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MICROPROPAGATION AND USE
OF PRUNUS AVIUM PLANTING STOCK

Abstract

Micropropagation technology is frequently used for reproduction of endangered
and valuable populations of wild cherry. Procedures for regeneration of explants
up to plantlets were standardized and reproductive plant material was acquired
for consequent plant breeding and reintroduction.

The organogenesis, i. e. the induction in most cases of axillary or adventitive
shoots on the primary explants, proved to be the most advantageous technology
for clonal propagation of wild cherry. These shoots (microcuttings) were used
for induction of rhizogenesis and then the plantlets were acclimatized and cultured
up to plants capable for outplanting. Maintenance of technological criteria for explant
culturing as well as complete plant regeneration determine morphological quality
of in vitro produced planting stock.
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CIL METODIKY

Cilem mikropropagace lesnich dfevin je vedle zajistovani materidlu pro reprodukci
cennych, ohrozenych a endemitnich populaci, které nelze efektivné mnozit jinym
zpusobem, ziskdni sazenic v ramci $lechtitelskych programu a tvorba syntetickych
populaci.

VLASTNI POPIS METODIKY
Uvod

Tresen ptaci je dfevina rozsifena po celé Evropé s vyjimkou nejjiznéjsich casti.
Vyskytuje se na piscito-hlinitych a hlinitych pidach bohatych na ziviny v termofyti-
ku a mezofytiku, ale zasahuje i do submontanniho stupné, kde roste jen na chrané-
nych mistech. Je odolna vii¢i imisim a vyuzivé se k rekultivacim. Tresen poskytuje
velice kvalitni dfevo a je jednou z lesnich dfevin perspektivnich pro zakladani lig-
nikultur. Efektivni metodou reprodukce je mikropropagace, kterou Ize rychle a eko-
nomicky vyhodné namnozit kvalitni sadebni material z vybranych rodi¢ovskych
jedincti a zaroven dlouhodobé uchovavat genové zdroje v explantatové bance pro
dalsi vyuziti, napt. pfi zakladani klonovych archivii (smés klontl), semennych sadd,
pro studium genetické variability, k reintrodukeci apod. Jednou z neprehlédnutel-
nych vyhod mikropropagacnich postupti je moznost namnozeni neomezeného
poctu identickych jedinct z jediného kvalitniho dérce v relativné kratkém casovém
obdobi, pricemz mnozstvi odebiraného rostlinného materialu pro zalozeni primar-
nich kultur (vétSinou meristematicka pletiva zimnich pupentl) je minimalni a rodi-
¢ovsky strom neposkozuje. Dostate¢na geneticka variabilita mnozené populace
je zaru¢ena vhodnym klonovym slozenim vychozi in vitro mnozitelské populace.

Nejuspésnéjsi mikropropagacni metodou, kterd se osvéd¢ila pro klonové mnozeni
zejména listnatych dfevin, je organogeneze. Regenerace dfevin z primarnich
explantatl je podminéna vypracovanim vhodnych technologickych postupti umoz-
nujicich indukei organogeneze, ktera musi byt nasledovana uspé$nou regeneraci
kompletni rostliny. Zakladnimi mechanismy uplatnujicimi se pfi ristovych pocho-
dech jsou dereprese meristémt axilarnich pupenti nebo reorganizace meristé-
mu a rast adventivnich pupent. Hlavnim predpokladem tspésné organogeneze je
zajisténi vhodnych kultiva¢nich podminek (chemické slozeni zivného média, teplo-
ta, vlhkost a osvitovy rezim). Neméné vyznamné ovliviuji ispésnost organogeneze
i takové faktory, jako je stafi a fyziologicky stav darcovského jedince, doba sbéru,



zpusob a délka skladovani zdrojového materidlu, povrchova sterilizace a techni-
ka preparace explantatd. Dodrzenim ovéfenych metodickych postupt Ize vsak
dosahnout efektivni reprodukce pozadovanych genotypt.

Standardizovany metodicky postup mikropropagace

Zakladani primarnich kultur

V unoru az bfeznu jesté pred vyrasenim pupent se odebiraji rouby z rodicovskych
stromt (cca 50 pupent od 1 klonu). Oznadi se, vlozi se 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
$ireni infekci a poskozeni apikdlniho meristému.

