo reorganizace meristémi a rtst adven-
tivnich pupentl. Pro mikropropagaci je nezbytné zajisténi vhodnych kultiva¢nich
podminek (chemické slozeni zivhého média, teplota, vlhkost a osvitovy rezim).
Vyznamné ovliviiuji ispé$nost organogeneze i takové faktory jako je stafi a fyzi-
ologicky stav darcovského jedince, doba sbéru, zptsob a délka skladovani zdrojo-
vého materialu, povrchova sterilizace a technika preparace explantat. Dodrzenim
ovéfenych metodickych postuptl Ize v§ak dosahnout efektivni reprodukce pozado-
vanych genotypti. V Ceské republice byla metoda in vitro vyuZita pii reprodukci
ohrozenych a cennych populaci jefabu oskeruse pro zalozeni archivu explantatti
a zavedeni poloprovozni metody mikropropagace tohoto druhu. Byly vypracova-
ny standardni postupy pro dopéstovani kompletnich rostlin a ziskan reprodukéni
materidl, ktery je vyuzitelny pro dali §lechtitelské zameéry a reintrodukci .

2.2 Standardizovany metodicky postup mikro-
propagace

2.2.1 Zakladani primarnich kultur

V tnoru az breznu jesté pred vyrasenim pupent se odebiraji rouby z donorovych
jedinct (cca 50 pupent od 1 klonu). Oznadi se, vlozi se do mikrotenového sacku
a na prevoz uskladni do chladové tagky. Rouby se uchovévaji pfi 4 °C a je vhodné
zpracovat rostlinny material (pupeny) do 14 dnt po odbéru. Snizi se tim riziko
$ifeni infekei a poskozeni apikalniho meristému.

Jednotlivé pupeny se sterilizuji v 1% roztoku chlornanu sodného (Savo, Bochemie
CR) a trikrat promyji sterilni destilovanou vodou. Ve sterilnim prostiedi laminar-
nich boxu se odstrani vnéjsi Supiny pupentl a extirpované vzrostné vrcholy jsou
umistény na indukéni agarové zivné médium (50 ml média v Erlenmeyerové 100ml
bance). K indukci organogeneze u jefdbu oskeruse se pouzivd modifikované mé-
dium MS (MURASHIGE, SKOOG 1962) s koncentraci fytohormont BAP 0,2 mg.I"



a IBA 0,1 mgl" a s koncentraci glutaminu a kaseinového hydrolyzatu 200 mg.1,
sacharo6za v koncentraci 30 g1, agar 6 g.I'', pH se upravuje na hodnotu 5,8. Kulti-
vace probiha v klimatizovanych podminkach pfi teploté 24 °C, 16hodinové svételné
fotoperiodé, s osvétlenim o intenzité 30 umol.m™.s". Indukce axildrnich pripadné
adventivnich pupent na primarnim explantata trva ptiblizné 4 - 6 tydnd.

2.2.2 Kultiva¢ni podminky multiplikace

Po vyraseni axilarnich, ptipadné adventivnich pupenti na primarnim explantitu
jsou kultury in vitro jefabu oskeruse péstovany na multiplika¢nim médiu MS s kon-
centraci BAP 0,5 mg.l", IBA 0,1 mgl", glutamin 100 mg.l", glycin 2 mg.l", sacha-
réza 30 g1, agar 6 g.I'', pH je upravovano na hodnotu 5,8. Intervaly mezi jednotli-
vymi pasdzemi jsou 4 az 5 tydna. Pro kultivaci jsou nezbytné konstantni kultiva¢ni
podminky (teplota 24 °C, osvétleni o intenzité 30 umol.m?2s™, 16hodinova svételna

Obr. 1. Vicevrcholova kultura jefabu oskeruse



fotoperioda) a 100% relativni vzdusna vlhkost. Priibézné je nutné sledovat zdravot-
ni stav kultur, resp. vyskyt kontaminaci. Kvalita mikropropagovaného materialu je
kontrolovana na zdkladé morfologickych znaki. U listi a vyhoni se sleduji barva,
tvar, délka a jejich pocet.

