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ABSTRACT

The main goal of the presented study is to explore an effective micropropagation method for grey poplar (Populus xcanescens Aiton (Sm.)),
which belongs to woody plant species characterized by rapid growth and early reproductive maturity. The influence of three culture media
- Murashige and Skoog medium (MS), woody plant medium (WPM), and medium according to LAMBARDI et al. (2000) (LAM) differing in
nutrition and phytohormone compositions have been followed in relation to shoot-tip segments growth. The best results have been achieved
on MS medium enriched in glutamine (10 mg.l"), glycine (2 mg.1"), BAP (0.2 mg.I") and IBA (0.1 mg.l"), even though the concentrations
of photosynthetic pigments were comparable with apical segments cultivated on WPM medium. In addition, faster shoot regeneration and
subsequent proliferation were observed in excised apical segments on selected MS medium in comparison to excised nodal segments, in
which lateral buds formations was unequal and delayed due to excessive adventitious shoots formation at the base of segments. These results
clearly indicate the importance of medium composition and a part of segments used for efficient in vitro micropropagation technique of grey

poplar.
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Topol $edy Populus xcanescens Aiton (Sm.) z ¢eledi vrbovitych (Sali-
caceae) je spontdnni hybrid topolu bilého (Populus alba L.) a topolu
osiky (Populus tremula L.), objevujici se vétSinou na lokalitach spo-
le¢ného vyskytu obou rodi¢ovskych druhtl. Celkové rozsifeni saha
od severniho Spanélska ptes stfedni a jizni Evropu az po zapadni Sibit.
Na tizemi Ceské republiky je topol $edy rozsiten zejména v avalech
fek Moravy, Dyje, Svratky a Odry (MotTL 1998; URADNICEK et al.
2009). Vyskytuje se pevazné v luznich lesich a pobteznich kfovinach,
ma vsak $ir$i ekologickou amplitudu a dobre snasi i sussi a chudsi sta-
novisté. Vyznacuje se podobnymi ekologickymi naroky jako topol bily,
je vSak odolnéjsi viici suchu a sndsi 1épe kyselejsi pudy.

Pro rychly rast, béhem néhoZ dosahuji stromy vy$ek az 35m jiz
ve véku 30-40 let a mohutny kofenovy systém vyznacujici se vy-
mladkovou schopnosti, 1ze topol Sedy vyuzit v lesnim hospodarstvi
nejen z hlediska produkee, ale i v rdmci ochrannych opatfeni, napt.
pti ochrané proti ptidni erozi a pti tvorbé zelené v krajiné. V soucasné
dobé vyvstava zejména v luznich lesich naléhava potteba nahradit
chradnouci a odumirajici porosty jasani, které v poslednich letech
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podléhaji infekénimu tlaku houbovych patogentt Hymenoscyphus
fraxineus s anamorfnim stadiem Chalara fraxinea T. Kowalski a Phy-
tophthora spp. (CERNY et al. 2016; L1§ka, LORENC 2017). Vzniké tak
problém vybéru vhodnych dfevin, které vytvoti nové zdravé po-
rosty a zaroven ptrinesou zadouci ekonomicky efekt. Jednou z mala
perspektivnich dfevin do luznich lest je pravé topol Sedy. Unikatni
a lesnicky cennd populace topolu $edého se nachazi v luznich le-
sich na Znojemsku (LS Znojmo, revir Jaroslavice, lokalita Luzni
les u Dyjakovic), tvori ji jedinci vys$sich vékovych tfid s cennymi
fenotypovymi znaky, vyznacujici se tzkou korunou a rovnym pra-
béznym kmenem s dobrym ¢isténim (BURIANEK, NOVOTNY 2016).
JelikoZ pfirozena obnova na dané lokalité probihd omezené a klasické
metody vegetativni reprodukce selhavaji (nizkd uspés$nost rizkovani,
odumirani roubovancit), biotechnologické postupy reprodukce pred-
stavuji vyznamnou alternativu pro uspé$né zachovani cennych geno-
typu a zajisténi dostate¢né reprodukee topolu $edého v podminkach
ex situ.