Jednotlivé pupeny se sterilizuji v 1% roztoku chlornanu sodného (Savo) a trikrat
promyji sterilni destilovanou vodou. Ve sterilnim prostfedi lamindrnich boxu
se odstrani vnéj$i Supiny pupent a extirpované vzrostné vrcholy jsou umistény
na indukéni agarové zivné médium (50 ml média v Erlenmeyerové 100ml ban-
ce). K indukci organogeneze u tfe$né ptadi se pouzivda modifikované médium
MS (MURASHIGE, SKOOG 1962) s koncentraci fytohormont BAP 0,2 mgl!
a IBA 0,1 mgl' a s koncentraci glutaminu a kaseinového hydrolyzatu 200 mg.l",
sachardza v koncentraci 30 g1, agar 6 gI", pH se upravuje na hodnotu 5,8. Kul-
tivace probihd v klimatizovanych podminkéch pfi teploté 24 °C, 16hodinové své-
telné fotoperiodé, s osvétlenim o intenzité 30 pmol m=.s™. Indukce axilarnich pri-
padné adventivnich pupent na primarnim explantatd trva priblizné 4 - 6 tydnt.

Kultiva¢ni podminky multiplikace

Po vyraseni axilarnich, pripadné adventivnich pupenti na primarnim explantatu
jsou kultury in vitro tfesné ptaci péstovany na multiplika¢nim médiu MS s koncen-
traci BAP 0,3 mg.l"', IBA 0,1 mg.l" a s koncentraci glutaminu a kaseinového hydro-
lyzatu 200 mg.l"', koncentrace sacharézy je 30 g.I" a agaru 6 g.I'', pH je upravovano
na hodnotu 5,8. Intervaly mezi jednotlivymi pasazemi jsou 4 az 5 tydnu. Pro kultivaci
jsou nezbytné konstantni kultiva¢ni podminky (teplota 24 °C, osvétleni o intenzité
30 pmol m™s™, 16hodinova svételna fotoperioda) a 100% relativni vzdusna vlhkost.
Prubézné je nutné sledovat zdravotni stav kultur, resp. vyskyt kontaminaci. Kvalita
mikropropagovaného materidlu je kontrolovana na zakladé morfologickych znaka.
U listd a vyhon se sleduji barva, tvar, délka a jejich pocet.

Zakofenovani a aklimatizace

Mikrofizky ur¢ené pro dopéstovani kompletnich rostlin se standardné zakofenuji
v agarovém médiu MS o ¢tvrtinové koncentraci makro a mikroelementt, koncen-
traci sacharézy 10 g.I' a auxinu IBA 0,6 mg.l"'. Zakofenovani probiha za stejnych



kultiva¢nich podminek jako multiplikace. Pro zvy$eni u¢innosti zakotfenéni pro-
biha prvni faze zakorenovani (7 dni) ve tmeé. Prvni kofeny se objevuji v zavislosti
na klonu v priibéhu 3 - 4 tydnt.

Rostliny s vyvinutymi kofeny se presazuji ze zakofenovaciho média do sadbova-
¢ Quick Pot T 35 s agroperlitem (Perlit Praha, spol. s r. 0.) a dvakrat tydné
se zalévaji tekutym zakladnim médiem MS (bez fytohormonti a sacharézy) fedénym
v poméru 1 : 10 destilovanou vodou. Aklimatizace probiha v obdobnych kultiva¢-
nich podminkach (teplota 24 °C, osvétleni o intenzité 30 umol m2.s™, 24hodinova
svételna fotoperioda) a pri 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 (Rase-
lina, a. s., Sobéslav) a perlitu (Perlit Praha, spol. s r. 0.) v poméru 2 :1: 1 a prena-
$eji se do skleniku, kde se postupné adaptuji (3 - 4 tydny) na 70% relativni vzdus-
nou vlhkost. Pro rist v agroperlitu i péstebnim substratu se osvédcily sadbovace
Quick Pot firmy HERKUPLAST - KUBERN GmbH, které nebrani rozvoji kvalit-
niho kofenového systému. Jejich prednosti je, Ze nemaji pevné dno a kofenovy sys-
tém rostlin se muze dobte vyvijet na vzduchovém polstari. Dalsimi vyhodami jsou
rozméry a konicky tvar sadbovaci, které jsou vhodné pro rtst kosternich kotent,
a dale rozmisténi vertikalnich Zeber na vnitfni strané sadbovac, které napomahaji
spravnému vyvoji kofent. Tento postup a pouziti biologicky ovérenych sadbovact
zabranuje nezadoucim odchylkam riistu a nepfipustné deformaci kotenti ve smyslu
platné CSN 48 2115.

