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METHODOLOGICAL PROCEDURE USING
MOLECULAR METHODS TO ASSESS
PHYSIOLOGICAL STATE OF GREY POPLAR
DURING CRYOPRESERVATION

Abstract

Cryopreservation is a commonly used biotechnological method for the safe storage
of diverse plant cells, vegetative tissues or organs with a long-term perspective.
Acclimatization to lower temperature and physical or osmotic dehydration of plant
tissues before ultrarapid freezing in liquid nitrogen (-196°C) are highly significant
and complex processes in plants. In response to these suboptimal conditions
during precultivation, plants activate several protective and adaptative mechanisms
regulated at the molecular level by a set of genes involved in various physiological
processes. In this method, grey poplar (Populus xcanescens Aiton Sm.) explants
were chosen as representatives of deciduous tree species for characterization of
their physiological state during three different pretreatment conditions. The main
focus was genes associated with response to cold hardening and osmoprotectant
treatments before ultrarapid freezing in liquid nitrogen.
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Seznam pouzitych zkratek:

RNA
DNA
cDNA

PCR
RT-PCR

qPCR

Ribonucleic Acid (ribonukleova kyselina)
Deoxyribonucleic Acid (deoxyribonukleova kyselina)

complementary Deoxyribonucleic Acid (komplementarni deoxyribonu-
kleova kyselina)

Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (reverzni transkripce
polymerdazové fetézové reakce)

quantitative Polymerase Chain Reaction (kvantitativni polymerazova fe-
tézova reakce)



1 UvoD

Kryokonzervace rostlinného materialu je v soucasné dobé jeden z nejvice inovativ-
nich a cenové dostupnych biotechnologickych ptistupil, ktery umoznuje bezpe¢né
a dlouhodobé zachovat Sirokou Skalu genetickych zdroji rostlin bez rizika gene-
tickych modifikaci (Benelli et al. 2021). Princip metody kryoprezervace rostlin-
nych bunek, pletiv nebo organtl je zaloZen na odstranéni mrznouci vody pomoci
fyzikalni nebo osmotické dehydratace a ndsledné zamrazeni. Ptiprava materialu na
zamrazeni je nezbytnd zejména z divodu zabranéni formovani ledovych krysta-
16 uvnitt bunék zptsobujici jejich nevratné poskozeni pfi ultrarychlém zamraze-
ni v kapalném dusiku (Sakai 1995). Mezi nejpouzivanéjsi postupy patfti vitrifikace
a enkapsulace/dehydratace, které byvaji kombinovany s dal$imi postupy (Fabre
a Derreuddre 1990; Sakai et al. 1990).

Principem vitrifikace je pouziti vysoce koncentrovanych vitrifika¢nich kryopro-
tektivnich roztoka (PVS - plant vitrification solution), které u¢inné dehydratu-
ji rostlinné casti bez jejich poskozeni. Aplikaci vitrifika¢nich roztokt dochdzi ke
zvy$eni bunééné viskozity do bodu, pfi némz je zabranéno formovani ledu unvitf
i vné bunky, ochrané bunééné membrany a navozeni skelného stavu v bunkéch,
ktery umozni jejich preziti v ultra-nizkych teplotach (-196 °C) (Matsumoto 2017;
Zamecnik et al. 2021). V literatufe jiz bylo popsdano mnoho t¢innych vitrifika¢-
nich roztoku obsahujicich odli$né kryoprotektivni latky (napf. glycerol, dimethyl
sulfoxid (DMSO), ethylen glycol, propylen glycol, sacharéza a sorbitol) aplikova-
né v ruznych koncentracich, avsak u nékterych byl nasledné prokazan fytotoxicky
efekt (Zamecnik et al. 2021). Vliv sloZeni vitrifika¢nich roztoki véetné koncentrace
kryoprotektivnich latek na preziti vzrostnych vrcholt sledovala napt. Liu (2023),
kterd u lokvétu (Eriobotrya) zjistila, Ze nejucinnéjsi testované kryoprotektivni lat-
ky jsou s obsahem sachar6zy. Mezi dal$i vyznamné faktory ovlivilujici regeneraci
rostlinnych segmenttl oSetfenych ultra-nizkou teplotou patfi aklimatizace rostlin-
ného materidlu na nizkou teplotu a ptisobeni osmoprotektantu v predkultivaéni
fazi (Lambardi et al. 2000). Tento postup aplikovali i Pokorna et al. (2020) a popsali
nejvyssi regeneraci vzrostnych vrcholii explantatt topolu $edého (Populus xcan-
escens Aiton Sm.) po jejich Sestitydenni kultivaci pfi nizké teploté (6 °C) spole¢né
s ptidanim 0,7 M roztoku sachardzy.

Teplota patfi mezi klicové abiotické faktory ovliviiujici rist rostlin. Pfi vystaveni
nizkym teplotam dochazi u rostlin ke sniZeni tekutosti membran, zméndm en-
zymové kinetiky a formovani proteint, v diisledku ¢ehoz probihaji vyvojové, mor-
fologické, fyziologické a biochemické zmény, které ovliviuji vitalitu, kvalitu a pre-
ziti rostlin (Alberdi a Corcuera 1991, Alberdi et al. 1993). Tyto déje jsou provazeny



