LESNICKY PRUVODCE

y 4

c\kovane
Lk

Ing. EVA POKORNA, Ph.D.
a kol.



Metodika pro bezpecné uchovani
in vitro kultur topolu sedého
(Populus xcanescens Aiton Sm.)
v ultranizkych teplotach

Certifikovana metodika

Ing. Eva Pokorna, Ph.D.
Ing. Milos$ Faltus, Ph.D.
Ing. Pavlina Machova, Ph.D.
Mgr. Matéj Semerak

Ing. Jifi Zamecnik, CSc.

Strnady 2018



Lesnicky priivodce 5/2018

Vyzkumny tstav lesniho hospodafstvi a myslivosti, v. v. i.

Strnady 136, 252 02 Jilovisté

www.vulhm.cz

Publikace vydané v fadé Lesnicky pruvodce jsou dostupné v elektronické verzi na:
http://www.vulhm.cz/lesnicky_pruvodce

Vedouci redaktor: Ing. Jan Reza¢; e-mail: rezac@vulhm.cz
Vykonna redaktorka: Miroslava Valentova; e-mail: valentova@vulhmop.cz

Graficka uprava a zlom: Kléra Simerova; e-mail: simerova@vulhm.cz

ISBN 978-80-7417-173-4
ISSN 0862-7657



METHODOLOGY FOR SAFE PRESERVATION
OF IN VITRO CULTURE OF GREY POPLAR
(POPULUS xCANESCENS AITON SM.)
IN ULTRA-LOW TEMPERATURES

Abstract

This methodology describes two biotechnological approaches including
micropropagation and cryopreservation for safe and long-term storage of grey
poplar (Populus xcanescens Aiton Sm.) species under ultra-low temperatures
(-196 °C). In vitro culture from donor grey poplar dormant buds has been established
according to organogenesis induction. Grey poplar shoots were multiplyed on
modified MS medium enriched in 10 mgl"' glutamin, 2 mg.I" glycin, 0.2 mg.I"
6-benzylaminopurine (BAP) and 0.1 mg.l" indole-3-butyric acid (IBA) to ensure
sufficient amount of explants for their storage in -196 °C. Grey poplar explants
were pre-cultivated for six weeks and then the apical segments were extirpated for
cryopreservation protocol. Subsequently, grey poplar apical segments were treated
with cryoprotective solutions (vitrification method) and immersed into the liquid
nitrogen. Eight weeks after thawing we achieved 90% of regenerated grey poplar
apical segments on modified MS medium characterized by shoot growth. The
individual steps of micropropagation as well as cryopreservation of grey poplar
explants are in details described in this methodology with the assumption to use
this protocol for other valuable and threatened woody plant species.

Key words: in vitro culture, grey poplar (Populus xcanescens Aiton Sm.),
cryoprotective solution, cryopreservation
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1 UvoD

Rostlinné explantatové kultury (in vitro kultury neboli tkanové kultury) jsou za-
kladany z izolovanych ¢ésti rostlin napt. spér, semen, nezralych a zralych zarod-
kd, organt, pletiv, jednotlivych bunék i bunék zbavenych bunéénych stén (proto-
plasty), které jsou kultivovany v in vitro podminkach. Pro zakladani{ a udrzovani
téchto kultur se uplatiiuje poznatek vysoké regeneraéni schopnosti rostlin a rovnéz
i zachovani schopnosti rostlinné bunky dat ostatnim bunkam vznik rostlinného
téla, tzv. totipotence (PRocHAZKA et al. 2003; PAVLOVA, FISCHER 2011). Rist a vy-
voj rostlinnych explantatt probiha na zivném médiu o definovaném slozeni ve ste-
rilnim prostfedi pfi zcela kontrolovanych podminkich (GAIkwaD et al. 2017).
Tkanové kultury maji znaény vyznam v rostlinnych biotechnologiich, ve kterych
umoznuji nové pristupy napf. v oblasti produkce rostlin a zlep$eni jejich stavu,
eliminaci chorob, produkci sekundarnich metabolitd a bezpe¢ného uchovavani
(BrOJWANI 1990). Pro zakladani in vitro kultur lesnich dfevin se vyuzivaji nej-
riznéjsi ¢asti rostlinnych pletiv a organti, od kalusti, embryi, déloznich listka,
apikalnich a nodélnich segmentti, po kofeny, vyhonky, dormantni pupeny a jiné
(MINOCHA, JAIN 2000).