2.2.3 Zakorenovani a aklimatizace

Vicevrcholové kultury (obr. 1), ur¢ené pro odbér mikrotizki za uéelem dopéstova-
ni kompletnich rostlin, se standardné presazuji na MS médium s koncentraci Meo-
BAP 0,2 mg.I*, IBA 0,1 mg.l?, glutamin 100 mg.l", sachar6za 30 g1, agar 6 g.I"’, pH
je upravovano na hodnotu 5,8. Po dvou pasazich jsou z kultur odebrany mikrotizky,
které zakorenuji dvoufazové v agarovém médiu MS o tietinové koncentraci makro
a mikroelementt. V prvni fazi je do agarového média pridan auxin NAA (14 mg.l")
a pro zvyseni u¢innosti probihd zakotenovani (7 dni) ve tmé. Nasledné jsou mikro-
fizky preneseny do agarového média stejného slozeni (MS, tretinova koncentrace
makro a mikroelementt) bez suplementace fytohormony. Zakotenovani jiz v této
fazi probihd na svétle za stejnych kultiva¢nich podminek jako multiplikace. Prvni
koreny se objevuji v zavislosti na klonu v priibéhu 4 - 6 tydnii u 70 - 80 % mikro-
tizkd v zavislosti na klonu.

Rostliny s vyvinutymi kofeny se presazuji ze zakorenovaciho média do sadbovact
Quick Pot T 35 s agroperlitem (Perlit Praha, s. r. 0.) a dvakrat tydné se zalévaji teku-
tym zédkladnim médiem MS (bez fytohormont a sachardzy) fedénym v poméru
1 : 10 destilovanou vodou. Aklimatizace probiha v obdobnych kultiva¢nich pod-
minkach (teplota 24 °C, osvétleni o intenzité 30 pumol.m=2s" 24hodinova svételna
fotoperioda) a pti 90% relativni vzdusné vlhkosti.

Po tfech tydnech v agroperlitu se rostliny presazuji do sadbovacii Quick Pot T 60
(rozmér 350 mm X 215 mm x 200 mm, s 15 bunkami) s nesterilnim péstebnim
substratem ze smési zeminy (Zahradnicky substrat, a. s., Sobéslav), raseliny (Raseli-
na, a. s., Sobéslav) a perlitu (Perlit Praha, s. r. 0.) v poméru 2 : 1 : 1 a prenaseji
se do skleniku, kde se postupné adaptuji (3 - 4 tydny) na 70% relativni vzdu$nou
vlhkost. Pro riist v agroperlitu i péstebnim substratu se osvéd¢ily sadbovace Quick
Pot firmy HERKUPLAST - KUBERN GmbH, které nebrani rozvoji kvalitniho
kotenového systému. Jejich prednosti je, Ze nemaji pevné dno a kofenovy systém
rostlin se mize dobfe vyvijet na vzduchovém polstati. Dalsimi vyhodami jsou
rozméry a kénicky tvar sadbovact, které jsou vhodné pro rist kosternich kotend,
a dale rozmisténi vertikalnich Zeber na vnitfni strané sadbovaci, které napomahaji
spravnému vyvoji kofenu. Tento postup a pouziti biologicky ovéfenych sadbovacti
zabranuje nezadoucim odchylkdm riistu a nepfipustné deformaci kotent ve smyslu
platné CSN 48 2115 (obr. 2).
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2.2.4 Vysadba na venkovni plochy

Po aklimatizaci se vypéstky in vitro vysazuji k dopéstovani na venkovni zahony,
pripadné se presadi do vhodnych obaltl, které umoznuji spravny rust kotfenové-
ho systému, viz Katalog biologicky ovéfenych obali (www.vulhmop.cz). Po roce
dopéstovani na venkovnim zahonu lze vypéstky in vitro jefabu oskeruse vysadit na
urcené stanoviste.

Obr. 2. Zakofenény mikrofizek jefabu oskeru$e s dobfe vyvinutym kofenovym
systémem
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2.2.5 Hodnoceni riistu vypéstk in vitro

Vypéstky in vitro musi spliovat kritéria kvality vysadbového materidlu. Z téchto
davodi byla provedena evaluace riistovych a morfologickych parametrti vypéstki
in vitro pred vysadbou i nasledné po vysadbé na venkovni plochy vzhledem ke stan-
dard@im CSN pro generativni sazenice dievin s obdobnym riistem.