Rostlinné pletivo kambium, ziskané izolaci z topolu, bylo poutzito jiz
u prvnich modelovych objektt studia mikropropagace rostlinnych
tkani a organtd (MATHES 1964; WINTON 1968, 1970, 1971; WOLTER
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1968). Ukazalo se, ze rostlinné pletivo topolu vykazuje vysokou vyvo-
jovou plasticitu, podobnou jako u bylinnych druhii tabdku (SanToOs
et al. 2016). Stimulaci tvorby vyhonkt nebo kofent (organogenezi)
z nediferenciovanych bunék kalusu bylo vénovano mnoho pozornosti.
CHALUPA (1974) uvadi jako nejucinnéjsi kombinaci, vedouci k zakla-
dani vyhonku, modifikované médium Linsmaier and Skoog obsahujici
pouze cytokinin 6-benzylaminopurine (BAP) v koncentraci 0,15-0,70
mg.l". Prehled praci dokumentujicich regeneraci odlisnych druht to-
poli a jejich hybridii z tkanovych pletiv a organt pro biotechnologické
vyuziti uvadi Kang, CHUN (1997), ktefi také obecné shrnuji, Ze mor-
fogeneze rostlin je ovlivinéna nejen druhem a zdrojem materialu, ale
i kombinaci exogenné aplikovanych riistovych regulatort. Rostlinné
hormony ze skupin auxint, cytokinini, giberelind a kyseliny absci-
sové se prirozené vyskytuji v rostlinnych pletivech ve velmi nizkych
koncentracich (1010 M), v nichZ ovliviiuji fadu riistovych procest
véetné interakci s biotickymi a abiotickymi ¢initeli (SANTNER et al.
2009). V buné¢nych a tkanovych explantatovych kulturach jsou po-
vazovany za obecné nejvyznamnéjsi fytohormony z hlediska regulace
ristu a vyvoje auxiny, cytokininy a jejich vzajemné interakce (GASPAR
et al. 1996). Auxiny byly popsany jako hlavni reguldtory buné¢né po-
larity a formovani bunék béhem embryogeneze a postembryonalniho
vyvoje, fylotaxe, odpovédich rostlin na tropismy, zakladani vodivych
pletiv stejné jako postembryonadlni de novo organogeneze zahrnujici
tvorbu postrannich kofentl a in vitro indukovanou de novo organo-
genezi. Cytokininy byly klasifikovany jako latky podporujici bunééné
déleni, regulujici meristematickou aktivitu kotent i vyhonki, aktivitu
axilarnich meristémd, senescenci, odpovéd na stres, tvorbu vodivych
pletiv a rovnéz in vitro indukovanou de novo organogenezi (PERNISO-
vA et al. 2009, 2011; SCHALLER et al. 2015). Vzijemny pomér téchto
fytohormont, jakozto hlavnich komponent zZivnych médii, je zasad-
nim faktorem ovliviiujicim rist a morfogenezi rostlin v in vitro pod-
minkéch (GASPAR et al. 1996).

V dusledku $ifeni houbovych chorob Melampsora laricini-populina
a M. medusae, postihujicich na Novém Zélandu velké mnozstvi od-
lisnych druhiti topolii kultivovanych pro hospodarské vyuziti, byla pro
jedince Populus nigra "Italica”, P. "Flevo", a P. yunnanensis ze sekce
Aigeiros a Tacamahaca vyvinuta metoda rychlé propagace pomo-
ci tkanovych kultur (WHITEHEAD, GILES 1977). Zikladem metody
bylo modifikované slozeni Murashige a Skoog média (MS médium
- MURASHIGE, SKOOG 1962) obohacené o riistové regulatory 6-ben-
zylaminopurin (BAP) a kyselinu naftyloctovou (NAA), které stimulo-
valy tvorbu kofentt (WHITEHEAD, GILES 1977). Alternativni pfistup
mnozeni topolu Sedého v in vitro podminkach s pouzitim Woody
Plant Medium (WPM) bez exogenné pridanych fytohormont popsali
Z1AUKA, KUUSIENE (2014), ktefi pozorovali po tfech mésicich kultiva-
ce zvy$eni poctu vyhont v souvislosti s produkci a setrvanim etylénu
v pevné uzavienych nddobach ve srovnani s nddobami, u nichz doché-
zelo k ¢aste¢né vymeéné vzduchu. Optimalnim pomérem rostlinnych
hormont v zZivném médiu se zabyvali rovnéz LAMBARDI et al. (2000),
kteti pozorovali nejvy$si regeneraci a riist segmentd topolu bilého
(Populus alba L.) na médiu obsahujicim BAP a kyselinu giberelovou
(GA,) v koncentraci 0,2 mg.I" a 0,03 mg.1".