V Ceské republice jsou ohrozené a cenné druhy lesnich dfevin v z4jmu pozornosti
nejen jednotlivych vlastnikd a odborniki z oblasti lesntho hospodarstvi, ale i or-
ganl statni spravy. Ministerstvo zemédélstvi si v rdmci vyhlaSeného Narodniho
programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfevin na obdobi 2014-2018
klade za hlavni cil zachovat a reprodukovat genofond lesnich dfevin jako soucast
nérodniho bohatstvi pro budouci generace. Za timto tcelem je pro budouci vyuziti
hodnotnych a ohrozenych populaci lesnich dfevin v lesnim hospodafstvi Ceské re-
publiky zi{zena banka osiva a explantit provozovand VULHM, v. v. i, ktery dlou-
hodobé uchovava pozadované vzorky konkrétnich druhti dievin ve specifickych
podminkéch.

Jednim z moznych pristupt bezpe¢ného uchovani lesnich dfevin vedle kultivace
explantatovych kultur je i vyuziti metody kryoprezervace, kterd umoziuje v ultra-
nizké teploté kapalného dusiku (-196 °C) dlouhodobé skladovat genetické zdro-
je rostlin. Pfi teploté kapalného dusiku jsou u rostlinného materialu pozastaveny
nejen metabolické a biochemické procesy, ale i bunééné déleni, u uskladnéného
rostlinného materialu neprobihaji zmény a nedochdzi ke zhorseni jeho stavu (Ka-
VIANT 2011). V této metodice je za modelovou dfevinu uréenou ke kryoprezer-
vaci explantitovych kultur lesnich drevin vybran topol $edy (Populus xcanescens
Aiton Sm.), ktery je z hlediska rychlé regenerace a pomérné kratkého intervalu



3-4 tydni multiplikace mikrofizki (Z1zkovaA et al. 2017) velmi vhodnou dfevinou
pro optimalizaci postupu kryoprezervace s naslednym vyuzitim i pro jiné druhy
lesnich dfevin. POKORNA et al. (2017) zjistili, Ze topol Sedy nejlépe roste na zivném
Murashige a Skoog médiu (MURASHIGE, SKOOG 1962) obohaceném o glutamin
(10 mg.I"), glycin (2 mg.1"), BAP (0,2 mg.l') a IBA (0,1 mgl"), pficemz extirpova-
né vzrostné vrcholy jsou vhodnéjsim materidlem k mikropropagaci explantati ve
srovnani s nodalnimi segmenty. Tyto poznatky jsou v metodice uplatnény zejmé-
na pro zajisténi dostate¢ného materidlu urceného ke kryoprezervaci. Predkladana
metodika bezpe¢ného a dlouhodobého uchovani topolu $edého v zZivotaschopném
stavu pfi plisobeni ultranizké teploty je zameéfena na aplikaci jedné z kryoprezer-
vacnich technik, a to vitrifikaci s vyuzitim kryoprotektivnich roztokd.



2 CIL METODIKY

Cilem této metodiky je popsat bezpe¢ny a dlouhodoby zpiisob uchovani in vit-
ro kultur topolu $edého (Populus xcanescens Aiton Sm.) v ultranizkych teplotach
(-196 °C). Vyznamnou soucasti metodiky je pracovni postup, ktery podrobnéji
popisuje hlavni kroky kryoprezervace topolu $edého shrnuté v ¢astech a) princip
metody, b) materialni a technické zabezpeceni, c) zakladani primarnich kultur, mi-
kropropagace a multiplikace topolu Sedého v in vitro podminkach, d) predkultivace
rostlinného materiélu, e) vitrifikace, ) oSetfeni ultranizkou teplotou (-196 °C) a g)
regenerace rostlinnych segmentt. Metodické postupy uplatnéné pro kryokonzerva-
ci explantatovych kultur topolu $edého lze s prislusnymi modifikacemi vyuzit i pro
dal$i druhy lesnich drevin. Uvedeny vitrifika¢ni postup jsme vyzkouseli napt. pro
jablon lesni (Malvus sylvestris L.).



