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MICROPROPAGATION OF WILD SERVICE TREE
(SORBUS TORMINALIS (L.) CRANTZ)

Abstract

The wild service tree (Sorbus torminalis (L.) CRANTZ) is a medium-sized decid-
uous tree reaching 15 to 25 m of height, with a trunk diameter up to 1.3 m.
Nowadays, the wild service tree has become one of the most valuable hardwoods
due to its great potential of wider use in forestry and forest ecology, as well as
for its importance in the wood-processing industry. According to the latest data,
this species is disappearing from forests of the Czech Republic and has been clas-
sified as endangered. Methods of clonal propagation on base of micropropagation
technology were proved to be useful for its preservation. Described procedures
for regeneration of explants up to plantlets were standardized and reproductive
plant material was acquired for consequent plant breeding and reintroduction.
Difficulties occurring during rooting stage of organogenesis were solved using
exploitation of new different aromatic cytokinin MeoBAPr (6-(3-methoxybenzy-
lamino) purine-9-B-D-ribofuranoside). Technological criteria for explant cultur-
ing and for complete plant regeneration were determined.
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CIL METODIKY

Cilem metodiky mikropropagace jefdbu breku je popsani efektivniho postupu
reprodukce rodicovskych nebo $lechtitelskych stromd, které jsou vyznamné z hle-
diska produkce a kvality dfeva a zachovani jejich genetického materidlu pro budou-
ci generace.

VLASTNI POPIS METODIKY

Uvod

Jetdb brek (Sorbus torminalis (L.) CRANTZ)) se fadi mezi vzacné druhy lesnich
drevin. V Evropé, kde saha jeho rozsiteni na sever do severozipadni némecké
niziny, vychodniho Polska a jizni ¢asti Ruska, se vyskytuje do nadmotské vysky
600 m. V lesnich spolecenstvech se vyskytuje jen vtrousené, netvori ¢isté porosty,
md malou konkurenéni schopnost, plody jsou oblibenou potravou zvéte (HEINY,
SLAVIK 1992). Optimum vyskytu lezi v oblasti doubrav, v nichz zaujima nejtep-
lejéi polohy. V Ceské republice je nejhojnéjsi ve stredoceské silursko-devonské
panvi, v Ceském stfedohoti a na jizni Moravé. Vzacnéji zasahuje do prechodnych
spolecenstvi mezi bu¢inami a doubravami (habtiny s jedli), kde se mtze udrzet
jen na mistech se zvla$tnimi ptidnimi podminkami (na sutich, slunnych mélkych
hrebenech a kamenitych vrcholech). Stejné zastoupeni v nejteplejsich variantach
doubrav a $ipakovych hdjti ma po celé sttedni Evropé (FER 1994). Jedna se o po-
malu rostouci strom, ktery mtize v 80 - 100 letech dosahnout az vysky 20 - 25 m.
V soucasné dobé se tento druh radi k cennym listnd¢tim s velkym potencidlem
pro pripadné vyuziti v lesnictvi a lesnické ekologii. Patti také mezi nejvice cenéné
druhy v dfevaiském primyslu (DEMESURE et al. 2000).

Efektivni metodou reprodukce dospélych stromil jetabu breku je mikropropagace,
kterou lze rychle a ekonomicky vyhodné namnozit kvalitni sadebni material
z vybranych rodi¢ovskych jedinct a zaroven dlouhodobé uchovavat genové zdro-
je v explantatové bance pro dalsi vyuziti, napt. pro zakladani klonovych archivti
(smés klontl), semennych sadii, pro studium genetické variability, k reintrodukci
apod. Jednou z neprehlédnutelnych vyhod mikropropagacnich postupt je moznost
namnozeni neomezeného poctu identickych jedinct z jediného kvalitniho darce



v relativné kratkém casovém obdobi, pricemz mnozZstvi odebiraného rostlinného
materidlu pro zalozeni primarnich kultur (vétsinou meristematicka pletiva zimnich
pupentl) je minimalni a rodi¢ovsky strom se neposkozuje. Dostate¢na geneticka
variabilita mnozené populace je zaruc¢ena vhodnym klonovym slozenim vychozi
in vitro mnozitelské populace.