Je zfejmé, ze mikropropagaci topoli v in vitro podminkach je stale
vénovano mnoho pozornosti a jsou hledany nové postupy in vitro
kultivace a mnozeni podle specifickych potieb lesniho hospodafstvi
a ochrany krajiny. Hlavnim cilem této prace bylo zjistit a nasledné
ovéfit optimalni podminky dlouhodobého a efektivniho zptisobu mi-
kropropagace topolu $edého ex situ. Pozornost byla vénovana zejmé-
na slozeni kultiva¢niho média a porovnani ristu jednotlivych rostlin-
nych segmentd topolu $edého, s cilem ziskat nejefektivnéjsi zpiisob
rychlého klonového mnozeni vyselektovanych jedincti udrzovanych
v explantitovych kulturdch. Soubézné byl vyhodnocen i stav fotosyn-
tetického apardtu béhem regenerace apikalnich vrcholt topolu $edého
na testovanych médiich pomoci stanoveni obsahu fotosyntetickych
pigmenti.
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MATERIAL A METODIKA

Vychozim rostlinnym materidlem pro zaloZeni primarni kultury to-
polu Sedého byly dormantni pupeny (cca 30ks) pochdzejici z dono-
rového stromu oznaceného TPE18 rostouciho v lokalité¢ Dyjakovice
(N 48,78442°, E 16,29252°). Odebrany material byl fadné oznacen,
uloZen do mikroténového sacku a neprodlené uskladnén do chla-
dového boxu. Po prevozu do laboratofe byly pupeny sterilizovany
20 min v saponitu Tween®20 (2 kapky na 10 ml), 20 min v roztoku
KORSOLEX (25ml/ 0,51 destilovand voda), promyvany 20 min pod
tekouci vodou, 20 min inkubovény v roztoku HgCl, (1 mg.l") a na-
sledné ponofeny do destilované vody v intervalu 3 x 15 min. Povr-
chové $upinky pupent byly odstranény ve sterilnim prosttedi v lami-
narnich flowboxech pomoci skalpelu a pinzety s naslednou extirpaci
vzrostnych vrcholil. Vrcholy byly umistény do sterilnich sklenénych
nadob (obr. 1A) obsahujicich indukéni agarové zivné MS médium
obohacené o glutamin (10 mg.I"), glycin (2 mg.l"), BAP (0,2 mg.l?)
a IBA (0,1 mgl'), s obsahem sachardzy 30 gl', agarem 6 g.l' a pH
hodnotou roztoku upravenou na 5,8. Segmenty byly kultivovany v kli-
matizovanych podminkach pti 24 °C, 16 h/ 8 h svételné fotoperiodé
a intenzitou osvétleni 30 umol.m?2s". Po zhruba 4-6 tydnech byla
zaznamendna proliferace nasazenych explantitti v pryty (obr. 1B).
Po vyraseni hlavnich, pfipadné vedlejsich vyhont (obr. 1C) byly
explantatové kultury v intervalech po cca 4 tydnech nékolikanasob-
né multiplikovany k zaji$téni dostate¢ného mnoZstvi rostlinného
materidlu.

Pro stanoveni optimalniho slozeni kultiva¢niho média byly testova-
ny tfi rizné varianty zivnych médii: 1) MS médium stejného slozeni
jako indukéni agarové zivné MS médium (viz vyse); 2) WPM (LLoyD,
McCownN 1980) obsahujici ristové reguldtory BAP (0,2 mgl?')
a IBA (0,1 mgl') a 3) LAM zivné MS médium podle LAMBARDI et
al. (2000), které neobsahuje NH NO, ve srovndni s MS médiem a je
obohacené o BAP (0,2 mg.l") a GA, (0,03 mg.l"). Viechna testovand
zivna média obsahovala sachar6zu 30 g.I"! a agar 6 g.I'' s hodnotou pH
5,8. Na pripravend zivna média byly pfeneseny extirpované vzrost-
né segmenty (cca 2-4 mm), u kterych byla zaznamenévana Zivotnost
a regenerace explantatd v pribéhu tfech tydni a rovnéz byl stanoven
i obsah fotosyntetickych pigmentt. Obsah chlorofylt a karotenoidii
byl stanoven z deseti vzrostnych vrcholi homogenizovanych 80%
acetonem pri pokojové teploté. Vzorky byly nasledné prepipetovany
do mikrozkumavek a centrifugovany pti 8000 RPM po dobu 5 min.
Obsahy chlorofylu a, b a karotenoidt byly detekovany pomoci UV-
-VIS spektrofotometru (VIS-7236, RAYLEIGH) s pfepoétem podle
SUMANTA et al. 2014. Méfeni hladin fotosyntetickych pigmenta bylo
provedeno ve tfech biologickych vzorcich ve dvou opakovanich pro
kazdou variantu.