3 VLASTNI POPIS METODIKY

a) Princip metody

Metoda je zalozena na bezpe¢ném a dlouhodobém uchovani vybranych druht les-
nich dfevin pro budouci generace s vyuzitim vitrifika¢niho postupu, pfi kterém
jsou aplikovany kryoprotektivni roztoky snizujici obsah vody v rostlinnych bun-
kach a pomoci nichz se mize dosahnout az tzv. skelného stavu (amorfni pevna faze
hmoty, kterd umoznuje uchovéni rostlinného materialu ve stabilnim a funkénim
stavu zabranujici tvorbé ledovych krystalil). K navozeni optimalniho stavu rost-
linného materidlu uréeného ke kryoprezervaci predchdzi proto nékolik opatfeni,
které je nezbytné z hlediska tispésnosti metody dodrzet. Jedna se predevsim o akli-
matizaci in vitro kultur v kultivaéni mistnosti se snizenou teplotou (4 °C) po dobu
6 tydna a aplikaci roztoku sachardzy k rostlinnym explantatdm 2 tydny pred izolaci
vzrostnych vrcholt. V pribéhu vitrifikace jsou postupné aplikovany kryoprotektiv-
ni roztoky se zvysujici se koncentraci sachardzy pro dosazeni skelného stavu u rost-
linnych bunék pred uchovanim v ultranizkych teplotach (-196 °C).

b) Materialni a technické zabezpeceni

Pristrojové vybaveni:

analytické vahy, autoklav, horkovzdusny sterilizator, laboratorni michacka, chlad-
nicka, kultiva¢ni box, lamindarni box, sterilizator laboratornich néstrojt, pH metr,
kahan, Dewarova nadoba na kapalny dusik, Dewarova nadoba pro ulozeni vzorki
v kapalném dusiku, PC, tiskdrna ¢drového kddu, tiskarna

Chemikalie:

destilovana voda, médium MURASHIGE, SKOOG (1962) komer¢né dostupné pod
nazvem Murashige and Skoog Basal Salt Mixture (MS; Sigma-Aldrich) nebo kom-
ponenty, z nichz se médium pripravuje (dusi¢nan amonny, dusi¢nan draselny,
chlorid vapenaty, siran hofe¢naty, dihydrogen fosfore¢nan draselny, zelezito-sod-
na stl kyseliny etylendiaminotetraoctové, siran Zeleznaty, kyselina boritd, siran
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manganaty, siran zine¢naty, siran médnaty, jodid draselny, molybdenan disodny,
chlorid kobaltnaty, thiamin a myo-inositol), kyselina nikotinovd, pyridoxin-HCI,
glycin, glutamin, 6-benzylaminopurin (BAP), kyselina indol-3-maselna (IBA), agar
(CL 97, Dr. Kulich Pharma, s.r.0.), sacharéza, glycerol, hydroxid draselny, ethanol,
kapalny dusik, komeréné dostupné dezinfekéni ¢inidlo KORSOLEX®plus (9,2 g
N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropan-1,3-diamin a 13,0 g didecyldimethylammo-
niumchlorid) (BODE).

Drobné pomicky:

pinzeta, skalpel, ntuzky, 1zicky, vazenky, pipety a $picky, magnetické michadlo, od-
mérny valec, Erlenmeyerova barika, sklenéné kadinky, stojanek na nastroje, hlini-
kova félie, hlinikové plisky 20x6x0,05 mm, injekéni jehly 0,7x40 mm, sklenéné
kultiva¢ni nddoby, Petriho misky sklenéné (pramér 15 cm), Petriho misky plastové
(pramér 6 cm), kruhové filtra¢ni papiry 12,5 cm, zapalky, bunic¢ina, sterilni nado-
by pro kultivaci in vitro explantatil, kryozkumavky 1,8 ml (NUNC, Thermo Fisher
Scientific), polystyrénovy dzban, stojanek na kryozkumavky, parafilm, mikroteno-
vy sacek, chladici taska.

Pozadavky na praci:

Pti zakladani vychozich explantatovych kultur metodou organogeneze je pti pre-
vadéni dormantnich pupent z ex vitro do in vitro podminek nezbytné dodrzovat
aseptické podminky pfi manipulaci s rostlinnym materialem, aby byla s nejvyssi
ucdinnosti eliminovana pfipadna externi kontaminace. Zna¢né obezietnosti je po-
tfeba i pfi manipulaci s kapalnym dusikem (-196 °C), ktery mtize zptisobit nena-
vratné poskozeni tkané.

