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METHOD OF RAPID REGENERATION OF GREY
POPLAR (POPULUS XCANESCENS AITON SM.)
USING IN VITRO ORGANOGENESIS

Abstract

To preserve valuable phenotype traits of grey poplars (Populus xcanescens Aiton
Sm.) located in floodplain forest at Dyjakovice village (South Moravia, Czech
Republic), method for vegetative reproduction using biotechnology technique has
been developed. Ex situ clonal propagation was established according to in vitro
organogenesis proceedings followed by shoots proliferation, multiplication of
explants and induction of roots formation. Subsequently, the vital, regenerating and
growing explants of grey poplars achieving the appropriate qualitative parameters
have been rooted and transferred into the substrate to be gradually adapted for
semi-sterile greenhouse conditions. The medium composition and manipulation
with plant tissue cultures during cultivation are in detail described in this method
with respect to all persons interested in.
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1 UvoD

Domaci druhy topold jsou v lesnich ekosystémech nenahraditelné z hlediska
lesniho hospodafstvi, nebot tvori hlavni slozku stromového patra luznich lest
(CizkovA 2007). Topol Sedy (Populus xcanescens Aiton Sm.) z &eledi vrbovitych
(Salicaceae) je spontanni kiizenec topolu bilého (Populus alba L.) a topolu osiky
(Populus tremula L.) s rozsitenim v Ceské republice zejména v tivalech fek Moravy,
Dyje, Svratky a Odry. Roste na ptudach bohatsich, kyprych a vlhkych, ale dobfe
snasi i sussi a chudsi stanoviste, véetné kyselejsich pud. Kofenovy systém topo-
lu $edého je mohutné vyvinuty a vyznacuje se vysokou kofenovou vymladnosti
s rozsahem az za obvod koruny (MoTTL 1998; URADNICEK et al. 2009). Pro rychly
riist, béhem néhoz dosahuji stromy vysek az 35m jiz ve véku 30-40 let, 1ze topol
$edy vyuzit v lesnim hospodarstvi nejen z hlediska produkce dfeva a biomasy, ale
i v ramci ochrannych opatfeni, napf. pfi ochrané proti ptidni erozi a pii tvorbé ze-
lené v krajiné (MoTTL 1998; URADNICEK et al. 2009).

Na tizemi Ceské republiky se unikatni a lesnicky cennd populace topolu sedého
nachdzi v luznich lesich na Znojemsku (LS Znojmo, revir Jaroslavice, lokalita Luzni
les u Dyjakovic), je tvorena jedinci vys$sich vékovych tfid s cennymi fenotypovy-
mi znaky, napf. tzkou korunou a rovnym priibéznym kmenem s dobrym ¢isténim
(BURIANEK, NOVOTNY 2016). V téze lokalité jsou umélou obnovou zakladany po-
rosty olSe a jasanu, které v soucasné dobé podléhaji infekénimu tlaku houbovych
patogentt Hymenoscyphus fraxineus s anamorfnim stadiem Chalara fraxinea T. Ko-
walski a Phytophthora spp, v jejichz diisledku dochazi k chfadnuti a odumirani po-
rostit (CERNY et al. 2016; L1§ka, LORENC 2017). Topol $edy patfi mezi jednu z mala
perspektivnich drevin, ktera dokaze posilit stabilitu a podpofit biodiverzitu luznich
lestL. Jelikoz ptirozend obnova tohoto druhu probihd omezené a klasické metody
vegetativni reprodukce selhavaji (nizka uspésnost fizkovani, odumirani roubovan-
ctt), biotechnologické postupy reprodukce predstavuji vyznamnou alternativu pro
uspésné zachovani cennych genotypti a zajisténi dostate¢né reprodukce topolu $e-
dého v podminkach ex situ.



2 CiL METODIKY

Cilem metodiky je popsani efektivniho zptisobu vegetativni reprodukce topolu Se-
dého (Populus xcanescens Aiton (Sm.) s vyuzitim biotechnologickych postupi in
vitro organogeneze. Uvedené standardizované postupy lze vyuzit napt. pro zacho-
vani a reprodukci cennych genotypu s vysokou produkéni schopnosti, nachdazeji-
cich se v luznich lesich na lokalité Dyjakovice (revir Jaroslavice, LS Znojmo).