Schopnost regenerace segmenttl obsahujicich meristematické bunky
byla porovnana mezi apikadlnimi vrcholy (cca 2-3mm) a nodalnimi
segmenty (cca 5-7 mm) topolu Sedého, které byly po extirpaci prene-
seny na MS médium a kultivovany v mistnosti s pravidelnym svétel-
nym rezimem (24 °C, 16 h/ 8 h svételné fotoperiodé s intenzitou osvét-
lenf 30 pmol.m?s?). Rust jednotlivych segmentii byl sledovan a vy-
hodnocen po ¢tyfech dnech, trech tydnech a péti tydnech kultivace
v in vitro podminkach. Celkem byla provedena tfi nezavisla opakovani
u péti biologickych vzorki pro kazdou variantu.

Namétend data tykajici se obsahu fotosyntetickych pigmentt na tes-
tovanych médiich byla podrobena exploratorni analyze v programu
QC.Expert (verze 3.1, TriloByte Statistical Software, 2008), ktera ne-
potvrdila predpoklady o normalité rozdéleni. Néasledné byla prove-
dena statistickd analyza soubort dat z naméfenych hodnot obsahu
chlorofylu a, b a karotenoidt pomoci jednofaktorové Kruskal-Wallis
analyzy variance (p > 0,05) s navazujicim mnohondsobnym porovna-
nim Kruskalova-Wallisova testu (p > 0,05). Vypocty byly provadény
ve statistickém programu PASS (PASS 10. NCSS, LLC. Kaysville, Utah,
USA; NCSS © 2017).
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vinami (napf. hru$en polnicka, jablon lesni a jerab brek), jez se vyzna-
VYSLEDKY A DISKUSE ¢uji del$im regenera¢nim obdobim a niz$i tvorbou vyhonti (MALA et

al. 2005, 2009, 2013), usnadniuje vyhodnotit optimalni sloZeni testo-
Rychly rist topold je jednou z vyznamnych vlastnosti, kterd je vyuzi-  vanych zivnych médif pro mikropropagaci topolu v relativné kratkém
véna nejen v lesnim hospodafstvi, ale napt. i v energetickém primyslu,  ¢asovém tseku (3-4 tydny).
v némz se biomasa z topoli pouzivd ve formé obnovitelného zdro-
je energie (LUKASOVA, WEGER 2009; WERNER et al. 2012). Pomérné
rychlé obdobi regenerace s vysokym poctem vytvatejicich se vyhonki
topolu $edého v in vitro podminkach ve srovnani s jinymi lesnimi dfe-

U tfi testovanych médii (MS, WPM a LAM) byl sledovan rust api-
kalnich vrchold topolu $edého béhem tfech tydni. Po prvnim tyd-
nu kultivace byla pozorovana vyraznd chloréza u segmentt rostou-
cich na médiu LAM v porovnani s ostatnimi variantami (obr. 2).

Obr. 1.

Mikropropagace topolu $edého (Populus xcanescens) (TPE 18) v in vitro podminkdch. Vyraseny axilarni pupen topolu $edého (1A), rust apikal-
niho vyhonu (1B) a tvorba adventivnich vyhonki (1C) TPE 18 na MS médiu

Fig. 1.

Micropropagation of grey poplar (Populus xcanescens) (TPE 18) in in vitro conditions. Pufty axilar bud of grey poplar (1A), growth of apical
shoot (1B) and formation of adventitious shoots (1C) TPE 18 on MS medium

Obr. 2.

Riist apikalnich segmentt topolu $edého (Populus xcanescens) tyden po extirpaci na médiich MS (Murashige a Skoog) - 2A, WPM (Woody
Plant Medium) - 2B a LAM (médium podle LAMBARDI et al. 2000) - 2C, z levé strany do pravé

Fig. 2.