Rostlinny material

Vychozim materidlem pro zalozeni in vitro kultur modelové dfeviny topolu $edé-
ho (Populus xcanescens Aiton Sm.) jsou rouby (Cerstvé vitalni vétvicky, nejvhod-
néji z termindlnich vyhont s poétem cca 5-10 pupent; celkem cca 30 pupent)
odebirané v jarnim obdobi pred vyrasenim pupent (konec unora/ zacatek biezna
v zavislosti na klimatickych podminkach). Odebrany rostlinny material se vlozi do
mikrotenového sacku, uchovava se v chladici tasce pro prevoz do laboratote, kde je
uskladnén pti teploté 4 °C pro nasledujici v¢asné zpracovani pro zaloZeni primar-
nich explantatovych kultur.
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c) Zakladani primarnich kultur, mikropropagace
a multiplikace topolu sedého v in vitro podminkach

Pupeny topolu Sedého se sterilizuji 20 min v saponatu Tween®20 (2 kapky na 10 ml),
20 min v dezinfekénim roztoku KORSOLEX *plus (25 ml/ 500 ml 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 lamindrnim flow-boxu 3 x ponofeny na
15 min do sterilni destilované vody. Takto oSetfené pupeny se premisti do sklené-
né sterilni nddoby naplnéné sterilni destilovanou vodou s navazujicim umisténim
do lamindrniho flowboxu, kde jsou nésledné zpracovany. Z pupent se odstrani ve
sterilnim prosttedi na sklenéné Petriho misce pomoci skalpelu a pinzety povrchové
$upiny (Obr. 1A). Osetfené pupeny se vzrostnym vrcholem se umisti do sterilnich
nadob obsahujicich indukéni médium (Obr. 1B a 1C). Toto médium pripravime
bud rozpusténim komercné dostupné smési Murashige and Skoog Basal Salt Mix-
ture (MS; Sigma-Aldrich), nebo jednotlivych makroelementti a mikroelementi ve
slozeni a koncentraci uvedenych v publikaci MURASHIGE a SKOOGA (1962) v desti-
lované vodé a obohacené o glutamin (10 mg.1"), glycin (2 mg.l"), IBA (0,1 mgl?),
BAP (0,2 mg.l") a sachardzu (30 g.I'"). Agar se pridava v mnozstvi 6 g1 a pH = 5,8
se upravuje pomoci 1M KOH. Kultiva¢ni médium rozlévame do sklenénych kulti-
va¢nich nadob, které byly pred pouzitim o$etfeny v horkovzdusném sterilizatoru
(160 °C/ 2 h). Kultiva¢ni nadoby o celkovém objemu 200 ml naplnéné cca 50 ml
zivnym médiem, obsahujici véechny komponenty vcetné fytohormont sterilizuje-
me pfi 120 °C v autoklavu po dobu 20 minut. Vysterilizované kultiva¢ni nadoby
s prislu$nym zivnym médiem jsou uchovavany pti laboratorni teploté pro nasledné
pouziti.

Pro uspésnou indukei organogenni aktivity je nezbytné neposkodit vzrostny vr-
chol, ktery obsahuje meristematické bunky schopné buné¢ného déleni (Obr. 2),
a podpotrit rist a vyvoj rostlinnych organti pomoci aplikace optimalniho poméru
fytohormont v kultiva¢énim médiu (viz induk¢ni médium). Zalozené explantatové
kultury (Obr. 1C) se udrzuji v fizenych svételnych i teplotnich podminkach (21 °C,
16 h/ 8 h svételnd fotoperioda s intenzitou osvétleni 30 pmol.m=s"). Po 4-6 tyd-
nech dochazi k proliferaci nasazenych explantatt v pryty. Axilarni, pfipadné ad-
ventivni vyhony jsou pasdZzovany jednou za 14 dnti na multiplikaénim Zivném mé-
diu (Obr. 1D) s ptibliznym intervalem regenerace prytti 3—4 tydny. Uvedené casové
rozpéti regenerace je shodné s intervalem i pro jiné druhy topolii, napf. topol osika
(MALA et al. 2010), topol bily (KESERU et al. 2015) a topol ¢erny (WHITEHEAD,
GILES et al. 1977). Pasazovani explantitii topolu Sedého provadime do obdobi
zajisténi dostate¢ného mnozstvi mikrotizka s odpovidajicim mnozZstvim vzrost-
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nych vrchold (cca 300 vzrostnych vrchol) pro nasledné vyuziti pro kryoprotoko-
ly. V ptipadé modelové dfeviny topolu Sedého je slozeni multiplika¢niho média
shodné s indukénim médiem (POKORNA et al. 2017).

Obr. 1: Zalozeni primarnich in vitro kultur topolu Sedého (Populus xcanescens Aiton Sm.).
Odstranéni povrchovych Supin z dormantnich pupent v in vitro podminkach (1A),
umisténi pupenu se vzrostnym vrcholem do sterilnich sklenénych nadob obsahuiji-
cich indukéni médium (1B a 1C), rlst apikalnich vyhonu a prorlistani adventivnich
vyhont (1D).