3 VLASTNI POPIS METODIKY

3.1 Princip metody

Vegetativni reprodukce topolu $edého (Populus xcanescens Aiton Sm.) metodou in
vitro organogeneze je jednim z efektivnich zptisobt vegetativniho rozmnozovani.
Touto metodou Ize zajistit geneticky identicky sadebni material u vybranych jedin-
ct v relativné kratkém casovém obdobi (4 mésice). Princip metody spociva v za-
lozeni primarnich kultur z dormantnich pupent vybranych donorovych jedinci
topolu $edého, které jsou po povrchové sterilizaci preneseny do aseptickych pod-
minek na agarovd zivna média, na nichz je cilené stimulovana tvorba vyhont. Pti
dostate¢ném nartstu nadzemni ¢asti rostlin jsou explantatové kultury pasazovany
a multiplikovany v pravidelném intervalu za Gc¢elem ziskani dostate¢ného mnozstvi
rostlinného materialu. Vypéstované mikrotizky jsou preneseny na zakorenovaci
agarové zivné médium, z néhoz jsou rostliny s vyvinutymi kofeny umistény do se-
mi-sterilnich podminek a pfesazeny do sadbovac¢ti naplnénych agroperlitem. Mla-
dé rostliny jsou postupné aklimatizovany na prosttedi s nizkou relativni vlhkosti
a poté jsou vysazeny do substratu obsahujictho pfimés perlitu a raseliny. Pro dopés-
tovani jsou vypéstky nejprve umistény do skleniku a poté do venkovnich podmi-
nek, s cilem ziskat vysadby schopné sazenice. Vzhledem k velmi rychlé regeneraci,
rtistu, vysoké schopnosti zakladani postrannich vyhonti a nendro¢nosti na obsah
makroelementt i mikroelementii v Zivnych médiich, je topol $edy velmi vhodnou
drevinou pro in vitro mikropropagaci.

V souhrnu metodika popisuje postup pripravy rostlinného materiélu pro stimulaci
organogeneze v in vitro podminkach a naslednou aklimatizaci na podminky ex situ.



3.2 Materialni a technické zabezpeceni

Pristrojové vybaveni:

analytické véhy, autoklav, horkovzdusny sterilizator, laboratorni michacka, ledni¢-
ka, kultiva¢ni box, laminarni box, sterilizator laboratornich nastroji, pH metr, ka-
han

Chemikalie:

destilovand voda, médium Murashige a Skoog (1962) komer¢né dostupné pod
nédzvem Murashige and Skoog Basal Salt Mixture nebo komponenty, z nichz se
médium pripravuje (dusi¢nan amonny, dusi¢nan draselny, chlorid vipenaty, siran
hofe¢naty, dihydrogen fosfore¢nan draselny, zelezito-sodna sul kyseliny etylendia-
minotetraoctové, siran Zeleznaty, kyselina boritd, siran manganaty, siran zine¢naty,
siran médnaty, jodid draselny, molybdenan disodny, chlorid kobaltnaty, thiamin
a myo-inositol), kyselina nikotinova, pyridoxin-HCI, glycin, glutamin, 6-benzyla-
minopurin (BAP), kyselina indol-3-maselna (IBA), agar (CL 97, Dr. Kulich Phar-
ma, s. I. 0.), sachardza, hydroxid draselny, ethanol, komer¢né dostupné dezinfekéni
¢inidlo KORSOLEX®*plus (9,2 g N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropan-1,3-diamin
a 13,0 g didecyldimethylammoniumchlorid).

Drobné pomiucky:

pinzeta, skalpel, 1zicky, vaZenky, pipety a $picky, magnetické michadlo, odmérny
valec, stojanek na nastroje, Petriho miska sklenénd 15 cm, kruhové filtra¢ni papiry
12,5 cm, sirky, bunicina, sterilni nadoby pro kultivaci in vitro explantatd, mikrote-
nové sacky, chladici taska, sadbovace s podtacky, plastové uzaviraci nadoby

Pozadavky na praci:

Pfi prevadéni dormantnich pupenti z ex vitro do in vitro podminek je nezbytné
dodrzovat aseptické podminky pfi manipulaci s rostlinnym materialem, aby byla
s nejvyssi udinnosti eliminovana pfipadna externi kontaminace.