Nejuspésnéjsi mikropropaga¢ni metodou, ktera se osvéd¢ila pro klonové mnozeni
zejména listnatych dfevin, je organogeneze. Regenerace dfevin z primarnich
explantatd je podminéna vypracovanim vhodnych technologickych postu-
pt umoznujicich indukci organogeneze, kterda musi byt nasledovédna uspésnou
regeneraci kompletni rostliny. Zakladnimi mechanismy uplatiiujicimi se pfi rts-
tovych pochodech jsou dereprese meristému axilarnich pupent nebo reorgani-
zace meristémi a rust adventivnich pupent. Hlavnim predpokladem dspésné
organogeneze je zajisténi vhodnych kultiva¢nich podminek (chemické sloZeni
zivného média, teplota, vlhkost a osvitovy rezim). Neméné vyznamné ovliviiu-
ji uspésnost organogeneze i takové faktory, jako je stafi a fyziologicky stav dar-
covského jedince, doba sbéru, zpisob a délka skladovani zdrojového materialu,
povrchova sterilizace a technika preparace explantatti. Dodrzenim ovéfenych
metodickych postupt lze v§ak dosdhnout efektivni reprodukce pozadovanych
genotyptll. Péstovanim jefdbu bfeku se zabyvaji intenzivné zejména v Némec-
ku, kde vysadba brekovych plantazi by mohla nahradit v budoucnosti pottebu
tropického dreva. V Ceské republice byla metoda in vitro vyuzita pii reproduk-
ci ohrozenych a cennych populaci jefabu breku pro zaloZeni archivu explantatd
a zavedeni poloprovozni metody mikropropagace tohoto druhu. Byly vypraco-
vany standardni postupy pro dopéstovani kompletnich rostlin a ziskdn repro-
dukéni materidl, ktery je vyuzitelny pro dalsi slechtitelské zaméry a reintrodukei
(MALA et al. 1999).



Standardizovany metodicky postup
mikropropagace

a. Zakladani primarnich kultur

V unoru az bfeznu jesté pred vyra$enim pupent se odebiraji rouby z rodicov-
skych stromt (cca 50 pupentt od 1 klonu). Oznadi se, vlozi se do mikrotenové-
ho sacku a na prevoz uskladni do chladové tasky. Rouby se uchovavaji pti 4 °C
a je vhodné zpracovat rostlinny material (pupeny) do 14 dnt po odbéru. Snizi
se tim riziko $ifeni infekci a poskozeni apikalniho meristému.

Jednotlivé pupeny se sterilizuji v 1% roztoku chlornanu sodného (Savo, Boche-
mie CR) a tfikrat promyji sterilni destilovanou vodou. Ve sterilnim prostiedi
laminarnich boxt se odstrani vnéjs$i $upiny pupent a extirpované vzrostné

Obr. 1: Vicevrcholova kultura jefabu breku/Multiapex culture of wild service
tree



vrcholy jsou umistény na indukéni agarové zivné médium (50 ml média v Er-
lenmeyerové 100ml bance). K indukci organogeneze u jefabu bieku se pouziva
modifikované médium MS (MURASHIGE, SKOOG 1962) s koncentraci fytohormo-
nt BAP 0,5 mg.l"' a IBA 0,1 mgl"' a s koncentraci glutaminu 10 mg.l", glycinu
2 mgl", sachardzy 30 g, agaru 6 g.I', pH se upravuje na hodnotu 5,8. Kultivace
probihd v klimatizovanych podminkach pii teploté 24 °C, 16hodinové svételné
fotoperiodé, s osvétlenim o intenzité 30 umol.m?s'. Indukce axilarnich pripadné
adventivnich pupent na primarnim explantatt trva priblizné 4 - 6 tydnt.