Fig. 1:  Establishing primary in vitro cultures of grey poplar (Populus xcanescens Aiton Sm.).
Removal of surface scales from dormant buds in in vitro conditions (1A) and transfer
of bud with a shoot apex into the sterile glass jars containing an induction medium
(1B and 1C), growth of apical shoots and formation of adventitious shoots (1D).
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d) Predkultivace rostlinného materialu

Mikrotizky topolu $edého, umisténé ve sterilnich sklenénych nadobach, se premisti
do chladové kultiva¢ni mistnosti s pravidelnym svételnym rezimem (16 h/ 8 h své-
telnd fotoperioda s intenzitou osvétleni 30 umol.m2.s) a konstantni teplotou 4 °C.
Pozitivni uc¢inky otuzeni explantatt pii 4 °C po dobu 2 tydnt pred kryoprezervaci
zjistili VIDAL et al. (2005), ktefi kombinaci teploty a ¢asového intervalu 2 tydny
uvadéji za nejuéinnéjsi pro proriistani apikalnich segmentt u kastanovniku jedlého
(Castanea sativa Mill.). Dva tydny pted izolaci vzrostnych vrcholi se v lamindrnim
flowboxu na pevné médium ke vSem rostlinnym explantatim pripipetuje 0,7 M
roztok sachardzy, aby byla vysledna koncentrace ptisobeni sacharézy na rostlinné
mikrotizky 0,3 M. Izolace vzrostnych vrcholt (Obr. 3A a 3B) probiha v laminarnim
flowboxu na sklenéné Petriho misce za pouziti pinzety, skalpelu, pfipadné injek¢éni
jehly v ¢asové nejkrat$im mozném intervalu, aby nedoslo k poskozeni rostlinného
materidlu vysuSenim. Izolované vzrostné vrcholy (2-3 mm dlouhé) se umistuji po
10 kusech do plastovych Petriho misek na indukéni médium s 0,3 M obsahem sa-
chardzy, ktera vyznamné snizuje obsah vody v rostlinnych segmentech, ¢imz ovliv-
nuje i jejich naslednou regeneraci. HALMAGYI et al. (2010) testovali riizné koncen-
trace sacharézy (0,1-1,5 M) béhem predkultivace segmentti u odlisnych kultivara
jabloné. Zjistili shodny ucinek 0,1 M a 0,25 M sacharézy na regeneraci segmentt
(100 %) viech testovanych kultivart jabloné po 24 h, avsak po 48 h se u testovanych
kultivart projevila rozdilna regenerace.

Petriho misky s izolovanymi segmenty (Obr. 3A a 3B) se umisti do druhého dne do
kultiva¢ni mistnosti s fizenymi svételnymi i teplotnimi podminkami (21 °C, 16 h /
8 h svételna fotoperioda s intenzitou osvétleni 30 pmol.m2.s") a vrchni ¢ast misek
se zakryje bilym papirem, aby se sniZila stresova odpovéd na extirpaci u rostlinnych
segmentd.

e) Vitrifikace

Izolované vzrostné vrcholy jsou po predkultivaci postupné dehydrovany kryopro-
tektivnimi roztoky (KR 1-4, Tab. 1), které cilené snizuji obsah vody v rostlinnych
bunkach (optimalné na 3-4%) v zavislosti na délce jejich ptisobeni. Stanoveni kry-
stalové vazanych molekul vody v rostlinném materialu v priibéhu vitrifikace ma-
zeme provést metodou diferen¢ni skenovaci kalorimetrie, kterd umoznuje stanovit
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Obr. 2: Boc¢ni pupen topolu Sedého (Populus xcanescens Aiton Sm.) (2A), izolace vzrostné-
ho vrcholu (2B) obsahuijici meristematické buriky (2C). Usec¢ka reprezentuje délku
0,5 mm.

Fig. 2: Lateral bud of grey poplar (Populus xcanescens Aiton Sm.) (2A), isolation of shoot
apex (2B) containing meristematic cells (2C). The line represents the length 0.5 mm.

_:

Obr. 3: Extirpované vzrostné vrcholy topolu Sedého (Populus xcanescens Aiton Sm.) (3A
a 3B). Usecka reprezentuje délku 10 mm.