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 rtist kofenového
systému, viz Katalog biologicky ovéfenych obalti (www.vulhmop.cz). Vzhledem
k rychlému riistu sazenic je pro tfeSen ptaci optimalni vysadba na stanovisté
po roce dopéstovani ve venkovnich podminkach.

Hodnoceni ristu vypéstkii in vitro

Morfologie sazenic vypéstovanych in vitro (vypéstky in vitro) byla porovnana
se sazenicemi odpovidajicim parametrim CSN 48 2115 (graf 1). Vypéstky in vitro
byly hodnoceny podle dfevin (javor, jasan, jilm), které maji podobny charakter rtis-
tu jako tfeSen ptaci. V morfologii nahodné vybranych vypéstkili nebyly pozorovany
abnormality vyvoje nadzemni ¢asti a kofenového systému (tab. 1 a 2).

Vyzralost kofenového systému byla ovéfovana stanovenim obsahu ligninu a jeho
depozice v bunkach kotenovych pletiv u aklimatizovanych rostlin po jejich vysad-
bé do perlitu a péstebniho substratu. Lignifikace je povazovana za spolehlivy znak



odrazejici stupen maturace kofent (Fukupa, KoMaMINE 1980). V hypodermis kote-
ne a v Caspariho prouzku a endodermis kofene se mimo ligninu uklada také poly-
merni suberin zahrnujici fadu fenolovych lipofilnich latek, ktery je soucasti bariéry
zabranujici apoplastickému transportu (SCHREIBER et al. 1999). U nékterych rostlin-
nych druht se ve specializovanych kotenovych pletivech vyviji ztlusténi bunéénych
stén (¢-thickening), které zvySuje mechanickou pevnost. Lignin byl detegovan kyse-
linou solnou s floroglucinolem a Miuleovou reakci (JoHANSEN 1940). Obsah ligninu
v pletivech byl stanoven spektrofotometricky v extraktech vazbou na thioglykolovou
kyselinu (BRUCE, WEST 1984).

Biochemické analyzy umoznily ur¢it nejen rozdily v pribéhu lignifikace kofent,
ale také odlisnosti kofenové architektury a sekundarnich protektivnich pletiv. Nej-
vétsi vzrist tvorby ligninu a také nejvyraznéjsi rozdily celkového obsahu ligninu
byly zjistény béhem kultivace v agroperlitu. Po pfesazeni do smési zeminy, raseliny
a perlitu jiz tyto rozdily nebyly signifikantni. Obsahy ligninu mezi mikropropago-
vanymi vypéstky a sazenicemi vypéstovanych ze semen se nelisily. U kofend tfesné
ptaci presazené ex vitro bylo zjisténo napadné ztlusténi stén (¢-thickening) bunék
kortikalni vrstvy pfiléhajici k endodermis, které je dano jejich silnou lignifikaci.
Je otazkou, zda vysoky obsah ligninu v kofenech tfe$né je charakteristicky pro riist
kotenového systému, nebo je zptisoben faktory vnéjsiho prostredi.

Po dopéstovani ve venkovnich podminkach byly vypéstky in vitro tfesné ptaci spo-
lu s generativnimi sazenicemi vysazeny na demonstra¢ni objekty v prirodni lesni
oblasti 10 (Méstské lesy Pisek, Stredoceska pahorkatina) a 16 (Lesni druzstvo Pol-
n4, Ceskomoravské vrchovina). Objekty jsou oploceny, oznaéeny informaéni tabul
s popisem plochy, a je na nich provadéna bézna udrzba. V pribéhu rtstu vypéstki
in vitro a generativnich sazenic byly sledovany: prirtist, tloustka korenového krcku
a mortalita. Pro zhodnoceni vysledki byla vyuzita metoda analyzy variance. Rust
a vyvoj sazenic je hodnocen od roku 1998.

Vysledky hodnoceni sazenic prokazuji, Ze mikropropagované rostliny nevykazuji
retardace riistu a morfologie nadzemni ¢asti je srovnatelna s generativnimi saze-
nicemi. Rastové charakteristiky (prirtist, tloustka kofenového kreku) jsou uvede-
ny v tabulce 3a, b.

Ve tvaru a vétveni nadzemni ¢ésti se vypéstky in vitro a generativni sazenice nelisily.

Vysvétlivky:
MS - medium podle Murashige a Skooga; BAP - 6-benzylaminopurin; IBA - B-indolyl-
mdselnd kyselina; NAA - a-naftyloctovd kyselina
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SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Novost mikropropaga¢nich postupii spociva v modifikaci zivnych médii pro kulti-
vaci explantatii odebiranych z dospélych stromt, v origindlnim fe$eni aklimatizac-
nich postupt na zdkladé hodnoceni kvality sadebniho materialu.