Rostlinny material

Vychozim materidlem pro zaloZeni explantatovych kultur topolu $edého (Populus
xcanescens Aiton Sm.) jsou rouby (Cerstvé vitalni vétvicky, nejvhodnéji z terminal-
nich vyhont s poc¢tem cca 5-10 pupentl) z vybranych donorovych jedinct (sbér cca



30 pupent od kazdého) odebrané v jarnim obdobi pfed vyrasenim pupenti (konec
unora/ zacatek biezna v zavislosti na klimatickych podminkach). Odebrany rostlin-
ny material se fadné oznaci, vlozi do mikrotenovych sackd, uchovava se v chladici
tasce pro prevoz do laboratore, kde je uskladnén pii teploté 4 °C do nasledného
zpracovani (material by mél byt zpracovan neprodlené béhem nékolika dni).

Kultiva¢ni média

Zalozeni primarnich kultur a multiplikaci in vitro rostlin provadime na tzv. induk¢-
nim médiu (Tabulka 1), které pfipravime bud rozpusténim komeréné dostupné
smési Murashige and Skoog Basal Salt Mixture (MS; Sigma-Aldrich), nebo jednot-
livych makroelementti a mikroelementt ve slozeni a koncentraci uvedenych podle
MURASHIGE a SKOOG (1962) v destilované vodé a obohacené o glutamin (10 mg.l™"),
glycin (2 mgl'), IBA (0,1 mgl'), BAP (0,2 mg.l') a sacharézu (30 g.I"'). Agar se
pridava v mnozstvi 6 gI' a pH = 5,8 se upravuje pomoci 1M KOH. Pro stimulaci
tvorby kofent pouzivame tzv. zakofeniovaci médium (Tabulka 1), které se sklada
z polovi¢ni koncentrace makroelementti i mikroelementd obsazenych v MS mé-
diu, glutaminu (10 mg.1"), glycinu (2 mg.l"), IBA (0,5 mg.l'), sacharézy (5 gl')
aagaru (6 g1"). Finalni hodnota pH = 5,8 v roztoku se upravuje pomoci 1M KOH.
Kultiva¢ni média rozlévame do ptipravenych kultiva¢nich nadob, které byly pred
pouzitim umistény do horkovzdusného sterilizatoru (160 °C/ 2 h). Zivna média
obsahujici vSechny komponenty véetné fytohormonil sterilizujeme pti 120 °C
v autoklavu po dobu 20 minut. Média jsou uchovavana pii laboratorni teploté pro
nasledné pouziti.

3.3 Zakladani primarnich kultur, mikropropa-
gace a multiplikace topolu sedého

Pupeny se sterilizuji 20 min v saponatu Tween®20 (2 kapky na 10 ml), 20 min v roz-
toku KORSOLEX®plus (25ml/ 500ml destilované vody), nasledné se promyvaji
20 min pod tekouci vodou, na 15 min jsou ponofeny do roztoku HgCl, (1 mg.l")
a na zavér jsou v laminarnim flow-boxu 3 x ponofeny na 15 min do sterilni destilo-
vané vody. Takto oSetfené pupeny se premisti do sterilni nadoby naplnéné sterilni
destilovanou vodou, kde setrvavaji pro naslednou manipulaci. Z pupent se odstra-
ni ve sterilnim prostfedi na Petriho misce pomoci skalpelu a pinzety povrchové
$upinky. Extirpované vzrostné vrcholy se umisti do sterilnich nadob obsahujicich
indukéni médium. Pro uspéSnou organogenezi je nezbytné neposkodit vzrostny
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vrchol, ktery obsahuje meristematické bunky schopné bunééného déleni, tedy rast
a vyvoj rostlinnych organii (zejména pryta) za optimalniho poméru fytohormoni
v kultiva¢nim médiu. Zalozené explantatové kultury se udrzuji v fizenych svétel-
nych i teplotnich podminkach (21 °C, 16 h/ 8 h svételna fotoperioda s intenzitou
osvétleni 30 pmol.m2s™). Po 4-6 tydnech dochazi k proliferaci nasazenych explan-
tat v pryty (Obr. 1A). Do obdobi zajisténi dostate¢ného mnozstvi mikrofizki, nez

Tab. 1: SloZeni Murashige a Skoog (MS) kultivaéniho média pouzivaného pro zalozeni
in vitro primarnich kultur rostlin, multiplikaci a zakofenéni explantat(.