Fig. 3: Extirped shoot apices of grey poplar (Populus xcanescens Aiton Sm.) (3A and 3B).
The line represents the length 10 mm.
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i teplotu tani a tzv. skelny stav. Postup aplikace kryoprotektivnich roztokt KR 1-4
na vzrostné vrcholy probihd v lamindrnim flowboxu a je vzdy shodny z hlediska
pouziti pomucek. Dehydratace je provadéna ve sklenéné kadince (25 ml) obsahujici
KR (15 ml), do né¢hoz jsou segmenty za pomoci pinzety ponoteny. Roztoky KR 1 a 2
nechame ptisobit vzdy 30 min, pfi¢emz v KR 3 jsou vzrostné vrcholy inkubovany
240 min. Béhem inkubace v jednotlivych KR jsou segmenty nékolikrat promicha-
vany. Po uplynuti ¢asového intervalu je dany KR odsat sterilni pipetou a okamzité
nahrazen KR o vy$si koncentraci sacharézy. Pfed ukonéenim inkubace rostlinnych
segment v KR 3 si popiSeme kryozkumavky a pripravime si pomucky k o$etfeni
rostlinnych segmentd ultranizkou teplotou.

Tab. 1: Slozeni kryoprotektivnich roztok (KR) aplikovanych k vzrostnym vrcholim topolu
$edého (Populus xcanescens Aiton Sm.) po predkultivaci

Kryoprotektivni roztok  Sacharéza (g .I")  Glycerol (g . I') Voda (g . I'")

KR 1 136,9 184,2 871
KR 2 250 250 642
KR 3 400 400 286
KR 4 256,7 - 743,3

f) Osetieni ultranizkou teplotou (-196 °C)

Po odsati KR 3 jsou vzrostné vrcholy topolu sedého (10 ks) umistény za pomoci
injekéni jehly na hlinikové plisky, které jsou po uchopeni pinzetou co nejrychle-
ji ponofeny do polystyrénové nadoby naplnéné kapalnym dusikem. Po o$etfeni
rostlinnych segmentt ultranizkou teplotou premistime pinzetou hlinikové plisky
do kryozkumavek (jeden plisek s deseti segmenty do jedné kryozkumavky), kte-
ré opatrné uzavreme vi¢kem, ale neutahujeme jej, aby mohl kapalny dusik volné
pronikat pres zavit do kryozkumavky. Kryozkumavka je fddné oznacena ¢arovym
kédem s detailnim zdznamem o poradovém Cisle polozky, lokalizaci ve skladova-
cim systému a datem zamrazeni. Informace o vzorku je rovnéz zapsana do databaze
zamrazenych polozek. Oznacené kryozkumavky jsou umistény do skladovaci De-
warovy nadoby naplnéné kapalnym dusikem, jehoZ obsah je pravidelné kontrolo-
van a v ptipadé vysstho odparu véetné poklesu hladiny je kapalny dusik doplnén.
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g) Regenerace rostlinnych segmenti

Vyhodnoceni regenerace rostlinnych segmentt topolu $edého z diivodu kontro-
ly Gspésnosti procesu vitrifikace se provadi tzv. odtanim vzorku, pti kterém je
hlinikovy plisek inkubovdn 60 min v kapalném dusiku pro stanoveni kontrolni
regenerace, vyjmut pinzetou z kryozkumavky a okamzité ponofen do kryopro-
tektivniho roztoku KR 4 na 30 min a zahfdtého na 40 °C. Vzrostné vrcholy topolu
$edého (10 ks) se po 30 min inkubace v KR4 premisti pomoci pinzety do plas-
tovych Petriho misek obsahujicich indukéni médium. Vyhodnoceni regenerace
rostlin provadime po dvou (Obr. 4A) a osmi (Obr. 4B) tydnech od zahdjeni kulti-
vace na indukénim médiu, vzdy pro 10 ks apikalnich vrcholt ve tfech biologickych
opakovénich. Schopnost regenerace explantatu se projevi po dvou tydnech kulti-
vace ptitomnosti chlorofylu u sledovaného segmentu a po osmi tydnech zejména
prorustanim nového vyhonu.

Obr. 4: Regenerace extirpovanych vzrostnych vrchold topolu $edého (Populus xcanescens
Aiton Sm.) oSetfenych ultranizkou teplotou (-196 °C) po dvou (4A) a osmi (4B) tyd-
nech. Usedka reprezentuje délku 10 mm.