Growth of apical segments of grey poplar (Populus xcanescens) one week after extirpation on MS (Murashige a Skoog) - 2A, WPM (Woody
Plant Medium) - 2B and LAM (according to LAMBARDI et al. 2000 medium) - 2C, from the left to the right side
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Apikalni vrcholy kultivované na médiich MS a WPM byly srovnatelné
z hlediska vyvoje i sytosti zelené barvy listd, ackoliv u média WPM byla
zaznamendna tvorba antokyand pti bazi listovych vyhonku (obr. 2B).
Po tiech tydnech kultivace byly jiz pozorovany vyrazné rozdily mezi
testovanymi variantami. Listové vyhonky se nadale vyznacovaly chlo-
rotickym zbarvenim a zpomalenym ristem na médiu LAM ve srovna-
ni s ostatnimi médii (obr. 3). Pomalejsi regenerace rostlinnych vrcholi
béhem nasledujicich dvou tydnd, uzsi listové Cepele a patrné antokya-
nové zbarveni pti bazi segment i na okrajich jednotlivych listli véetné
kompaktnéjsi listové riizice bylo zaznamendno na médiu WPM (obr.
3B). Listové segmenty kultivované na médiu MS byly charakteristické
sytéj8i zelenou barvou listd i vétsi listovou plochou (obr. 3A). Tvorba
antokyanu nebo vyskyt chlorotického zbarveni v nadzemnich ¢astech
rostlin je ¢asto spojovana v souvislosti s reakei na biotické nebo abio-
tické podminky (BURKE 1932; KovinicH 2014). U mnoha rostlinnych
druht se antokyany objevuji ve specifickych stadiich vyvoje, kde plni
fotoprotektivni funkci. Za podminek stresu vSak neni jejich funk-
ce dosud znama, prestoze jedna z prednich hypotéz se opira o jejich
roli jakoZto antioxidantt zachytavajicich reaktivni kyslikové radikély
(KoviNIcH 2014). Je pravdépodobné, Ze vyskyt chlordz a antokyant
u explantiti topolu Sedého kultivovanych na médiich WPM a LAM je
zpusobeno nevyhovujicim slozenim médii. WPM médium se li$i za-
stoupenou formou dusiku a médium LAM vedle odli$ného zastoupe-
ni fytohormont nemd obsazen dusik ve formé NH,NO, v porovnani
s zivnym médiem MS. CHATURVEDI et al. (2004) uvadi, Ze nejucinnéj-
§i z testovanych cytokinint, podilejici se na indukci tvorby vyhonki
u topolu osiky, je BAP v koncentraci 0,25 mg.I"' v médiu. Nami zvolena
koncentrace BAP byla nepatrné nizsi (0,2 mg.I") u v8ech testovanych
meédiich pro topol Sedy, av8ak i pfi této koncentraci jsme pozorovali
vhodny rust a dostate¢nou proliferaci v nadzemnich ¢astech rostlin-
nych segmentt.

Na zékladé pozorovanych rozdili v sytosti zelené barvy a tvorby an-
tokyanii u apikalnich segmentti v priibéhu tfi tydnii na testovanych
médiich byl za Gcelem presnéjsiho vyhodnoceni spektrofotometric-
ky stanoven obsah fotosyntetickych pigmentd, zejména chlorofyl a,
b (Chl g, Chl b) a karoteinoidy (Cars) v pletivech ¢tyftydennich vy-
honkd rostlin. Zatimco hladiny Chl a i Chl b v listovych segmentech

Obr. 3.

rostoucich na médiu MS (Chl a 55,87 £ 11,52 mg.ml"; Chl b 15,82 +
3,32 mg.ml’) se vyznamné nelisily od obsahu pigmenti pti kultiva-
ci na médiu WPM (Chl a 53,49 + 6,99 mg.ml?; Chl b 17,18 + 1,71
mg.ml), apikdlni vrcholy kultivované na médiu LAM se vyznacovaly
vyznamné snizenym obsahem Chl a (17,64 + 1,27 mg.ml?) i Chl b
(6,19 £ 0,26 mg.ml ') ve srovnani s obéma médii (obr. 4). Stejny trend
se ukdzal i u celkového mnozZstvi Chl (a+b) a karotenoidu, kde byl
rovnéz potvrzen statisticky vyznamny rozdil mezi variantou média
LAM s obsahem Chl (a+b) 23,84 + 1,41 mg.ml" a Cars 10,17 + 0,33
mg.ml"' a obéma dal$imi testovanymi variantami médii, média WPM
s hladinou Chl (a+b) 70,67 + 8,67 mg.ml"* a celkovou koncentraci
Cars 24,28 + 1,02 mg.ml" a média MS s obsahem Chl (a+b) 71,69 +
14,82 mg.ml* a Cars 22,85 + 3,99 mg.ml" (obr. 4). Explora¢ni analyza
nepotvrdila predpoklady o normalité rozdéleni dat vztazenych k ob-
sahu fotosyntetickych pigmentti na testovanych médiich. Statisticky
vyznamny vliv typu média na obsah fotosyntetickych pigmenti Chl
a, b, (a+b) a karotenoidt byl zjistén pomoci Kruskalova-Wallisova
testu mnohonasobného porovnani na hladiné vyznamnosti a = 0,05
(obr. 5, tab. 1).