Po roce péstovani na venkovnim zdhonu dosahuji vypéstky in vitro jetdbu oskeru-
$e pramérné vysky 62,4 + 10,8 cm a tloustky kofenového kréku 1,2 + 0,4 cm, coz
odpovida velikosti poloodrostki a Ize je vysazovat na stanovi$té (obr. 3). Dalsi riist
vypéstkll in vitro na stanovisti byl sledovan na demostra¢nim objektu Kluky (Jiho-
¢eské panve PLO 15, Lesy mésta Pisku, s. r. 0.). Vysledky desetiletého hodnoceni
sazenic prokazuji, ze mikropropagované rostliny nevykazuji retardace rastu. V pri-
méru dosahuji stromy vysky 466,7 + 79,2 cm a vycetni tloustky 45,5 + 15,8 mm.
Vysvétlivky:

BAP - 6-benzylaminopurine; MeoBAP - 6-(3-methoxybenzylamino)purine; MS - Murashige Skoog
medium; IBA - -indolylbutyric acid; NAA - a-naphtylacetic acid

Obr. 3. Vypéstky in vitro jefabu oskeruSe na venkovnim zahonu
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3 SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Novost mikropropaga¢nich postupti spoc¢iva ve vyuziti metody indukce organo-
geneze in vitro pro reprodukci dospélych stromt jefabu oskeruse, v originalnim
vyuziti nového derivatu cytokininu a v originalnim feseni zakorenovani a aklima-
tizace.

Navozeni indukce organogeneze na primarnim explantatu (vzrostny vrchol dor-
mantniho pupene) Ize u jerabu oskeruse provést pomérné snadno a témér se sto-
procentni uspésnosti i u dospélych a velmi starych jedincti, podobné jako u dalsich
listnatych dfevin (MALA et al. 1999). Efektivnimu vyuziti této mikropropagacni
metody pro reprodukci jefabu oskeruse branilo nizké procento (cca 30 %) zako-
fenéni mikrofizki a velmi dlouhd doba indukce kofent (6 - 8 tydni) (MALA et al.
2005; NIKOLAOU et al. 2008; DURKOVIC, MISALOVA 2009). Predpoklddali jsme, ze
podobné, jako napt. u jefdbu breku, by mohlo branit indukci kofentt nahromadéni
metabolitt BAP, ktery je nejcastéji pouzivanym a u¢innym cytokininem k induk-
ci organogeneze. Metodicky postup byl proto inovovan vyuzitim nového derivatu
cytokininu MeoBAP, pii jehoz aplikaci v multiplikac¢ni fazi nevznikaji glykozidy
zabranujici indukci rhizogeneze (MALA et al. 2009).

Na zakladé experimentalniho ovéfeni vlivu cytokinini BAP a MeoBAP na multipli-
kaci explantatt a na nasledné zakorenovani mikrotizki jetdbu oskeruse byl vypra-
covan protokol, ktery zvy$uje uc¢innost zakofenovani mikrotizka jetdbu oskeruse
na 70 - 80 %.

Byly vypracovany standardni technologické postupy, které zarucuji, ze vypéstky
in vitro spliuji kritéria kvality vysadbového materidlu podle CSN pro generativni
sazenice dfevin s obdobnym ristem.