Fig. 4: Regeneration of extirped shoot apices of grey poplar (Populus xcanescens Aiton
Sm.) treated with ultra-low temperature (-196 °C) after two (4A) and eight (4B)
weeks. The line represents the length 10 mm.
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4 SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Ve standardizované metodice jsou propojeny znalosti a zkusSenosti biotechnolo-
gickych postupt mikropropagace a kryoprezervace rychlerostouci dreviny topolu
$edého (Populus xcanescens Aiton Sm.), které nebyly dosud u vybraného druhu
topolu popsany. Podle zahrani¢ni literatury byl kryoprotektivni postup aplikovan
napt. u topolu bilého (Populus alba L.), pti némz bylo docileno 60% regenerace
explantatt, avSak ve srovnani s na$im postupem se lisil v postupech predkultivace
segmentu a ve slozeni kryoprotektivniho roztoku obsahujiciho i dimethylsulfoxid
(LAMBARDI et al. 2000). Pouzitim nami aplikovaného metodického postupu byla
u vzrostnych vrchold topolu $edého dosazena 90% regenerace po osmi tydnech kul-
tivace po o$etfeni ultranizkou teplotou.
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5 POPIS UPLATNENI METODIKY

Utelem predlozené metodiky je poskytnout ziskané zkuenosti a poznatky ze dvou
oblasti biotechnologickych metod, in vitro kultivace a kryoprezervace, vyvinutych
pro topol $edy (Populus xcanescens Aiton Sm.). Vyuziti poznatki od zalozeni pri-
marnich kultur po multiplikaci topolu $edého s naslednym dlouhodobym a bezpe¢-
nym uchovanim apikalnich ¢éasti in vitro kultur v ultranizkych teplotach muze byt
prinosné nejen pro cilenou skupinu lidi z oboru (napf. pracovnici z vyzkumnych
instituci, univerzit, $kolkatskych firem), ale i pro vSechny, ktefi se o danou proble-
matiku zajimaji, pfipadné pracuji s in vitro kulturami. Pfredpokladame, Ze metodika
se uplatni predev$§im pifi mikropropagaci a nasledném dlouhodobém uchovavani
kultur rychlerostoucich dfevin a dfevin s vysokou regenera¢ni schopnosti. Modi-
fikované postupy mohou byt vyuzity i pro dal$i druhy lesnich dfevin s cilem jejich
dlouhodobého uchovavani. Dlouhodobym a bezpeénym uskladnénim rostlinného
materialu pomoci kryokonzervace je mozné vytvorit bezpe¢nostni zalohy vzorka
genovych zdroji.. Uvedené metodické postupy jsou pilotnim vstupem i pro na-
sledné naplnovani Narodniho programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich
dievin, ktery zajistuje v Ceské republice oblast ochrany a reprodukce genetickych
zdroju lesnich dfevin a udrzuje tuto oblast v plném souladu s platnymi pravnimi
predpisy a mezindrodnimi umluvami a dohodami. Jedna se zejména o naplnéni
Umluvy o biologické rozmanitosti zvefejnéné ve Sdéleni Ministerstva zahrani¢nich
véci & 134/1999 Sb., o ptijeti Umluvy o biologické rozmanitosti dne 5. ¢ervna 1992
v Rio de Janeiru, k niz byl dne 29. fijna 2010 ptijat v Nagoji ,Nagojsky protokol®
o pristupu ke genetickym zdrojiim a spravedlivém a rovnocenném sdileni pfinosti
plynoucim z jejich vyuzivani. Narodni program zajistuje i naplnéni zavérti minis-
terskych konferenci Forest Europe (Strasburk 1990, Helsinky 1993, Lisabon 1998,
Viden 2003, Varsava 2007, Oslo 2011 a Madrid 2015) a v neposledni fadé i naplnéni
cilt aktualizované Stétni politiky Zivotniho prostiedi Ceské republiky 2012-2020
schvalené usnesenim vlady ¢. 6 ze dne 9. ledna 2013, dale Strategie ochrany bio-
logické rozmanitosti Ceské republiky pro obdobi 2016-2025 schvalené usnesenim
vlddy Ceské republiky ¢. 193 ze dne 9. bfezna 2016 a Strategie resortu Ministerstva
zemédélstvi Ceské republiky s vyhledem do roku 2030 ¢. 838 ze dne 29. listopadu
2017.
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6 EKONOMICKE ASPEKTY