b. Kultivaéni podminky multiplikace

Po vyra$eni axilarnich, pfipadné adventivnich pupent na primarnim explan-
tatu jsou kultury in vitro jerabu breku péstovany na multiplika¢nim médiu MS
s koncentraci BAP 0,2 mg.l", IBA 0,1 mg.l", glutaminu 100 mg.1"!, glycinu 2 mg.1",
sachar6zy 30 g.1!, agaru 6 g.I'', pH je upravovano na hodnotu 5,8. Intervaly mezi
jednotlivymi pasdzemi jsou 4 az 5 tydnt. Pro kultivaci jsou nezbytné konstant-
ni kultiva¢ni podminky (teplota 24 °C, osvétleni o intenzité 30 umol.m=2s?,
16hodinova svételnd fotoperioda) a 100% relativni vzdusna vlhkost. Pribézné

Obr. 2: Vypéstky in vitro jefabu breku na venkovnim zahonu v lesni Skolce
Bané/Wild service tree plantlets in the outside beds of forest nursery
Bané
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Rlstové charakteristiky vypé&stkd in vitro jefdbu bieku po vysadbé na venkovni zadhony lesni $kolka Bané&/
Growth characteristics of wild service tree plantlets after planting in the outside beds of nursery Bané

Tab. 1

Tloustka kofenového  +SD (cm)

+SD (cm)

Fircst/

érny prirts

+SD (cm) Prim:

érna vyska/

Pram
Average height (cm)

Mortalita/
Mortality (%)

Pocet (ks)/

Datum/
Date

kréku/Thickness

Average increment

Number

of root collar (cm)

(cm)

(pieces)

0,23
0,27

0,52

5,0
39,3

110 15,1
105

27.6.98

1,0

27,5

80,6

95,7

4,5

26.10. 99
Note: SD - standard deviation

je nutné sledovat zdravotni stav kultur, resp. vyskyt
kontaminaci. Kvalita mikropropagovaného mate-
ridlu je kontrolovdna na zakladé morfologickych
znakt. U listd a vyhonti se sleduji barva, tvar,
délka a jejich pocet.

c. Zakorenovani a aklimatizace

Vicevrcholové kultury urcené pro odbér mikro-
tizka za Gcelem dopéstovani kompletnich rostlin
se standardné presazuji na MS médium s koncent-
raci MeoBAPr 0,125 mg.1", IBA 0,1 mg.l", glutami-
nu 100 mg.l", glycinu 2 mg.l"?, sacharézy 30 g1,
agaru 6 g.l', pH je upravovano na hodnotu 5,8.
Po dvou pasazich jsou z kultur odebrany mikrotiz-
ky, které zakofenuji v agarovém médiu MS o tfetino-
vé koncentraci makro a mikroelementti bez cytoki-
nintl a s obsahem NAA 14 mg.l", sachardzy 10 g.1!
a agaru 6 gl'. Zakofenovani probihd za stejnych
kultiva¢nich podminek jako multiplikace. Pro zvy-
$eni u¢innosti zakorenovani probihd prvni faze rhi-
zogeneze (7 dni) ve tmé. Prvni kofeny se objevuji
v zavislosti na klonu v prabéhu 4 - 6 tydnu.

Rostliny s vyvinutymi kofeny se presazuji ze zako-
fenovaciho média do sadbovacti Quick Pot T 35
s agroperlitem (Perlit Praha, s. r. 0.) a dvakrat
tydné se zalévaji tekutym zakladnim médiem MS
(bez fytohormont a sachardzy) fedénym v pomeé-
ru 1 : 10 destilovanou vodou. Aklimatizace probiha
v obdobnych kultiva¢nich podminkach (teplota
24 °C, osvétleni o intenzité 30 pmol.m2.s™, 24hodi-
nova svételnd fotoperioda) a pfi 90% relativni
vzdu$né vlhkosti.