zménami v expresi gentl, kdy chladem jsou indukovany signdlni drahy zahrnujici
i transkripéni faktory (Lissarre et al. 2010). Takova regulace na trovni transkripce
je pro rostliny nezbytnd k ziskani odolnosti k chladu. Identifikaci gent regulova-
nych nizkou teplotou (4 °C) se u topolu bilého zabyvali Maestrini et al. (2009),
ktefi zjistili vy$si hladiny transkriptd u genti zapojenych do pfenosu signalu, re-
gulace proteini, buné¢ného cyklu a DNA procesiit po 6 hod pisobeni chladu ve
srovnani s 48 hod intervalem ptisobeni chladu. Ve své praci se zaméfili i na dal-
$i geny rozdélené do funkénich skupin “stres a obrana’, “metabolismus a energie”
a “regulace genové exprese”, kde na konkrétnich ptikladech uvedli jejich odezvu na
nizkou teplotu. Za tucelem objasnéni tlohy transkripéniho faktoru CBF1 (C-repeat
binding factor) zapojeného do signalni drahy v aklimatizaci na chlad, jehoz role
byla popsana u modelové byliny huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana), zvolili
Benedict et al. (2006) za modelovou dfevinu topol Sedy. Ukézalo se, Ze po sedmi
dnech pisobeni chladu (2 °C) doslo u topolu $edého k odli$né regulaci gent ze
skupiny CBF v jednoletych (listy) a viceletych ¢astech rostliny, nez bylo popsano
u dvoutydennich rostlin huseni¢ku rolniho.

V nami predlozené metodice jsme pro posouzeni fyziologického stavu v pribéhu
kryoprezervace rovnéz zvolili topol $edy, nebot jsme v predchozich letech tGspésné
overili bezpecné uchovani in vitro kultur topolu Sedého v ultranizkych teplotach
(Pokorna et al. 2020; Pokorna et al. 2018) a rychlou regenera¢ni schopnost explan-
tatd topolu Sedého (Pokornd et al. 2017; Zizkova et al. 2017). Pro studium gend
zapojenych do fyziologickych procestii a jejich regulaci v prabéhu predkultivace je
topol $edy vhodnou modelovou dfevinou i s ohledem na genetickou pfibuznost
s topolem chlupatoplodym (Populus trichocarpa Torr. & Gray), vyznacujicim se
relativné malym genomem (485 + 10 Mb), ktery byl popsan autory Tuskan et al.
(2006) a na jeho zakladé miizeme snadno dohledat cilové sekvence gend.



2 CIL METODIKY

Cilem metodického postupu je detailni popis molekularnich metod vyuzitych pro
posouzeni fyziologického stavu explantatii topolu $edého (Populus xcanescens Ai-
ton Sm.) v predkultiva¢ni fazi kryokonzervace, které byly vystaveny chladovym
a osmotickym podminkam. Pusobeni nizké teploty a osmoprotektantu béhem
predkultivace in vitro rostlin vede k vyznamné vyssi regeneraci a proristani vyho-
nu po odtani z ultra-nizké teploty (Pokorna et al. 2020). Pfredpokldadame, Ze pred-
kultiva¢ni podminky ovliviiuji nejen fyziologicky stav, ale i celkovy metabolismus
rostliny. Fyziologicky stav explantatd topolu $edého byl charakterizovan ve tiech
typech predkultivaénich podminek: 1) kultivace v kontrolnich podminkach (21 °C,
16 h/8 h svételnd fotoperioda s intenzitou osvétleni 30 pmol.m2.s"), 2) kultivace
$est tydnd pri snizené teploté (6 °C, 16 h/8 h svételnd fotoperioda s intenzitou osvét-
leni 30 pmol.m™.s™) a 3) kultivace est tydna pii snizené teploté s aplikaci 0,7 M
sacharézy 2 tydny pred ukonéenim predkultivace (6 °C, 16 h/8 h svételna fotope-
rioda s intenzitou osvétleni 30 umol.m2.s™. Pro sledovani odezvy vybranych genii
byla zvolena metoda stanoveni relativni exprese gentt pomoci kvantitativni PCR
(qQPCR).

Uvedena metodika obsahuje postupy, které jsou rozdéleny do nékolika ¢éasti, za-
hrnujici a) princip metody, b - e) materialni a technické zabezpeceni pro mikro-
propagaci topolu $edého a izolaci RNA s odstranénim genomové DNA, f) reverzni
transkripci (RT-PCR), g) navrzeni a testovani primerti pro qPCR, h) qPCR s vy-
hodnocenim ziskanych dat a i) posouzeni fyziologického stavu topolu Sedého.
Metodicky postup zaméfeny na posouzeni fyziologického stavu explantatt topolu
$edého v pribéhu kryokonzervace pomoci analyzy relativni exprese gent lze vyu-
Zit nejen pro jiné kultivary topoltl, které jsou geneticky pribuzné, ale i pro ostatni
druhy listnatych dfevin, kdy je vSak nezbytné upravit specifické sekvence primert
a optimalizovat postup pro konkrétni druh dfeviny.



3 VLASTNI POPIS METODIKY

a) Princip metody

Vyuziti molekularnich metod pti posouzeni fyziologického stavu explantatti topolu
$edého v pribéhu kryokonzervace je vazano na pracovisté vybavené pro kultiva-
ci rostlinného materialu v in vitro podminkach a praci s nukleovymi kyselinami
(RNA a DNA). V obou prostiedich jsou vyzadovany vysoké naroky na ¢istotu i po-
uziti ¢aste¢né, pripadné zcela sterilnich pomucek. P¥i manipulaci se vzorky je nutna
opatrnost i diislednost, aby se zabranilo nejen patogennim kontaminacim pfi pa-
sazovani in vitro rostlin, ale také kontaminacim v$udypfitomnymi ribonukledza-
mi (RNézy), které zptisobuji degradaci RNA. Explantaty topolu $edého, ptivodem
z dormantnich pupent vybraného genotypu TPE111 (Pfiloha 1), byly napéstova-
ny metodou in vitro organogeneze. Povrchové o$etfené pupeny byly preneseny do
aseptickych podminek na agarovd Zivna média obsahujici pfesny pomér fytohor-
moni stimulujicich tvorbu vyhont (Zizkové et al. 2017). In vitro kultury topolu
$edého byly pravidelné pasazovany a multiplikovany ve zhruba 4tydennich interva-
lech do ziskani dostatecného mnozstvi rostlinného materialu.