Prvni prace dokazujici moznost vypéstovani kompletnich rostlin z primérnich explan-
tatt (vyhony, pupeny, listy, zygoticka embrya, kotyledony), v podminkach in vitro
se u listnatych dfevin datuji do 30. let minulého stoleti (GAUTHERET 1934, Ulmus
campestris), u jehlicnanti o néco pozdéji (REINERT, WHITE 1956, Picea glauca).

V ¢&eskych zemich byly ve VULHM, jako prvni mikropropagovéany pocatkem 70. let
smrk (Picea abies) a douglaska (Pseudotsuga menziesi) (CHALUPA, DURZAN 1973).
Diky dlouholetému vyzkumu je v sou¢asné dobé uspésné rozpracovana, standar-
dizovana a ovéfena metodika péstovani explantatovych kultur pro vétsinu druht
listnatych i jehli¢natych lesnich dfevin ptirozené se vyskytujicich nebo lesnicky
péstovanych v CR.

Tresni ptaci se intenzivné zabyvaji ve Velké Britanii, Némecku a Francii v dlouhodo-
bych $lechtitelskych programech, v nichz se pro reprodukei jejich genovych zdroju
pouzivaji jiz dlouho a Gspésné mikropropagaéni technologie (Cornu, CHAIX 1981,
HAMMATT, GRANT 1998, HAMMATT 1999, ESCALETTES, DosBa 1993). V Ceské
republice byla metoda in vitro vyuzita pfi reprodukci ohrozenych a cennych populaci
tresné ptaci pro zaloZeni archivu explantatd. Byly vypracovany standardni postupy
pro dopéstovani kompletnich rostlin a ziskan reprodukéni material, ktery je vyuzitel-
ny pro dalsi $lechtitelské zdméry a reintrodukci (MALA et al. 1999).

nogeneze, tj. indukce nejcastéji adventivnich nebo axilarnich vyhont na primarnim
explantatu. Tyto vyhony (mikrotizky) jsou pak vyuzity k indukci rhizogeneze a nasled-
né jsou kompletni rostliny aklimatizovany a dopéstovany ve vysadby schopné sazenice.
Dodrzeni technologie dopéstovani kompletni rostliny rozhoduje o morfologické kvalité
sadebniho materialu vypéstovaného in vitro. K indukei kofenového systému dochazi
v agarovém médiu. Ve srovnani s indukci rhizogeneze v jinych substratech je ten-
to postup vyhodnéjsi, protoze se ziska vyssi podil tspésné zakorenénych rostlinek
(80 - 85 %) a ztraty explantdtt jsou vyrazné nizsi (PINKER et al. 1995). Na zvy$eni poctu
zakofenénych rostlin o témér 20 % se kladné podili iniciace riistu kofent ve tmé.
Kofteny rychle rostouci tfesné ptaci se plnohodnotné vyvijeji az ve smési zeminy;,
lin Ize povazovat za doprovodnou zndmku funkéni vyvinutosti kofenovych pletiv.
Pro lesnickou praxi je dulezité zjiSténi, Ze nebyly nalezeny rozdily v obsahu ligninu
v kofenovych pletivech mikropropagovanych sazenic a generativnich sazenic. Stej-
né tak nebyly zjistény rozdily v morfologii a ristu mezi vypéstky in vitro a genera-
tivnimi sazenicemi.
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Graf.1: Hodnoceni jednotlivych znak{/Evaluatien of particular marks

Porovnani s CSN 48 2115 platnou v soucasné dobé (s pFedpokIédanou
toleranci podle komentéie k CSN). Grafy predstavup procentické vyja-
dreni sadebniho materidlu odpovidajiciho pozadavkdm CSN 48 2115
(vcetné toleranci dle komentare k norme) Pouzité popisy v grafech jsou
nasledujici: vyska - vyska nadzemnl ¢asti, kréek - prdmér korenového
kréku, K/N - Pomer ob]emu koFend ku nadzemm ¢asti, jemné - pod|I
objemu kofenu sIab5|ch nez 1 mm v objemu celého korenoveho systému.
délka - délka kllového koFene/Comparison with CSN 48 2115 at present
valid (with supposed tolerance according to CSN commentary). Graphs
present proportional expression of planting stock corresponding to the CSN
48 2115 requirements (incl. tolerance according to the standard). Used
description in graphs is: height - height of above-ground part, collar
- average of root collar, K/N - ratio of root volumes to above-ground
part, fine - ratio of root volumes thinner than 1 mm in volume of the
entire root system, length - length of taproot