V préci SzZADEL et al. (2003) byla zjisténa nizsi koncentrace chlorofylt
a karotenoidil u vyvijejicich se listti topolu bavlnikového (Populus del-
toides) kultivovaného ve skleniku, ve srovnani s listy plné vyvinutymi,
coz s nasimi daty ze stanoveni fotosyntetickych pigmenti v mladych
vyhoncich topolu $edého naznacuje tizkou spojitost namérenych hod-
not se stafim rostlin. Umisténi jednotlivych variant pokusnych ex-
plantata v kultivaéni mistnosti na plné osvétlené misto nam umoznilo
stanovit maximalni hodnoty fotosyntetickych pigmenti, nebot bylo
zjiSténo, Ze pii zastinéni dochazi k vyznamnému snizeni koncentrace
celkovych chlorofyli a karotenoidil u listnatych i jehli¢natych dru-
ht dfevin (LICHTENHALER et al. 2007). Na zakladé nasich vysledkd
usuzujeme, Ze testovand média WPM a LAM nejsou svym sloZzenim
vhodnd pro mikropropagaci topolu $edého v in vitro podminkach,
a proto jsme pro dals$i experimenty zvolili médium MS.

Za celem zjistit rychly zptisob multiplikace topolu $edého, napt. pro
zajisténi dostatecného mnozstvi rostlinného materialu k experimen-
talni ¢innosti, byla porovnana regenerace extirpovanych vzrostnych
vrchold a nodélnich segmentti kultivovanych na zivném MS médiu.

2 S g /

L fﬂ"’
1 S

Rust apikalnich segmentt topolu Sedého (Populus xcanescens) tti tydny po extirpaci na médiich MS (Murashige a Skoog) - 3A, WPM (Woody
Plant Medium) - 3B a LAM (médium podle LAMBARDI et al. 2000) - 3C, z levé strany do pravé

Fig. 3.

Growth of apical segments of grey poplar (Populus xcanescens) three weeks after extirpation on MS (Murashige a Skoog) - 3A, WPM (Woody
Plant Medium) - 3B and LAM (according to LAMBARDI et al. 2000 medium) - 3C, from the left to the right side
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Obr. 4.

Obsah fotosyntetickych pigmentt v nadzemnich ¢astech topolu sedého (Populus xcanescens) kultivovanych tfi tydny na tfech riznych médiich:
MS (Murashige a Skoog), WPM (Woody Plant Medium) and LAM (according to LAMBARDI et al. 2000). Chl a - chlorofyl a, Chl b - chlorofyl
b, Chl (a+b) - celkovy obsah chlorofyla (a+b), Cars — karotenoidy

Fig. 4.

Content of photosynthetic pigments in above-ground tissues of grey poplar (Populus xcanescens) cultivated three weeks on three different
media: MS (Murashige a Skoog), WPM (Woody Plant Medium) and LAM (according to LAMBARDI et al. 2000). Chl a - chlorophyll a, Chl b -
chlorophyll b, Chl (a+b) - total contents of chlorofylls (a+b), Cars - carotenoids
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Obr. 5.

Jednofaktorova Kruskal-Wallis ANOVA analyza variance (p > 0,05) obsahu chlorofylt a (Chl a; 6A), b (Chl b; 6B), a+b (Chl (a+b); 6C) a karote-
noidu (Cars; 6D) v nadzemnich ¢astech segmenttl topolu $edého (Populus xcanescens) kultivovanych ¢tyfi tydny na tfech raznych kultiva¢nich
meédiich - Murashige a Skoog (MS), Woody plant médium (WPM) a médium podle LAMBARDI et al. (2000) (LAM)

Fig. 5.