Pro posouzeni fyziologického stavu rostlin s vyuzitim molekuldrnich metod byl
sledovan vliv pusobeni nizkych teplot (6 °C) a osmoprotektantu (0,7 M roztok sa-
chardzy), které jsou v predkultiva¢ni fazi vyznamnymi faktory ovliviiujicimi aspés-
nost kryoprezervace (Pokorna et al. 2020). Doba aklimatizace explantatt topolu
$edého v kultiva¢ni mistnosti se snizenou teplotou byla $est tydnti a roztok sacha-
rézy byl k rostlinnym explantatim pridan dva tydny pred ukoncenim predkultiva-
ce. Nasledné odebrané vzorky (rostlinné vyhony bez kotentl) byly radné oznaceny,
neprodlené zamrazeny v kapalném dusiku (-196 °C) a uskladnény v hlubokomra-
zicich boxech (-80 °C). Z odebranych vzorkt byla vyizolovana celkova RNA, pre-
disténa enzymem DNdzou (odstranéni zbyvajici genomové DNA) a pomoci reakce
reverzni transkripce (RT-PCR) byla v PCR termocykleru pfepsana mediatorova
RNA (mRNA) na komplementarni DNA (cDNA). Amplifikace cDNA a detekce
PCR produktii byla zaznamendna méfenim fluorescen¢niho signalu barviva SYBR
Green s vyuzitim real-time PCR termocykleru (LightCycler® 96 Instrument, Ro-
che). Ze ziskanych dat byla vyhodnocena relativni exprese nami vybranych geni,
vztazena k referenénim gentm Actin2 a UBQY.

Vyse uvedeny princip metody se vyuziva jiz fadu let v mnoha oblastech vyzkumu,
avSak obecné platné postupy je Casto nezbytné optimalizovat a modifikovat s ohle-
dem na typ rostlinného materialu, abychom ziskali spolehliva data vypovidajici
o fyziologickém stavu sledované dreviny.
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b) Materialni a technické zabezpeceni pro mikropropagaci
topolu sedého

Piistrojové vybaveni:

Analytické véhy, autoklav, horkovzdusny sterilizator, magnetické michadlo, lednic-
ka, laminarni flow-box, sterilizator laboratornich nastrojii, pH metr, kahan, kulti-
vacni mistnost

Chemikélie:

Destilovand voda, komponenty pro ptipravu MS média (dusi¢nan amonny, dusi¢-
nan draselny, chlorid vapenaty, siran hofecnaty, dihydrogen fosfore¢nan draselny,
zelezito-sodnd sul kyseliny etylendiaminotetraoctové, siran Zeleznaty, kyselina
borita, siran manganaty, siran zine¢naty, siran médnaty, jodid draselny, molybde-
nan disodny, chlorid kobaltnaty, thiamin a myo-inositol), 6-benzylaminopurin
(BAP; Sigma), kyselina indol-3-méselnd (IBA; Sigma), glutamin, glycin, agar (CL
97, Dr. Kulich Pharma, s. . 0.), sacharéza, hydroxid draselny, ethanol, komer¢né
dostupné dezinfek¢ni ¢inidlo KORSOLEX plus (HARTMANN-RICO, a.s.), HgCl2

Drobné pomiicky:

Pinzeta, skalpel, niizky, 1zi¢ky, vazenky, pipety a $picky, odmérny valec, stojanek na
nastroje, Petriho miska sklenénd (polomér 15 cm), kruhové filtraéni papiry (po-
lomér 12,5 cm), sirky, bunicina, sterilni sklenéné nadoby pro kultivaci explantatd,
mikroténové sacky, chladici taska

Pozadavky na préci:

Pfi zakladani primarnich kultur v lamindrnim flow-boxu je nezbytné dodrzovat
aseptické podminky pfi manipulaci s rostlinnym materidlem, aby bylo zamezeno
kontaminaci.

Rostlinny materidl

Vychozim materidlem pro zalozeni explantatovych kultur topolu sedého (Populus
xcanescens Aiton Sm.) jsou rouby (Cerstvé vitalni vétvicky, nejvhodnéji z termi-
nalnich vyhoni) z vybraného donorového jedince (Piiloha 1) odebrané v jarnim
obdobi pred vyrasenim pupent (konec tinora/ zacatek brezna v zavislosti na kli-
matickych podminkach). Odebrany rostlinny material (cca 30 pupent) je vlozen

do oznac¢eného mikrotenového sacku a ulozen do chladici tasky slouzici k pfepravé
vzorki do laboratote, kde je uskladnén pfi teploté 4 °C do nasledného zpracovani.
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c) Zakladani primarnich kultur, mikropropagace,
multiplikace a predkultivace topolu sedého v procesu
kryoprezervace

Pfed zaloZenim primérnich kultur topolu Sedého si nejprve pripravime tzv. induke-
ni zivné médium (viz Zizkova et al. 2017) obsahujici glutamin (10 mg.1"), glycin
(2 mg.l"), BAP (0,4 mgl'), IBA (0,1 mgl"), sacharézu (30 gl') a agar (7 gl").
Pomoci 1M KOH upravime hodnotu pH = 5,8. Zivné médium sterilizujeme pfi
120 °C v autoklavu po dobu 20 min, které rozlévame po zchladnuti do sterilnich
skleni¢ek. Vychladld média jsou uchovavana pti laboratorni teploté pro nasledné
pouziti.