Tab. 1: Rlstové charakteristiky vypé&stkd tre$né ptaci po vysadbé& na venkovni
zahony lesni Skolka Bané/Growth characteristics of wild cherry plantlets
after planting in the outside beds of Bané nursery

. Y, Tloustka
o v, Prumérny . ,
N Prumérna v o korenového
Rok/ Pocet ks/ . - prirust y
Mortalita%/ vyskacm/ +SDcm kr¢ku cm/
Year Number X cm/ + SDcm . + SDecm
) Mortality Average Thickness
1999 piece . Average
heigh . of root
increment
collar
30.4. 163 18,21 6,76 0,43 0,15
26.10. 162 0,61 33,18 22,08 14,97 9,54 0,86 0,48
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Tab. 2: Zakladni morfologické charakteristiky sadebniho materidlu tfesné ptaci/
Basic morphological characteristics of wild cherry planting stock

Vyska/ Pramér Délka kul.korene/ Objem kofent Podil jemnych
Height krcku/Collar Length of taproot  k nadzem. Castem/ kofenu/Proportion
(cm) diameter cm) Volume of roots to of fine roots
(mm) above ground parts (%)
48,0+£17,52 7,491,247 20,4+2,21 2,670+1,357 35,63+10,022

Poznamka: primér = pramérna hodnota z 20 ks, sx = smérodatna odchylka vybéru
Note: average = mean value from 20 pcs, sx - standard deviatien

Tab. 3a. RUstové charakteristiky tfe€né ptadi na demonstraénich plochach/
Growth characteristics of wild cherry on demonstration plots

Vypéstky in vitro - demonstraéni objekt Kluky/Plantlets in vitro - demonstration
object Kluky

Rok/ Vysazeno/ pFe?ivé/ MortaliFa/ Prdmérna vy'(éka/ TlouEt’ka kof. kréku/

Year Planted/survived Mortality Average heigth Thickness of root collar
[ks] [%] [cm] [mm]

1998 200 197 1,5 52,2 5,9

1999 183 8,5 125,4 11,3

2000 183 8,5 175,0 22,4

2001 183 8,5 227,0 37,4

2002 181 9,5 261,2

2003 181 9,5 295,8

2004 181 9,5 333,2

2005 181 9,5 424,0

Generativni sazenice - demonstra¢ni objekt Kluky/Generative plants - demon-
stration object Kluky

Rok/ Vysazeno/preziva/ Mortalita/ Primérna vyska/ Tloustka kor. kréku/

Year Planted/survived Mortality Average heigth Thickness of root collar
[ks] [%] [cm] [mm]

1999 100 100 0,0 51,7 5,0

2000 98 2,0 102,7 11,5

2001 97 3,0 148,2 21,8

2002 95 5,0 191,3

2003 95 5,0 236,4

2004 95 5,0 294,4

2005 95 5,0 314,8
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Tab. 3b. Rdstové charakteristiky tfe$né pta¢i na demonstracnich plochach/Growth
characteristics of wild cherry on demonstration plots

Vypéstky in vitro - demonstracni objekt Polna/Plantlets in vitro - demonstration object

Rok/ Vysazeno/preziva/ Mortalita/ Primérna vyska/ Tloustka kor. krcku/

Year Planted/survived Mortality Average heigth Thickness of root collar
[ks] [%] [cm] [mm]

1998 200 88 56,0 50,5 5,6

1999 69 65,5 124,8 11,5

2000 68 66,0 159,5 18,4

2001 68 66,0 216,0 32,7

2002 67 66,5 264,5

2003 67 66,5 298,1

2004 67 66,5 329,5

2005 67 66,5 445,6

Generativni sazenice - demonstracni objekt Polnd/Generative plants - demon-
straion object Polna

Rok/ Vysazeno/preziva/ Mortalita/ Primérna vyska/ Tloustka kor. krcku/

Year Planted/survived Mortality Average heigth Thickness of root collar
[ks] [%] [cm] [mm]