Po tfech tydnech v agroperlitu se rostliny presa-
zuji do sadbovact Quick Pot T 60 (rozmér 350 mm
x 215 mm x 200 mm, s 15 bunikkami) s nesterilnim
péstebnim substratem ze smési zeminy (Zahrad-
nicky substrat, a. s., Sobéslav), rageliny (Raseli-
na, a. s., Sobéslav) a perlitu (Perlit Praha, s. r. 0.)
v poméru 2 : 1 : 1 a prendSeji se do skleniku,
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Tab. 2: Rdstové charakteristiky vypéstkl in vitro jefdbu bifeku na demon-
stra¢ni ploSe Polnd/Growth characteristics of wild service tree plant-
lets on demonstration plot Polna

Rok/ Vysazeno/preziva/  Mortalita/  Primérna vyska/ 45D Tloustka koren. krcku/ 45D
Planted/survived Mortality Average height - Thickness of root collar
Year ) (cm) (cm)
(ks/pieces) (%) (cm) (cm)
2000 102 101 0,01 99,7 41,2 1,2 0,4
2001 100 0,01 131,3 49,1 1,7 0,5
2002 97 4,90 165,9 47,4
2003 97 0,00 196,9 47,6
2004 96 1,03 242,2 51,1
2005 95 1,04 264,4 66,6
2007 89 6,32 328,5 77,1
2008 89 0,00 356,6 81,3

Note: SD - standard deviation

kde se postupné adaptuji (3 - 4 tydny) na 70% relativni vzdusnou vlhkost.
Pro rtist v agroperlitu i péstebnim substratu se osvéd¢ily sadbovace Quick Pot
firmy HERKUPLAST - KUBERN GmbH, které nebrani rozvoji kvalitniho kofte-
nového systému. Jejich prednosti je, Ze nemaji pevné dno a kofenovy systém
rostlin se mize dobfe vyvijet na vzduchovém polstari. Dal$imi vyhodami jsou
rozméry a kénicky tvar sadbovaci, které jsou vhodné pro rist kosternich korend,
a déle rozmisténi vertikalnich Zeber na vnitfni strané sadbovacti, které napo-
mahaji spravnému vyvoji kofenii. Tento postup a pouziti biologicky ovérenych
sadbovacii zabranuje nezadoucim odchylkam rtistu a nepfipustné deformaci
kotenti ve smyslu platné CSN 48 2115, Zména Z1.

Vysvétlivky: BAP - 6-benzylaminopurine; MeoBAPr - 6 - (3-methoxybenzylamino)
purine-9- B-D- ribofuranoside; MS - Murashige Skoog medium; IBA - B - indo-
lylbutyric acid; NAA - a - naphtylacetic acid

d. Vysadba na venkovni plochy

Po aklimatizaci se vypéstky in vitro vysazuji k dopéstovani na venkovni zdhony,
pripadné se presadi do vhodnych obald, které umoznuji spravny riist kofenové-
ho systému, viz Katalog biologicky ovérenych obalti (www.vulhmop.cz). Po roce
dopéstovani na venkovnim zdhonu lze vypéstky in vitro jefabu bieku vysadit
na stanovisté.
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e. Hodnoceni rustu vypéstki in vitro

Ristové charakteristiky vypéstka byly porovnavany s parametry uvedenymi
v CSN 48 2115, Zména Z1. V tabulce 1 jsou uvedeny parametry vypéstkt
in vitro vysazenych na dopéstovani na venkovnim zdhonu. Po roce péstovani
dosahuji vypéstky jerabu bieku charakteru poloodrostkid. Daldi rist vypéstki
na stanovidti je dokumentovan na demonstra¢nim objektu Polnd (PLO 16, Lesni
druzstvo Polna, Ceskomoravskd vrchovina). Vypéstky in vitro jsou na demon-
stracnich objektech hodnoceny z hlediska jejich riistovych a morfologickych
parametri. Pro zhodnoceni ziskanych vysledkii byla vyuzita metoda analyzy
variance.