Pupeny topolu $edého se oplachuji 30 min pod tekouci vodou, 20 min v destilo-
vané vodé s pridavkem kapky Jaru, 20 min v roztoku KORSOLEX plus (25 ml/
500 ml destilované vody), 20 min v destilované vodé a nasledovné se sterilizuji
15 min v 1% roztoku HgCl,. Na zavér jsou pupeny 3x propldchnuty sterilni destilo-
vanou vodou po dobu 15 min a pfeneseny do laminarniho boxu, kde se na Petriho
misce u kazdého pupenu odstranuji povrchové Supinky. Neposkozené extirpované
vzrostné vrcholy se pomoci pinzety vkladaji do sterilnich skleni¢ek na indukéni
zivnd média. Zalozené primarni kultury se udrzuji v fizenych svételnych i tep-
lotnich podminkdch (21 °C, 16 h/8 h svételna fotoperioda s intenzitou osvétleni
30 umol.m2s'). Po 4-6 tydnech dochazi k proliferaci nasazenych explantatt
v pryty. Do obdobi zajisténi dostateéného mnozstvi mikrotizkd jsou axildrni, pii-
padné adventivni vyhony multiplikovany na zivném médiu s intervalem 3-4 tydny
(Obr. 1A).

V predkultivaéni fazi jsou rozdéleny dobte vyvinuté mikrotizky na tfi skupiny,
které jsou kultivovany ve tfech odlisnych podminkach: 1) Varianta A - fizené
svételné i teplotni podminky (21 °C, 16 h/8 h svételna fotoperioda s intenzitou
osvétleni 30 umol.m?s*), 2) Varianta B - kultivace Sest tydnt pfi snizené teploté
(6 °C, 16 h/8 h svételna fotoperioda s intenzitou osvétleni 30 pmol.m=s') a 3)
Varianta C - kultivace $est tydnu pti sniZené teploté spole¢né s aplikaci 0,7 M
roztoku sacharézy dva tydny pred ukon¢enim predkultivace (6 °C, 16 h/8 h svétel-
né fotoperioda s intenzitou osvétleni 30 umol.m=.s"). Koncentrace aplikovaného
roztoku 0,7 M sacharézy je propocitana s ohledem na obsah sachar6zy v agarovém
zivném médiu tak, aby celkova koncentrace osmoprotektantu byla 0,3 M sacharé-
zy v jedné skleni¢ce obsahujici explantaty topolu $edého (Obr. 1B). Pro spravnou
vyslednou koncentraci sacharézy v nadobé s explantatem je proto nezbytné znat
objem zivného média a koncentraci aplikovaného osmoprotektantu.
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d) Materidlni a technické zabezpeceni pro izolaci RNA
a qPCR

Pristrojové vybaveni:

Dewarova nadoba na kapalny dusik, analytické vahy, autoklav, horkovzdusny ste-
rilizator, hlubokomrazici box s nastavenou teplotou -80 °C, chladnicka, digitalni
sucha lazen na mikrozkumavky, vortex, centrifuga, termicky cykler pro PCR reakci
(PCR termocykler, napt. Veriti Thermo cycler, Applied Biosystem), real-time PCR
cykler (napt. Light Cycler®96, Roche), spektrofotometricky pristroj na méfent ¢is-
toty a kvantity nukleovych kyselin (napf. Spektrofotometr, MaestroGen Inc.), stolni
minicentrifuga (Gusto, Biotech), PC

Obr. 1: Mikropropagace topolu Sedého (Populus xcanescens Aiton Sm.). Namnozeni mikro-
fizkd topolu Sedého (1A) a jejich kultivace v 0,7 M roztoku sachardzy (1B).

Fig. 1:  Micropropagation of grey poplar (Populus xcanescens Aiton Sm.). Multiplying grey
poplar microcuttings (1A) and their cultivation in 0.7 M sucrose solution (1B).
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Chemikdlie:

DEPC (dietyl pyrokarbonat) voda, RNesy Plant Mini Kit (QIAGEN), DNA-free Kit
(Ambion), Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche), oligo dT pri-
mers (QIAGEN), FastStart Essential DNA Green Master (Roche), ethanol absolute
(99,97%; VWR Chemicals), B-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich), kapalny dusik
(Linde), primery pro qPCR reakci (IDT Integrated DNA Technologies)

Drobné pomuicky:

96jamkova bila destic¢ka (LightCycler 480 Multiwell Plate 96, Roche), pinzeta, oce-
lové 1zicky, 1,5ml Eppendorf mikrozkumavky, tfeci misky s tlouckem, sada pipet,
sterilni $picky, sklenéné kadinky, stojanek na nastroje, buni¢ina, polystyrénovy
dzbén, stojanek na mikrozkumavky, laboratorni rukavice, aluminiova f6lie

Pozadavky na préci:

Pfi manipulaci s rostlinnymi vzorky je nezbytné pracovat rychle a zajistit ¢istotu
laboratorniho zazemi, aby bylo zamezeno kontaminacim RNézami. Pro zamezeni
degradace RNA rovnéz dbdme na ¢istotu osobnich ochrannych pomticek a odévii
(napf. no$eni rukavic, laboratorniho plasté, prezuvek apod.). Zna¢né obeztetnosti
je potfeba i pfi manipulaci s kapalnym dusikem, ktery muize zptisobit vazné pora-
néni.

Rostlinny material

Jako vychozi materidl pro izolaci RNA byly pouzity vyhony explantatt topolu Se-
dého (Populus xcanescens Aiton Sm.) kultivované v mistnosti s pravidelnym své-
telnym a teplotnim rezimem (viz vyse). Cerstvé odebrany rostlinny material byl
neprodlené zabalen do fadné oznacené aluminiové folie, rychle zamrazen v Dewa-
rové nadobé s kapalnym dusikem a uchovan v hlubokomrazicim boxu pro nasledné
zpracovani.
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e) Izolace RNA a odstranéni genomové DNA

Pfed izolaci RNA se vzorky topolu Sedého nejprve zhomogenizuji ve vymrazené
treci misce pomoci tlouc¢ku a na analytickych vahdch se odvazi ve tfech opakova-
nich od kazdého vzorku cca 100 mg cerstvé hmotnosti. Navazeny rostlinny mate-
rial je vloZzen do vymrazenych 1,5ml centrifugaénich mikrozkumavek Eppendorf
opatfenych zdmkem a nasledné se vzorky ponoti do nadoby s kapalnym dusikem.
Ze zhomogenizovanych vzorki topolu $edého je izolovana RNA podle protoko-
lu uvedeného vyrobcem a prilozeného u komeréné dostupného izola¢niho kitu
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) (Pfiloha 2).