Néklady na zavedeni postuptt uvedenych v metodice jsou odvislé od skute¢nos-
ti, jestli se zavadi zcela novy provoz pro mikropropagaci a kryoprezervaci topolu
$edého, nebo se uvedend metodika implementuje na pracovistich s provozem in
vitro kultur v¢etné jejich dlouhodobého a bezpeéného uskladnéni. V ptipadé, ze
laboratot je plné vybavena pro praci s tkanovymi kulturami a jejich uskladnénim
v ultranizkych teplotich, jsou ndklady na zavedeni postupu dané predev$im nd-
kupem béznych chemikélii pro pfipravu kultiva¢nich médii, pomticek a potteb-
ného spotfebniho materidlu. V druhém ptipadé, kdy se zavadi zcela novy provoz
pro praci s in vitro kulturami a jejich uskladnénim v ultranizkych teplotach, se na-
klady zna¢né navysuji o vybaveni pro sterilizaci materidlu a kultiva¢nich médii:
autoklav a horkovzdusny sterilizator (celkem cca 150 tis. K¢), praci s tkanovymi
kulturami: kultivaéni box a laminarni box (celkem cca 450 tis. K¢), ptistroje pro
ptipravu a uchovani kultivaénich médii: analytické vahy, stolni pH-metr, labora-
torni michacka, chladnic¢ka a pipety (od 95 tis. K¢), spotfebni material souvisejici
s praci v laboratofi: sklo, plasty, chemikalie, pinzety, nuizky, skalpely. Naklady na
uskladnéni rostlinného materialu v ultranizkych teplotach jsou promitnuty v poti-
zeni Dewarovy nadoby na kapalny dusik a Dewarovy nadoby na uchovani vzorkt
v kapalném dusiku (cca 80 tis. K¢&). Celkové se naklady pohybuji za zavedeni celého
provozu priblizné v rozmezi 800 tis. K¢.

Ekonomicky pfinos pro uzivatele souvisi zejména s vyssi jistotou bezpe¢ného
a dlouhodobého uchovani vybranych druht lesnich dfevin. Skladovanim vzorki
v ultranizké teploté pri nami zjisténé vysoké regeneracni schopnosti vzrostnych
vrcholt zarucuje poskytnuti zna¢ného mnozstvi rostlinného materialu pro jejich
budouci vyuziti.

20



7 DEDIKACE

Metodika byla zpracovana spolupraci kolektivu autort z Vyzkumného ustavu les-
niho hospodarstvi a myslivosti, v. v. i. (EP a PM) a Vyzkumného ustavu rostlinné
vyroby, v. v. i. (MF a JZ), v ramci fe$eni vyzkumného projektu NAZV QJ1630301
»Tvorba novych systémii biotechnologickych opatteni pro zachovdni a rozvoj biodiver-
zity zemédélskych plodin a lesnich dfevin® a za podpory Ministerstva zemédélstvi,
instituciondalnich podpor MZE-RO0118 a MZE- RO0418.
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METHODOLOGY FOR SAFE PRESERVATION
OF IN VITRO CULTURE OF GREY POPLAR
(POPULUS XxCANESCENS AITON SM.)
IN ULTRA-LOW TEMPERATURES

Summary

This method presents combination of two biotechnologies, micropropagation
and cryopreservation used for grey poplar (Populus xcanescens Aiton Sm.),
which has been selected as a representative species based on fast growth and
regeneration ability. This method describes in details proceedings of organogenesis,
multiplication, precultivation of explants, isolation of shoot apices, application of
cryoprotective solutions, immersion into the liquid nitrogen and regeneration of
grey poplar segments. Briefly, the primary in vitro cultures have been established
from dormant buds cultivated on modified MS medium (enriched in 10 mg.l"
glutamine, 2 mg.I" glycine, 0.2 mg.l" 6-benzylaminopurine and 0.1 mg.I"! indole-3-
butyric acid) under sterile conditions for 3-4 weeks to reach sufficient amounts of
explants for multiplication (Figure 1). Subsequently, plant material was transferred
into the cultivation room with low temperature (4 °C) for 6 weeks. After 4 weeks
of particular precultivation conditions explants were treated with the solution of
sucrose (0.7 M) to reach the final concentration 0.3 M sucrose in the modified MS
medium. Shoot apices have been extirpated and cultivated overnight on modified
MS medium containing 0.3 M sucrose. Following the vitrification protocol,
extirpated shoot apices containing meristematic cells (Figure 2 and 3) were treated
with cryoprotective solutions ensuring cells dehydration to prevent plant cells from
ice crystals formation (Table 1.). After the application of cryoprotective solutions,
grey poplar apices were immersed into the liquid nitrogen for their safety long-
term storage under ultra-low temperature. For evaluation of regeneration status
and cryopreservation efficiency the grey poplar segments were put into the warm
(40 °C) sucrose solution (0.75 M) for 30 min and transferred to modified MS
medium. Using this method we reached relatively high post-thaw recovery (90%)
of grey poplar explants (Figure 4).

Taken together, we suppose thatinvestigated micropropagation and cryopreservation
methods will serve as a valuable source of information for safety and long-term
storage of woody plant species.
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