Indukéni médium Zakorenovaci médium

Chemikalie mg.H mg.I"
KNO, 1900 950
NH,NO, 1650 825
Makroelementy CaCl,-2H,0 440 220
MgSO,-7H,0 370 185
KH,PO, 170 85
Na,EDTA 37,3 18,65
FeSO,-7H,0 27,8 13,9
H,BO, 6,2 3,1
MnSO,-H,0 16,9 8,45
Mikroelementy ZnSO,-7H,0 8,6 4.3
Kl 0,8 0,4
Na,MoO,-2H,0 0,25 0,125
CuSO,'5H,0 0,25 0,125
CoCl,-6H,0 0,025 0,0125
Myo-inositol 100 50
Thiamin 1 0,5
Vitaminy Kyselina nikotinova 0,5 0,25
a organicke latky  pyridoxin HCI 0,5 0,25
Glutamin 10 10
Glycin 2 2
Fytohormony BAP 02 -
IBA 0,1 0,5
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se pfemisti do semi-sterilnich podminek (20ks pryti od kazdého vybraného klo-
nu), jsou axilarni, pfipadné adventivni vyhony multiplikovany na Zivném médiu
(zpravidla 2 mikrofizky ve sterilni nadobé) s pribliznym intervalem regenerace 3-4
tydny (Obr. 1B), ktery je shodny s intervalem i pro jiné druhy topold, napt. topol
osika (MALA et al. 2010), topol bily (KESERU et al. 2015) a topol cerny (WHITEHEAD
a GILES et al. 1977). Je v8ak nezbytné zminit, ze béhem mikropropagace se mohou
projevit vyrazné klonové rozdily u explantatt topolu $edého v in vitro kulturach ne-
jen v rychlosti prirtistani a zakladani vyhont, ale i ve schopnosti tvofit kofeny. Jed-
na se pravdépodobné o projev vlastnosti pouzitého mikrotizku (napf. velikost a ¢ast
segmentu a vyvojové stadium) a samotného genotypu rostliny, pficemz vSechny
rostliny vyuzivame k zakofenéni.

Ke stimulaci zakofenéni dochazi presazenim kultur v multiplika¢ni fazi (vzdy po 1
vyhonu ve sterilni nadobé) na zakotenovaci médium (vzdy po 1 vyhonu ve steril-
ni nddobé) se zvysenou koncentraci fytohormonu IBA (0,5 mg.l?). Z celé skupiny
testovanych auxint uvedl JIANG et al. (2015) za nejucinnéjsi fytohormon stimuluji-
ci tvorbu kofent u topolu kanadského (Populus xeuramericana Neva') pravé exo-
genni aplikaci IBA v koncentraci 1 mg.I". Po zhruba 1-2 tydnech je patrna tvorba
kotenti (Obr. 1C a 1D). Dostate¢né vyvinuté mikrofizky s kofeny, u nichz je kvalita
posuzovana vizualné na zakladé morfologickych znakt (délka primérniho kofene
a tvorba postrannich kofenil), jsou nasledné presazeny do ptipraveného agroperlitu
za uCelem dopéstovani kompletnich rostlin. Po celou dobu udrzovani rostlin v in vi-
tro podminkach je dtilezité prubézné sledovat zdravotni stav explantatovych kultur
z diivodu snizeni rizik nezadoucich kontaminaci. V ptipadé vyskytu kontaminace
zpusobenou plisni nebo bakterii je rostlinny material neprodlené vyrazen ze sbirky
explantatt a zlikvidovan.

[+]

3.4 Aklimatizace mikrorizkd

In vitro zakofenéné explantaty se presazuji do sadbovac¢tt Quick Pot T 35 napl-
nénych agroperlitem (Perlit Praha spol. s. r. 0.), které se umisti do plné priklope-
nych plastovych boxii (Obr. 2A a 2B). Ptirtstajici vyhony jsou pravidelné zaléva-
ny tekutym Zivnym MS médiem, které neobsahuje fytohormony a sacharézu a je
fedéno v poméru 1 : 10 destilovanou vodou. Po 1-2 tydnech aklimatizace (21 °C,
24 h svételna fotoperioda s intenzitou osvétleni 30 pmol.m?s™) v sadbovacich jsou
dobfe vyvinuté rostliny presazeny do vétsich sadbovact Quick Pot T 60 (Obr. 2C)
obsahujicich nesterilni péstebni substrat pripraveny ze smési zeminy (Zahradnic-
ky substrat a. s. Sobéslav), raseliny (Raselina a. s. Sobéslav) a perlitu (Perlit Praha
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spol. s. 1. 0.) v poméru 2 : 1 : 1. Béhem nadchazejicich 3 tydnu se rostliny adaptuji
na relativné nizké vlhkostni podminky vnéjsiho prostiedi postupnym odklapénim
(5-10cm/ tyden) vrchni ¢4sti plastového krytu (Obr. 2D). Pti postupné aklima-
tizaci je nutné vzit v uvahu, Ze rostlinné explantaty v in vitro kulturach se zcela