Kruskal-Wallis One-Way ANOVA analysis of variance (p > 0.05) of chlorophylls a (Chl ; 6A), b (Chl b; 6B), a+b (Chl (a+b); 6C) and carote-
noids (Cars; 6D) in above-ground tissue segments of grey poplar (Populus xcanescens) cultivated fourth weeks on three different cultivation
media: MS (Murashige a Skoog), WPM (Woody Plant Medium) and LAM (according to LAMBARDI et al. 2000)
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Tab. 1.

Kruskal-Wallis Z-Value test mnohondsobného porovnani obsahu fotosyntetickych pigmentt (chlorofylt a, b, (a+b) a karotenoidu (Cars))
na testovanych médiich Murashige a Skoog (MS), Woody plant médium (WPM) a médium podle LAMBARDI et al. (2000) (LAM) v segmentech
topolu $edého (Populus xcanescens)

Tab. 1.

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test of photosynthetic pigments (chlorophylls a, b, (a+b) and carotenoids (Cars)) contents on
tested media Murashige and Skoog (MS), woody plant medium (WPM) and medium according to LAMBARDI et al. (2000) (LAM) in grey poplar
segments (Populus xcanescens)

Chla LAM MS WPM Chl (a+b) LAM MS WPM
LAM 0 * * LAM 0 * *
MS * 0 MS * 0

WPM * 0 WPM * 0

Chi b LAM MS WPM Cars LAM MS WPM
LAM 0 * * LAM 0 * *
MS * 0 MS * 0

WPM * 0 WPM * 0

* odlisné skupiny (a = 0,05)/* different groups (a = 0.05)

Obr. 6.

Prubéh regenerace extirpovanych vrcholt (6A-6D) a nodalnich segmentt (6E-6H) topolu Sedého (Populus xcanescens) na Murashige a Skoog
médiu. Rist segmentt ¢tyti dny po extirpaci (6A a 6E), tfi tydny po extirpaci (6B a 6F) a ¢tyti tydny po extirpaci (6C, 6D, 6G a 6H). U obrazku
6D a 6H jsou zndzornény bazalni ¢asti segmentt

Fig. 6.

Course of regeneration of extirpated apicals (6A-6D) and nodal segments (6E-6H) of grey poplars (Populus xcanescens) on Murashige and
Skoog medium. Segments growth fourth days after extirpation (6A a 6E), three weeks after extirpation (6B a 6F) and fourth weeks after extirpa-
tion (6C, 6D, 6G a 6H). For pictures 6D and 6H are illustrated basal parts of segments
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Po ¢tyfech dnech od extirpace rostlinnych segmentt bylo pozorova-
no rychlej$i proriistani apikalnich vrcholtl oproti nepatrnému zakla-
dani bo¢nich pupentt u nodalnich segmentd (obr. 6A a 6E). Rozdil
v regeneraci mezi sledovanymi segmenty byl zaznamenan i po tfech
tydnech kultivace, kde zejména u nodalnich segmentt doslo k nad-
mérné tvorbé adventivnich vyhonki pfi jejich bazi (obr. 6F) na tikor
rozristani uzlabniho pupenu, coz nebylo pozorovano u apikalnich
vrcholt (obr. 6B). Prestoze se rozdil v regeneraci u obou ¢asti sledova-
nych segmentt vyrovnal po péti tydnech (obr. 6C a 6G), byla i nadéle
patrnd vysoka tvorba adventivnich vyhonku pti bazi nodélnich seg-
menttl ve srovnani s apikdlnimi vrcholy (obr. 6D a 6H). Vyssi proli-
ferace vyhonku z apikalnich segmentt oproti nodalnim segmenttim
byla zaznamendna napf. u arabského hrachu (Pazos-NavAaRrro et al.
2012) a pukolu okrouhlolistého (NIRANJAN et al. 2010). Naopak napt.
u papriky ¢inské byla vyssi tvorba vyhonki pozorovana u nodalnich
segmentt (KEHIE et al. 2012), kde byla hlavni pfi¢inou tohoto jevu
vy$$i koncentrace exogenné aplikovanych syntetickych cytokinint
v zZivném médiu.

Z nasich pozorovani vyplyvd, Ze extirpované vzrostné vrcholy jsou
vhodnéjs$im materidlem pro mikropropagaci topolu $edého v aseptic-
kych podminkach nez nodalni segmenty, a to z hlediska optimalnéj-
$iho rustu, ale také s ohledem na pracovni proces pasdzovani explan-
tatd, kdy vysoka tvorba adventivnich vyhonkii u nodélnich segmentii
zpomaluje manipulaci s rostlinnym materidlem pfi pasaZovani. Poten-
cial vysoké tvorby u nodélnich segmentt by naopak mohl byt vyuzit
pro rychlé klonové mnozeni vybraného jedince nebo pro experimenty
vyzadujici velké mnozstvi vychoziho materialu, napt. pro ticely trans-
formacnich technik.