Vysledky desetiletého hodnoceni sazenic prokazuji, Ze mikropropagované rostli-
ny nevykazuji retardace rtistu. Riistové charakteristiky (ptirust, tloustka kote-
nového kréku) jsou uvedeny v tabulce 2.

Obr. 3: Vypéstky in vitro jefdabu breku na demonstracni plose Polna/
Wild service tree plantlets in demonstration plot Polna
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SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Novost mikropropaga¢nich postuptl spociva ve vyuziti metody indukce orga-
nogeneze in vitro pro reprodukci explantatti odebiranych z dospélych stromi
jetdbu breku, v originalnim vyuziti nového derivatu cytokininu a v originalnim
fe$eni zakofenovani a aklimatizace.

vvvvvv

da pro listnaté dfeviny. Jednou z hlavnich pfi¢in, kterd brani $ir§imu vyuziti
mikropropaga¢nich technik u mnoha dfevin, je problém se zakofenovaci fazi
(MALA et al. 2005). Pfi mikropropagaci rostlin se nejéastéji pouziva cytoki-
nin 6-benzylaminopurine (BAP), u nékterych rostlinnych druhta véetné jetabu
breku byla vsak po jeho pouziti pozorovana inhibice rtistu kofent nebo jejich
nerovnomérny rust (WERBROUCK et al. 1995, 1996). Uvedeny postup byl proto
inovovan vyuzitim nového cytokininu MeoBAPr (6 - (3-methoxybenzylamino)
purine-9-B-D-ribofuranoside), ktery urychluje zakotenovani mikrotizki.

Cytokininy, purinové derivaty substituované na aminokyseliné v poloze 6 (N°),
jsou dulezitou tfidou fytohormond, které se podileji na regulaci mnoha fyzio-
logickych a vyvojovych procesii v rostlinaich (LETHAM, PALNI 1983). Endo-
genni cytokininy se mohou vyskytovat v riiznych metabolickych formach,
napf. ve formé volnych bazi, ribozida (R), N-glukozidi (G), O-glukozid
(OG) a nukleotid (5’MP) (LETHAM, PALNI 1983). V zavislosti na charakteru
substituce se mohou vyskytovat isoprenoidni nebo aromatické formy cytoki-
nind. Mezi aromatické cytokininy patfi 6-benzylaminopurine (BAP), meta-
a orthotopolin a jejich metabolity. Isoprenoidni formy jsou reprezentovany
cytokininy odvozenymi od bazi N° - (A? - isopentenyl)adenin, dihydrozeatin
a zeatin (STRNAD 1997). Na zakladé experimentalni prace s rozdilnymi cyto-
kininy BAP a MeoBAPr na multiplikaci explantatl a na nasledné zakofenova-
ni mikrofizku jerabu bieku byl vypracovan protokol, ktery zvysuje schopnost
zakofenovani jefdbu bieku ve srovnani s obecné pouzivanym cytokininem BAP.
Originalita fe$eni mikropropagace spociva ve vyuziti nového derivatu cytoki-
ninu MeoBAPru. Pfi pouziti tohoto cytokininu nevznikaji glykosidy, které maji
inhibi¢ni vliv na indukci adventivnich kofent (MALA et al. 2009).
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POPIS UPLATNENI METODIKY

Nakladani se sadebnim materidlem vypéstovanym metodami in vitro v lesnické
praxi podléhd legislativnim opatfenim platnym pro vegetativné mnoZeny mate-
ridl. Zdrojovy material pro mikropropagaci je ziskdvan kombinovanou hromad-
nou a individudlni selekci a musi spliovat pozadavky na genetickou klasifikaci,
uznavani a evidenci uznanych zdroju (viz § 29 lesniho zékona ¢. 289/1995 Sb.;
§ 7 - § 11 Vyhlasky MZe ¢. 29/2004 Sb.). Stanovi$té pro vysadbu musi odpovi-
dat zdsadam stanovenym pro rajonizaci reprodukéniho materidlu lesnich drevin,
prirodnim lesnim oblastem a vegeta¢nim lesnim stupntim a dale vysledkim
Slechtitelského testovani. Podil mikropropagovaného materidlu pii zalesfiovani
je stanoven platnymi pravidly uréujicimi pomér vegetativniho a generativniho
reprodukéniho materialu.