4 POPIS UPLATNENI METODIKY

V soucasné dobé se podatilo metodou organogeneze namnozit a reprodukovat 80
prevazné rodic¢ovskych stromu jetabu oskeruse. Namnozené klony jsou dlouhodo-
bé uchovavany v bance explantatd. Jedna se o stromy vyjimecnych vlastnosti (stafi,
morfologie, produkce dfeva, kvalita plodil) zejména z PLO 35 Jihomoravské uvaly,
PLO 36 Stfedomoravské Karpaty a PLO 38 Bilé Karpaty a Vizovické vrchy. Metodi-
ka byla jiz v roce 2006 poloprovozné ovétena v Biotechnologické laboratoti skolky
Olesna (v té dobé zatizeni Jihoceskych lestl, a. s.). Podafilo se namnozit fadové
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10 tisic kust sazenic, které byly vysazeny pievazné na zemédélské pudé. Na praco-
visti Vyzkumného tstavu lesniho hospodarstvi a myslivosti, v. v. i. byly dopéstovany
vysadby schopné vypéstky in vitro, které byly vyuzity jednak k vysadbé na demon-
stracnich objektech, a jednak na zakladé pozadavka vlastnikd lesa (napf. Méstské
lesy Zlin) k vysadbé biokoridori. Pro vyuziti na lesni pidé splituje sadebni mate-
ridl vypéstovany metodami in vitro legislativni pozadavky platné pro vegetativné
mnozeny material (viz. § 29 lesniho zdkona ¢. 289/1995 Sb.; § 7 - § 11 Vyhl. MZe
¢.29/2004 Sb.).

Uvedena metodika se pfedevsim uplatni pfi zachovani a reprodukei cennych geno-
typt jetdbu oskeruse dlouhodobé ptizptisobenych mistnim prirodnim podmin-
kam.

5 DEDIKACE

Vypracovani metodiky bylo podporovano vyzkumnym projektem:
¢. MZE 0002070203.
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MICROPROPAGATION OF SERVICE TREE
(SORBUS DOMESTICA L.)

Summary

Service tree (Sorbus domestica L.) is one of a scarce species among forest trees and
occurs in scattered populations at low density in Central Europe. For long-term
sustainability of service tree genetic resources, micropropagation technologies
could prove to be useful. Micropropagation represents the effective and economi-
cally advantageous technology enabling the reproduction of services tree planting
material derived from selected elite parents and also the preservation gene resour-
ces in the explant bank for further use. The organogenesis is regarded as the most
advantageous technology that proved suitable for clonal propagation of particularly
broad-leaved trees.

The modified agar medium MS (MURASHIGE, SKOOG 1962) with concentrations
of phytohormones BAP 0.2 mg.I" and IBA 0.1 mg.l*, 200 mg.l* of glutamine and
casein hydrolyzate, 30 g.I"* of saccharose, and 6 g.I"! of agar, pH adjusted to 5.8 was
used for induction of service tree organogenesis. After 4 — 6 weeks, the cultures
were transferred onto the multiplication MS medium with concentrations of phyto-
hormones BAP 0.5 mg.I"', and IBA 0.1 mg.I"}, 100 mg.l"' of glutamine, 2 mg.I"' of gly-
cine, 30 g.I" of saccharose, and 6 g.1" of agar, pH adjusted to 5.8. The cultures were
transferred every 4 - 5 weeks. Cultivation proceeded in air-conditioned room at 24
°C, and under white fluorescent light (30 umol.m™.s™") and a 16 hrs photoperiod.

The cultures set up for rooting were transferred on MS medium with concentration
of phytohormone MeoBAP 0.2 mg.I", and IBA 0.1 mg.l?, 100 mg.l* of glutamine,
2 mg.I" of glycine, 30 g.I"* of saccharose, and 6 g.I"* of agar, pH adjusted to 5.8.

Microcuttings after 2 passage in agar medium with MeoBAP were rooted in agar
medium MS diluted 1:3, with NAA 14 mgl”, 10 g1' of saccharose and 6 g.I' of
agar. The cultures grown first 7 days in the darkness for accelerating of root growth
and than were transferred into same cultivation conditions as during induction and
multiplication, onto hormone - free medium. 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 phytohormones and saccharose diluted by
distilled water 1:10. Acclimatization proceeded under same conditions like inducti-
on 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 so0il : 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
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onto outdoor beds. Optimal time for outdoor culturing plants of services tree befo-
re outplanting on the forest stands was 1 year.

Disposal of planting material from in vitro cultivation in forest breeding practice is
under legislature for vegetative propagated plant material.

Described micropropagation technology was attested in pilot plant conditions in
Biotechnology laboratory Olesnd of Jihoceské lesy PLC.
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