1999 100 92 8,0 47,5 4,7

2000 85 15,0 81,3 9,7

2001 81 19,0 135,0 15,6

2002 79 21,0 177,0

2003 78 22,0 223,6

2004 77 23,0 272,0

2005 77 23,0 345,4

POPIS UPLATNENI METODIKY

Naklddani se sadebnim materidlem vypéstovanym metodami in vitro v lesnické
praxi podléha legislativaim opatfenim platnym pro vegetativné mnoZeny material.
Zdrojovy material pro mikropropagaci je ziskavan kombinovanou hromadnou
a individualni selekci a musi splhovat pozadavky na genetickou klasifikaci,
uzndvani a evidenci uznanych zdrojt (viz. § 29 lesniho zdkona ¢. 289/1995 Sb.;
§ 7 - § 11 Vyhlasky MZe ¢. 29/2004 Sb.). Stanovisté pro vysadbu musi odpovidat
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zasadam stanovenym pro rajonizaci reprodukéniho materidlu lesnich drevin
a prirodnim lesnim oblastem a vegeta¢nim lesnim stupnim a dale vysledkiim
$lechtitelského testovani. Podil mikropropagovaného materialu pti zalesnovani
je stanoven platnymi pravidly urcujicimi pomér vegetativniho a generativniho
reprodukéniho materidlu.

V projektech zaméfenych napf. na zdchranu cenné populace je vyuziti vege-
tativné mnozeného sadebniho materidlu podminéno dodrzenim konkrétnich
podminek, dostate¢ného poctu klontl, podilu zastoupeni vegetativniho a gene-
rativniho materialu pfi vysadbé apod. Vypéstky in vitro musi soucasné splinovat
kritéria kvality vysadbového materialu. Z téchto diivodi byla (vedle standardiza-
ce kultiva¢nich postupti pii dopéstovani kompletnich rostlin) provedena evaluace
riistovych a morfologickych parametrt vypéstki in vitro pfed vysadbou i nasled-
né po vysadbé na venkovni plochy vzhledem ke standardim CSN pro generativni
sazenice drevin s obdobnym riistem.

Popsana metodika byla jiz ovéfena v poloprovoznich podminkach v zafizeni
Jihoceskych lest, a. s., kde se podle uvedené metodiky podarilo napéstovat
radove 10 tis. sazenic.

DEDIKACE

Metodika je vystupem vyzkumného zaméru ¢&. MZE0002070202 ,,Slechténi les-
nich dfevin a zachrana genovych zdroji cennych a ohrozenych populaci véetné
vyuziti biotechnologickych postupti, metod molekularni biologie a poznatkd lesni-
ho semenafstvi v lesnim hospodarstvi®.
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MICROPROPAGATION AND USE
OF PRUNUS AVIUM PLANTING STOCK

Summary

Wild cherry (Prunus avium) is an economically important woody species throughout
Europe with the exception of its most southern parts. Micropropagation represents
the effective and economically advantageous technology enabling the reproduction
of wild cherry planting material derived from selected elite parents and also
the preservation of gene resources in the explant bank for further use. The organo-
genesis is regarded as the most advantageous technology that proved to be sui-
table for clonal propagation of particularly 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, SkooG 1962) with concentrations
of phytohormones BAP 0.2 mg.I"' and IBA 0.1 mg.l"', 200 mg.lI"" of glutami-
ne, 200 mg.I"! of casein hydrolysate, 30 g.I"" of saccharose, and 6 g.I'" of agar,
pH adjusted to 5.8 was used for induction of wild cherry organogenesis. After
12 weeks, the cultures were transferred onto the multiplication MS medium with
concentrations of phytohormones BAP 0.3 mg.I"! and IBA 0.1 mg.l!, 200 mg.1"!
of glutamine, 200 mg.I"! of casein hydrolysate, 30 g.I"! of saccharose, and 6 g.1"!
of agar, pH adjusted to 5.8. The cultures were transferred every 4 weeks. Culti-
vation proceeded in air-conditioned room at temperature 24 °C and under white
fluorescent light (30 umol.m™.s™") and a 16hrs photoperiod.

Microcuttings for culturing of complete plants were rooted in agar medium MS
diluted 1 : 4 with IBA 0.6 mg.I'", and 10 g.I"' of saccharose. For the first 7 days the
cultures grew in the darkness for accelerating of root growth and then were transfer-
red into 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 diluted by distilled water
1 : 10 without phytohormones and saccharose. 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 to the 70% relative air humidity for 3 —4 weeks.
Acclimatized plants were planted onto outdoor beds. Optimal time for outdoor
culturing of wild cherry plants before outplanting in the forest stands was 1 year.
Described micropropagation technology was attested in pilot plant conditions
in Biotechnology laboratory Olesna of Jihoceské lesy, joint-stock company.

17