Protokol izolace RNA z rostlinnych pletiv s pouZitim RNeasy Plant Mini Kitu

Jako vychozi hmotnost Cerstvého rostlinného materialu pro ziskani maximalniho
vytézku RNA je doporuceno 100 mg.

1. Kzhomogenizovanému vzorku napipetujeme 450 ml pufru RLT, ktery obsahu-
je smés 10 pl B-mercaptoethanolu/ 1 ml pufr RLT.

2. Vzorky zvortexujeme a umistime do suché digitalni lazné s nastavenou teplo-
tou 56 °C po dobu 3 min.

3. Cely objem prepipetujeme do fialovych kolonek (QIAshredder spin column)
umisténych ve 2ml mikrocentrifuga¢nich zkumavkach (collection tube) a vzor-
ky centrifugujeme 2 min pfi rychlosti 14 000 rpm (pocet otac¢ek za minutu).
Vznikly lyzat, bez odpadniho peletu, prepipetujeme do nové mikrozkumavky.

4. Klyzatu pridame ethanol v polovi¢nim mnozstvi nez je celkovy objem lyzatu
a opatrné vzniklou smés promichdme opakovanym nasatim a vypusténim ze
$picky mikropipety.

5. Vzniklou smés prepipetujeme do rtizové kolonky (QIAshredder Mini spin co-
lumn) umisténé ve 2ml mikrozkumavce (collection tube) a centrifugujeme pii
rychlosti 10 000 rpm. Prefiltrovanou kapalinu odstranime do sklenéné kadinky.

6. Nakolonku napipetujeme 700 ml pufru RW1 a centrifugujeme 15 s pti rychlos-
ti 10 000 rpm, prefiltrovanou kapalinu odstranime.

7. Nakolonku napipetujeme 500 ml pufru RPE a centrifugujeme 15 s pri rychlosti
10 000 rpm, prefiltrovanou kapalinu odstranime.
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8. Na kolonku napipetujeme 500 ml pufru RPE a centrifugujeme 2 min pti rych-
losti 10 000 rpm, prefiltrovanou kapalinu odstranime.

9. Ruzovou Rneasy Mini spin kolonku umistime do nové 2ml mikrocentrifuga¢ni
zkumavky a centrifugujeme 1 min pfi plné rychlosti 14 000 rpm.

10. Kolonku Rneasy Mini spin column pfemistime do nové 1,5ml mikrocentri-
fuga¢ni zkumavky, prfidime 30 ml DEPC vody (RNase-free water), kterou
naneseme piimo na membranu kolonky a centrifugujeme 1 min pfi rychlosti
10 000 rpm.

Cistotu a koncentraci vyizolované celkové RNA ze vzorki topolu $edého stanovime
na spektrofotometru. Vzhledem k velmi ¢asté kontaminaci genomovou DNA v zis-
kaném izolatu RNA je vhodné provést enzymatické oSetfeni u vyizolované RNA
s pouzitim DNA-free Kitu podle postupu uvedeného vyrobcem (viz nize).

Protokol odstranéni zbytkové DNA u vyizolované RNA s pouZitim DNA-free Kitu

1. K ziskanému izolatu RNA pridame 0,1nasobek objemu 10X DNaze I pufru
spole¢né s 1 ul rDNase I a jemné promichame.

2. Vzorek inkubujeme pfi 37 °C v digitalni suché lazni 45 min.

3. Kevzorku ptidame 0,1ndsobek inaktiva¢niho reagentu DNase Inactivation Re-
agent a dobfe promichame. Inkubujeme 2 min za obc¢asného proklepani obsa-
hu konecky prst.

4. Smés centrifugujeme 2 min pfi rychlosti 11 000 rpm. Vzorek opatrné prepipe-
tujeme do nové 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky; dévame pozor, abychom
nenasali pipetou i vrstvy inaktivaéniho reagentu.

5. Cistotu a koncentraci precisténé RNA u vzorku topolu $edého stanovime na
spektrofotometru.
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f) Reverzni transkripce (RT-PCR)

Prepis vyizolované RNA na komplementarni DNA (cDNA) pomoci enzymu re-
verzni transkriptazy a dal$ich reagencii probihal pomoci postupu uvedeného vy-
robcem (viz nize).

Protokol prepisu RNA na cDNA s pouzitim Transcriptor First Strand cDNA Synthesis
Kit

1. Do centrifuga¢ni mikrozkumavky (0,1 ml) odpipetujeme z naseho vzorku ob-
jem odpovidajici 1 ug RNA, 1 ml oligo(dT) , primer (2,5 uM) a doplnime do
finalniho objemu 13 pul DEPC vodou. Smés lehce protfepeme mezi prsty, kratce
sto¢ime na stolni minicentrifuze a denaturujeme v PCR termocykleru 10 min
pri 65 °C. Po ukonceni denaturace RNA vzorek rychle umistime do ledu.