V projektech zamérenych napf. na zdchranu cenné populace je vyuziti vegeta-
tivné mnozeného sadebniho materialu podminéno dodrzenim konkrétnich pod-
minek, mimo jiné dostate¢nym poctem klont, podilem zastoupeni vegetativniho
a generativniho materialu pfi vysadbé apod. Vypéstky in vitro musi soucasné
spliovat kritéria kvality vysadbového materialu. Z téchto diivodu byla (vedle stan-
dardizace kultiva¢nich postupti pti dopéstovani kompletnich rostlin) provedena
evaluace rtstovych a morfologickych parametra vypéstki in vitro pred vysad-
bou i nasledné po vysadbé na venkovni plochy vzhledem ke standardéim CSN
pro generativni sazenice dfevin s obdobnym rtistem.

Popsand metodika byla jiz ovérena v poloprovoznich podminkach v zarizeni
Jihoceskych lest, a. s., kde se podle uvedené metodiky podarilo napéstovat
radoveé 10 tis. sazenic.
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MICROPROPAGATION OF WILD SERVICE TREE
(SORBUS TORMINALIS (L.) CRANTZ)

Summary

The wild service tree (Sorbus torminalis (L.) CRANTZ) is one of a scarce species
among forest trees occurring in scattered populations at low density in Cen-
tral Europe. For long-term sustainability of wild service tree genetic resources,
micropropagation technologies could prove to be useful. Micropropagation
represents the effective and economically advantageous technology enabling
the reproduction of wild services tree planting material acquired from selected
elite parents as well as preservation of gene resources in the explant bank
for further use. The organogenesis is regarded as the most advantageous
technology that showed to be suitable for clonal propagation of particularly
broadleaved trees.

The modified agar medium MS (MURASHIGE, SKOOG 1962) with concentrations
of phytohormones BAP 0.5 mg.l"' and IBA 0.1 mg.l’, 10 mg.l' of glutamine,
2 mg.I"! of glycine, 30 g1 of saccharose, and 6 g.I"' of agar, pH adjusted to 5.8
was used for induction of wild service tree organogenesis. After 4 - 6 weeks,
the cultures were transferred onto the multiplication MS medium with con-
centrations of phytohormones BAP 0.2 mg.l' and IBA 0.1 mg.l", 100 mg.]"
of glutamine, 2 mg.l"' of glycine, 30 g.l' of saccharose, and 6 gl' of agar,
pH adjusted to 5.8. The cultures were transferred every 4 - 5 weeks. Cultiva-
tion 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 concen-
tration of phytohormone MeoBAPr 0.125 mg.l" and IBA 0.1 mg.l", 100 mg.I"!
of glutamine, 2 mg.I"' of glycine, 30 g.I' of saccharose, and 6 gl' of agar,
pH adjusted to 5.8.

Microcuttings after 2 passages in agar medium with MeoBAPr were rooted
in agar medium with one-third strength MS enriched with 14 mg.I"' of NAA,
10 g.I! of saccharose and 6 g.I'"' of agar. They were cultured first for 7 days
in the darkness for accelerating of root growth and then were transferred
onto hormone-free medium (one-third strength MS) and exposed to light.
Plants with well-developed roots were transferred from rooting medium
into pots (Quick Pot T 35) with agroperlit and watered by basal MS medi-
um without phytohormones and saccharose diluted by distilled water 1 : 10.
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Acclimatization proceeded under same conditions like induction and mul-
tiplication 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 the glasshouse,
where they were adapted for 3 — 4 weeks to the 70% of relative air humidity.
Acclimatized plants were planted onto outdoor beds. Optimal time for outdoor
culturing plants of wild services tree before 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 Olesna of Jihoceské lesy, joint-stock company.
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