lisi svymi vlastnostmi od rostlin kultivovanych v nesterilnich podminkach, napt.

Obr. 1: Mikropropagace topolu Sedého (Populus xcanescens Aiton Sm.) v in vitro pod-
minkach. Rust apikalnich vyhon( a prordstani adventivnich vyhont (1A), multi-
plikace rostlinného materialu (1B) a indukce tvorby kofent (1C a 1D) na zZivném
a zakoreriujicim MS (Murashige a Skoog) médiu.
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nemaji ochranné mechanismy v podobé voskové kutikuly, trichom, regulace pra-
duchi, vyznacuji se pritomnosti velkych mezibuné¢nych prostor se snizenou dife-
renciaci palisddovych bunék a nizkym obsahem chlorofylu (HAzARIKA et al. 2003;
KaNG a CHUN 1997), proto je nezbytna zvy$ena pozornost a kontrola z hlediska
stavu rostlin. Pfikladem mutiZze byt véasnd diagnostika napf. snizeného turgoru vody

Obr. 2: Aklimatizace topolu Sedého (Populus xcanescens Aiton Sm.) na semi-sterilni
podminky. Rust mikrofizkd ve zcela zakrytych sadbovacich obsahujici agroper-
lit (2A a 2B) a jejich nasledna kultivace v substratu s postupnym snizovanim
relativni vihkosti vzduchu (2C a 2D).
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v pletivech rostlin (uvadani), které miize signalizovat nedostate¢nou aklimatizaci
na nizsi relativni vlhkost v okolnim prosttedi (PROCHAZKA et al. 2003).

Po zcela plném odklopeni plastového krytu jsou rostliny premistény na plochu
s moznosti ¢aste¢né regulace cirkulace vzduchu, na niz rostliny setrvaji priblizné
1-2 tydny. Po adaptaci a otuzeni se jedinci s dostate¢né vyvinutymi kvalitnimi fe-
notypovymi znaky (Obr. 3A) prenesou do venkovniho skleniku (Obr. 3B a 3C).
Doporucujeme zvolit pfi pfenosu rostlin do skleniku vegetaéni obdobi, kdy se pri-
mérné denni teploty pohybuji mezi 10-25 °C. Ve skleniku probiha adaptace rostlin
topolu $edého na denni svétlo, rostliny jsou pravidelné zalévany a kontrolovany

Obr. 3: Adaptované rostliny topolu $edého (Populus xcanescens Aiton Sm.) (3A) a je-
jich umisténi do skleniku (3B a 3C) s naslednym pfemisténim na venkovni
zahon (3D).
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z hlediska zdravotniho stavu s dirazem na vyskyt chorob a skidcti. Pro dokonceni
uplné aklimatizace jsou sadbovace s rostlinami preneseny na venkovni zahony za-
stinéné textilii za ucelem dopéstovani vysadby schopnych sazenic (Obr. 3D).

4 SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Standardizovand metodika vegetativni reprodukce topolu $edého (Populus xca-
nescens Aiton Sm.) s vyuzitim biotechnologickych postupti pro dopéstovani vysad-
by schopnych sazenic nebyla dosud u vybraného druhu topolu popsana. Vzhledem
k velkému zdjmu LCR, s. p., 0 uchovani cennych jedinci topolu $edého nachéze-
jicich se v luznim lese reviru Jaroslavice u obce Dyjakovice a provozné nizké spo-
lehlivosti metody mnozeni s vyuzitim dfevitych fizku je reprodukce topolu sedého
zejména prostrednictvim organogeneze in vitro jedinou cestou, jak ziskat gene-
ticky identicky sadebni materidl hospodarsky cennych klonti v mnozstvi, které je
omezovano pouze vyrobnimi kapacitami.