ZAVER

Topol Sedy je z hlediska rychlého ristu a regenera¢ni schopnosti vel-
mi vhodnou dfevinou pro kultivaci v aseptickych podminkach. Zjistili
jsme, Ze slozeni zZivného média, stejné jako pouzita ¢ast segmentd pro
multiplikaci rostlin v in vitro podminkach vyznamné ovliviuji rych-
lost regenerace i Zivotnost explantatd. Ze tii testovanych médii bylo
za nejoptimalnéjsi slozeni média vyhodnoceno Zivné MS médium
obohacené o glutamin (10 mg.1"), glycin (2 mg.l?), BAP (0,2 mg.l?)
a IBA (0,1 mgl?). Z hlediska optimalizace mikropropaga¢nich po-
stuptl jsou vhodnéjsi meristematickd pletiva pochazejici z apikalnich
¢asti ve srovnani s nodalnimi segmenty.
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NOVE POZNATKY O REPRODUKCI TOPOLU SEDEHO V IN VITRO PODMINKACH

NEW INSIGHT INTO THE REPRODUCTION OF GREY POPLAR IN IN VITRO CONDITIONS

SUMMARY

Grey poplar (Populus xcanescens Aiton (Sm.)) is a spontaneous hybrid of Populus alba L. and Populus tremula L. with a fast-growing ability
and early reproductive maturity, commonly occuring in a floodplain forests and shore shrubberies. Due to the infection pressure caused by
fungi pathogens (e.g. Hymenoscyphus fraxineus T. Kowalski) and death of many varieties of ash stands located at floodplain forests in the Czech
Republic, selection of new tree species with eligible traits is needed. Therefore, grey poplar population with unique phenotype traits located at
the Znojmo region (South Moravia, Czech Republic) have been selected as one of the perspective woody plant species for replacement of ash
plantings using biotechnology methods.

The main object of the presented study is to explore an effective micropropagation method for grey poplar species with focus on medium
composition and type of plant segments used for subsequent regeneration. The influence of three culture media - Murashige and Skoog medium
(MS), woody plant medium (WPM), and medium according to LAMBARDI et al. (2000) (LAM) differing in nutrition and phytohormone
compositions have been followed in relation to shoot-tip segments growth. The best regeneration responses of plants during three weeks of
cultivation have been achieved on MS medium enriched in glutamine (10 mgl”), glycine (2 mgl"'), BAP (0.2 mgl"') and IBA (0.1 mgl"')
in comparison to WPM and LAM medium (Fig. 2 and 3). According to spectrophotometric analysis of photosynthetic pigments including
chlorophylls a and b (Chl a and Chl b) and carotenoids (Cars) by using 80% acetone as extractant solvent, no significant differences in pigment
concentrations have been detected on MS and WPM media (p > 0.05), even though the obvious anthocyanins formation at the marginal parts
of leaves as well as at the base of segments were determined on WPM medium especially after three weeks of cultivation (Fig. 3, 4 and 5; Table
1). Additionally, apical segments cultivated on LAM medium exhibited significant reduction of photosynthetic pigments down to 31.57%
(Chl a), 39.13% (Chl b) and 44.51% (Cars) in comparison to MS medium (Fig. 4 and 5). Similar trends with significant decrease of Chl and
Cars contents were evaluated in variant LAM contrary to variant WPM medium in which the contents of Chl a, Chl b and Cars were up to
95.74%, 108.6% and 106.26% respectively (Fig. 5 and 6). Moreover, in vitro organogenesis from grey poplar apical and nodal segments revealed
faster shoots regeneration and subsequent proliferation in excised apical segments on selected MS medium in comparison to excised nodal
segments in which lateral buds formations was unequal and delayed due to excessive adventitious shoots formation at the base of segments
(Fig. 6). The enormous formation of adventitious shoots has also negative effects in the point of time demandingness during manipulation and
micropropagation of plants. These results clearly indicate that modified MS medium containing plant growth regulators has positive effects on
plant growth and vitality of grey poplars, while apical segments are the most desirable for in vitro shoot regeneration. In summary, we found the
importance of medium composition and a type of segments used for efficient in vitro micropropagation technique of grey poplar.
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