2. Ke vzorku pripipetujeme 4 pl reak¢niho pufru, 0,5 pl inhibitoru RNA, 2 pl
deoxynukleotidové smési (1 mM od kazdého nukleotidu) a 0,5 pl enzymu re-
verzni transkriptdzy. Finalni objem 20 ul smési lehce protfepeme mezi prsty,
sto¢ime na stolni minicentrifuze a vlozime do pfedem nastaveného PCR ter-
mocykleru s programem: 1x 60 min/ 50 °C, 1x 5 min/ 85 °C a terminaci pfi
kontinualné udrzované teploté 10 °C.

Ziskany templat komplementarni DNA (cDNA) nafedime 20x sterilni deionizova-
nou vodou (5 ul cDNA a 95 pl H,0) a zbylou ¢4st cDNA ulozime do hlubokomra-
ziciho boxu.

g) Navrzeni a testovani primerd pro qPCR

Pro kvantitativni stanoveni relativni exprese vybranych genti u sledovaného useku
c¢DNA topolu sedého byly nejprve navrzeny a testovany primery pro qPCR.

1) Vybér kandidatnich genti indukovanych nizkou teplotou byl zvolen na zékla-
dé publikaci Maestrini et al. (2009) a Benedict et al. (2006). U vybranych gent
LTI6 (hydrophobic protein RCI2 low temperature and salt responsive pro-
tein), ARR5 (pseudo-response regulator 5 protein), PINI (peptidyl-prolyl cis-
-trans isomerase NIMA-interacting 1), HSP70 (70-kDa heat shock protein),
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COP1I (E3 ubiquitin-protein ligase) a RNPS1 (RNA binding protein with seri-
ne rich domain 1) zapojenych do odpovédi na nizkou teplotu byly porovnany
sekvence cDNA u Arabidopsis thaliana a Populus trichocarpa s pouzitim data-
baze TAIR (The Arabidopsis Information Resource, https://www.arabidopsis.
org/) a Phytozome (https://phytozome-next.jgi.doe.gov). Pro referen¢ni geny
Actin2 a UBQ7 byly pouzity sekvence primert uvedené v praci Pettengill et
al. (2012).

2) Pro shodné sekvence cDNA byly navrzeny primery (Tab. 1) s pouzitim soft-
waru PrimerQuest™Tool (eu.idtdna.com), které byly testovany na zku$ebni
genomové DNA pomoci PCR reakce s nasledujicimi podminkami: denaturace
94 °C/3 min, amplifikace 35 x 45 /94 °C, 45 s/55 °C a 45 s/72 °C, elonga-
ce 15 min/72 °C a zavére¢né chlazeni PCR amplifikatt pfi 4 °C. Po skonceni
reakce byly vzorky okamzité pfemistény na led. Nasledné byly ziskané am-
plifika¢ni produkty (15 pl) smichdny s 4 ul pufru (gel loading buffer, Sigma
- Aldrich), naneseny do slotli 2% agarézového gelu a hodnoceny pod UV za-
fenim pomoci kamerového systému po ukonceni elektroforézy. Reakéni smés
v celkovém objemu 15 pl ptipravend pro testovani jednotlivych primert uvadi
Tabulka 2.

Tab. 1: Vybrané sekvence primer( topolu Sedého pouzité pro qPCR.

Gen sekvence primeru ,,F* (5-3¢) sekvence primeru ,,R“ (5°-3°)

PIN1 GCTGATCGCTCTGGGAATTT TCGGAAGAGTCGAGACAGAAA

LTI6 GTTCAGAGACCTTCCTAGAAGTGA CACAGCCATAACGCAGGAA

ARR5 GAATGACGGGTTAGTGAGATGG AGAGCAGCAATTATCTGTCTAGTT

HSP70 GTTCCCAGGGTTCAAGAGATAG CACTGCCTCATCAGGGTTTA

COP1  GGATTTCCTCTGCCCGATTT GTTCTTGTTACGGAGGTGAGTG

RNPS1 TCCTAGACGTCAGCTGGATT GTGTCTCACCACGACGATAAG

Actin2 TTCTACAAGTGCTTTGATGGTGAGTTC CTATTCGATACATAGAAGATCAGAATGTTC

UBQ7 GGAACGGGTTGAGGAGAAAGAAG GCAAGAACAAGATGAAGCACAGAGC
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Tab. 2: Optimalizované slozeni PCR reakéni smési pro testovani primeri pouzitych pfi

h)

gPCR topolu Sedého.

Reakéni smés Objem na 1 vzorek (ul)
10 x PCR pufr bez MgCl, 1,5

50 mM MgCl, 0,6

10 mM dNTP 0,1

forward primer (1 uM) 0,75

reverse primer (1 pM) 0,75

Enzym Platinum® Taq Polymeraza 0,075

H,0 10,225
Templatova DNA 1

Celkovy objem 15l

qPCR a vyhodnoceni naméfenych dat

Pro kvantitativni stanoveni relativni exprese vybranych gent u sledovaného useku
cDNA byl pouzit postup uvedeny vyrobcem s drobnymi modifikacemi (viz nize).

Protokol pro ptipravu gPCR reakéni smési FastStart Essential DNA Green Master

1.

Do 96jamkové desticky odpipetujeme 1,5 ul ultradisté vody (PCR Grade), 1 ul
»forward“a 1 pl ,,reverse” PCR primeru o koncentraci 1 pM (Tab. 1), 5 ul mas-
ter mixu a 2,5 pl cDNA naseho vzorku. Smés lehce protfepeme mezi prsty, krat-
ce sto¢ime na stolni minicentrifuze a vlozime do real-time PCR termocykleru
s nastavenym cyklem: preinkubace 120 s/95 °C, amplifikace 45 x 10 s/95 °C,
10 s/60 °C a 10 s/72 °C. Denaturac¢ni kfivka byla stanovena pfti 10 s/95 °C,
60 s/65 °C a 1 s/97 °C. Po ukonéeni reakce prendame vzorek na led.