5 POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika je zpracovana v prehledné formé za ucelem poskytnout ziskané zkuse-
nosti a poznatky vegetativniho mnozeni topolu $edého pomoci biotechnologickych
postupt. Vyuziti poznatkii od zalozeni primarnich kultur, multiplikace, zakofeno-
vani, aklimatizace az po ziskani vysadby schopnych vypéstki je uréeno nejen pro
pracovniky z lesniho provozu, statni spravy, vyzkumnych instituci, univerzit, $kol-
katrskych firem, ale i pro individualni zdjemce o danou problematiku. Predlozena
metodika miZze byt vhodnou predlohou pro zachovani i jinych, nejen hospodarsky
cennych druht lesnich drevin s vyuzitim biotechnologickych postupt, napt. v ram-
ci Narodniho programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfevin.
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6 EKONOMICKE ASPEKTY

Naklady na zavedeni postupt uvedenych v metodice jsou odvislé od skute¢nosti,
jestli se zavadi zcela novy provoz pro mikropropagaci topolu $edého nebo se uve-
dend metodika implementuje na pracovistich s provozem tkanovych kultur. V pfi-
padé, ze laboratot jiz pracuje s explantaty v aseptickych podminkach, jsou naklady
na zavedeni postupu dané predevs§im nakupem béznych chemikalii pro pfipravu
kultiva¢nich médii a potfebného spotfebniho materialu. V druhém pripadé, kdy se
zavadi zcela novy provoz pro préci s in vitro kulturami se naklady zna¢né navysuji
o vybaveni pro sterilizaci materialu a kultiva¢nich médii: autoklav a horkovzdus$ny
sterilizator (od 150 tis. K¢), praci s tkanovymi kulturami: kultivaéni box a lami-
narni box (od 450 tis. K¢), pristroje pro pripravu a uchovani kultiva¢nich médii:
analytické vahy, stolni pH-metr, laboratorni michacka, chladnicka a pipety (od 95
tis. K¢), spotfebni material souvisejici s praci v laboratofi a postupnou aklimatizaci
v nesterilnich podminkach: sklo, plasty, chemikalie, pinzety, ntzky, skalpely, plas-
tové boxy a sadbovace (80 tis. K¢) a kultivaci ve venkovnich podminkéch (sklenik,
venkovni zdhon).

vvvvv

mnozeni vybranych jedinct s fenotypové i genotypové cennymi vlastnostmi, ne-
bot metoda vegetativniho mnozeni topolu $edého fizkovanim neni zdaleka tolik
uspésnd. Ze zaloZenych explantatovych kultur Ize uvedenymi metodickymi postupy
ziskat v kratkém c¢asovém tseku neomezené mnozstvi vysadby schopnych vypéstkil.
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METHOD OF RAPID REGENERATION OF GREY
POPLAR (POPULUS XCANESCENS AITON SM.)
USING IN VITRO ORGANOGENESIS

Summary

This method presents micropropagation technique of grey poplar (Populus
xcanescens Aiton Sm.), which belongs for its rapid growth, high regenerative ability
and early reproductive maturity to a very suitable woody plant species used for
cultivation under aseptic conditions. Natural population of grey poplar located in
floodplain forest at Dyjakovice village (South Moravia of the Czech Republic) is
characterized by unique and valuable phenotype traits. According to a very low
reproduction success of grey poplar by cutting, method of vegetative propagation
based on in vitro organogenesis has been developed. Detail proceedings of
organogenesis, multiplication, rooting and aclimatization have been followed with
a high attention to vitality and regeneration of plant tissue cultures. Propagated
grey poplars were cultivated on modified agar MS medium (Murashige and Skoog,
1962) enriched in glutamine (10 mg.l"), glycine (2 mg.I"'), BAP (0.2 mg.l"'), and
IBA (0.1 mgl"') in which rapid regeneration was observed (approximately 3-4
weeks). To induce roots formation, higher concentration of IBA (0.5 mg.l") was
applied. The healthy and rooting explants have been directly transferred into the
pots containing substrate in which they have been gradually acclimatized under
the control room conditions. Well adapted plantlets to surrounding environment
were placed into the greenhouse and then into the outdoor flower bed, where they
remain for next manipulation.

Taken together, we suppose that investigated micropropagation method will
provide enough information how to preserve and contribute to gene conservation
of grey poplar species.
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