Pro véechny tfi biologicka opakovani od kazdého vzorku byly zméfeny expres-
ni hladiny referenénich gent Actin2 a UBQ7. Relativni exprese byla stanovena
také pro negativni kontrolu (pouze reagencie bez obsahu cDNA).

Stanoveni relativnich hladin sledovanych genii bylo provedeno na zakladé me-
tody 24¢T (Hosek et al. 2020).
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i) Posouzeni fyziologického stavu topolu sedého

Fyziologicky stav rostlin charakterizovany relativni mirou exprese vybranych genti
se lisil v jednotlivych predkultiva¢nich podminkach (Obr. 2). V kontrolnich pod-
minkach byly relativni expresni hladiny vSech analyzovanych gent velmi nizké
s vyjimkou genu COPI, ktery je zakladnim reguldtorem fotomorfogeneze. Aktivita
E3 ligazy COP1 souvisi s cilenou degradaci mnoha svétlem regulovanych proteint
véetné fotoreceptorti (kryprochromy, fytochromy a UVRS) a transkrip¢nich fakto-
rti (napt. HY5, LAF1 a PIF1), které vyznamné ovliviiuji ristové a vyvojové procesy
(Kim et al. 2017). Pfedpokladame, ze pti dlouhodobém pusobeni chladu dochdzi
u rostlin k poklesu aktivity COPI a s tim spojené degradaci proteint zejména v du-
sledku zpomaleni ristu, jak zjistili u ¢iroku dvoubarevného Razmi et al. (2013).
Autori Li et al. (2021) uvadeéji nizké relativni hladiny proteind u COP1 overexpri-
mujicich mezofylovych protoplasti huseni¢ku rolniho pfi teploté 4 °C ve srovnani
s kontrolnimi podminkami (22 °C), pficemz u mutantnich linii cop1-4 zaznamenali
vysoké hladiny proteintl. Naopak pti kratkodobém putisobeni chladu (24 hod, 4 °C)
Kilian et al. (2007) pozorovali zvy$enou expresni hladinu COPI v nadzemni ¢asti
u 18dennich rostlin huseni¢ku rolniho.

Ze skupiny gent spojenych s pfenosem signalu rostlinnych hormont byly sledo-
vany hladiny exprese gentt ARR5 a PINI, kde ARR5 patii mezi geny zapojené do
primarni odpovédi na cytokininy (type-A ARRs) a PINI je hlavnim transportérem
auxinu ve sméru ven z bunky. PIN1 je umistény na plazmatické membrané a vy-
znamné reguluje napf. organogenezi (Zazimalova et al. 2010). Pfi sledovani od-
povédi ARR5 a PINI na pusobeni chladu a osmoprotektantu, jsme zjistili nejvyssi
narust exprese u Varianty B ve srovnani niz§imi hodnotami u Varianty C. Nase data
se ¢astecné shoduji s Kilian et al. (2007), ktefi pozorovali rovnéz narust expresnich
profili obou gent po 24 h ptsobeni chladu véetné jejich poklesu u rostlin kultivo-
vanych na médiu obsahujicim manitol (300 mM). Sledovani cytokininové aktivity
prostfednictvim zmén exprese ARR5 se vyuziva velmi ¢asto, napt. Paul et al. (2016)
v pletivech a burikdch topolu Sedého popsali zmény v aktivité ARR5 v letnim a zim-
nim obdobi u transformovanych liniich nesouci konstrukt ARR5::GUS.

Vyznamnou ulohu HSP70 v adaptaci rostlin na ptsobeni abiotického stresu popsali
Aghaie, Tafreshi (2020), ktefi u rostlin raj¢at vystavenych ptsobeni sucha zjistili
jeho zdsadni tlohu v udrzovani bunééné homeostaze, nebot umléeni genu vedlo
u rostlin k retardaci riistu, odumfeni rostliny, vyznamnému poskozeni buné¢né
membrany, poklesu relativniho obsahu vody, snizeni akumulace pigmentu a po-
klesu antioxida¢ni enzymové aktivity. Lze se proto domnivat, Ze ndrtst relativnich
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expresnich hladin HSP70 u Varianty B a Varianty C souvisi s ptisobenim obou
abiotickych stresti (chladu a osmoprotektantu). Béhem abiotického stresu docha-
zi k posileni hlavni alohy HSP70 v bunéénych procesech, jako jsou napt. skladani
nové syntetizovanych polypeptidi, opétovné skladani $patné syntetizovanych nebo
agregovanych proteind, jejich translokace pfes membrany organel, fizeni aktivity
regula¢nich proteint ¢i napomahdani procesu degradace bilkovin (Aghaie, Tafreshi
2020).

Podobné trendy v regulaci relativnich expresnich hladin jsme pozorovali také
u gentl LTI6 a RNPSI. Funkce RNPSI souvisi zejména s metabolismem RNA a sta-
bilitou genomu (Duque 2011). LTI6 je indukovan nizkou teplotou, overexprese
OsLti6b vedla ke zvyseni tolerance na chlad u rostlin ryze (Kim et al. 2007). My
jsme u genu LTI6 namé¥ili nejvyssi relativni expresni hladiny u vSech variant, pri-
¢emz u Varianty B a C doslo az k 13ndsobnému, respektive 9ndsobnému nartstu
v porovnani s Variantou A (Obr. 2). Na zakladé nasich vysledki mtizeme povazovat
gen LTI6 za pozitivni ,,marker® ptisobeni nizkych teplot. Gen LTI6 tak mtize byt
paralelou naptiklad ke genu Rd22, pozitivné regulovanému pii ptsobeni solného
stresu s potencidlem vyuziti v genovém inZenyrstvi nejen pro zemédélské plodiny
s toleranci k zasoleni (Jamoussi et al. 2014).

Nase vysledky ukazuji, ze u rostlin kultivovanych pfi nizké teploté (Varianta B)
a soubézné i v roztoku sachardézy po dobu dvou tydni (Varianta C) dochazi k vy-
znamnym zménam v regulaci aktivity vybranych genti a pravdépodobné i jejich
metabolismu. Pfi porovnani Varianty B a Varianty C se ukazuje, Ze samotné pu-
sobeni nizké teploty ma vyraznéjsi efekt na aktivitu ndmi sledovanych gent, coz
miize souviset s vy$$im ptsobenim stresu na rostliny, a tim i hor$im fyziologickym
stavem rostlin. Nadi uvahu podporuji diive ziskané vysledky, kde jsme zjistili vy3si
regeneracni schopnost u segmentti topolu $edého osetfenych nizkou teplotou zéaro-
venl s osmoprotektantem, ve srovnani s ptisobenim pouze nizké teploty (Pokorna
et al. 2020). Z vy$e uvedenych vysledkii lze poukazat na gen HSP70, ktery patfi
mezi nejbéznéjsi geny teplotniho Soku, kdy jsme zjistili jeho niZsi relativni expresni
hladinu u Varianty C ve srovnani s Variantou B, a proto by mohl byt vhodnym
kandidatnim genem pfi posuzovani fyziologického stavu rostlin v souvislosti s otu-
Zovanim rostlin nizkou teplotou.

Ziskané vysledky slouzi jako prvotni informace umoznujici posoudit fyziologic-
ky stav rostliny v prubéhu kryokonzervace. Pro komplexnéjsi posouzeni by mohly
byt analyzy v budoucnu doplnény napt. o vyuziti qPCR analyzy pro dal$i vybrané
geny, stanoveni endogennich hladin rostlinnych hormonti, obsahu aminokyselin,
pripadné fotosyntetickych pigmentt a jinych metod.
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4 SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Ve standardizované metodice jsou propojeny znalosti a zkusenosti biotechnolo-
gickych postupti mikropropagace, kryoprezervace (zejména v predkultiva¢ni fazi
rostlin) a analyzy relativni exprese gentl u rychle rostouci dfeviny topolu $edého
(Populus xcanescens Aiton Sm.). Ziskand data prohlubuji poznatky o fyziologic-
kém stavu rostlin, které jsou vyznamné pro efektivnéjsi vyuziti kryoprezervace pro
dlouhodobé uchovani cennych genotypti v ultranizkych podminkach. Prestoze
mnoho praci popisuje vliv nizké teploty na regulaci exprese genti u lesnich dfevin
(napf. Welling, Palva 2006), souvislost aklimatizace rostlin v predkultiva¢ni fazi
kryokonzervace nebyla dosud na této molekuldrni urovni popsana. Nase vysledky
ukdzaly, Ze plisobeni nizké teploty a spole¢né s osmoprotektantem vyznamné re-
guluje geny zapojené do signalnich drah souvisejicich s réistem, fotomorfogenezi,
degradaci svétlem regulovanych proteind a stresem. Je zfejmé, Ze predkultivace
rostlin pfi nizké teploté v kombinaci s osmoprotektantem méla pozitivni vliv na fy-
ziologicky stav rostlin, coz odpovida vysledkiim nasi predchozi prace, kdy nejvys-
§i regenerace rostlin po odtdni byla ziskana u segmentd topolu $edého, osettenych
nizkou teplotou i osmoprotektantem (Pokorna et al. 2020).
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5 POPIS UPLATNENI METODIKY

Utelem predlozené metodiky je poskytnout ziskané zkusenosti a poznatky z ob-
lasti biotechnologickych metod vyvinutych pro topol $edy (Populus xcanescens
Aiton Sm.), a to zejména z in vitro kultivace, kryoprezervace a molekuldrni biolo-
gie. Vyuziti znalosti od zalozeni primérnich kultur po multiplikaci topolu sedého
a posouzenti fyziologického stavu v predkultivaéni fazi kryokonzervace s navazujici
moznosti dlouhodobého a bezpe¢ného uchovani v ultranizkych teplotach miize byt
ptinosné nejen pro cilenou skupinu odbornikt (napf. pracovniky z vyzkumnych
instituci, univerzit, komer¢nich laboratofi a biotechnologickych firem), ale i pro
vSechny, ktefi se o danou problematiku zajimaji, pfipadné pracuji s in vitro kultura-
mi nebo vyuzivaji molekuldrni analyzy.

Predpokladame, Ze uvedené metodické postupy mikropropagace a studium fyzio-
logického stavu rostlin s vyuzitim analyzy relativni exprese gent u rychle rostouci
dreviny s vysokou regenera¢ni schopnosti se uplatni i pro dalsi druhy topolt (Popu-
lus spp.) a lesnich dfevin, u nichz vSak bude potfeba optimalizovat konkrétni ¢asti
postupt (napt. slozeni kultiva¢nich médii, navrzeni novych primert pro konkrétni
druh dfeviny, nastaveni podminek PCR reakce apod.). Domnivdme se, Ze metodika
bude slouzit i jako vychozi zdroj informaci, které se budou dale rozvijet a obohaco-
vat pro komplexnéjsi poznani dané problematiky.
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6 EKONOMICKE ASPEKTY

Néklady na zavedeni postupti uvedenych v metodice jsou odvislé od skutec¢nosti,
jestli se zavadi zcela novy provoz pro mikropropagaci, kryokonzervaci a analyzu
stanoveni hladin relativni exprese gent, nebo se uvedend metodika implementuje
na pracovistich se zavedenym provozem vyse zminénych metod. V pfipadé, ze la-
boratof je plné vybavena pro praci s tkafiovymi kulturami, jejich uskladnéni v ul-
tranizkych teplotach, a nukleovymi kyselinami (DNA a RNA), zahrnuji nakladové
polozky spojené predevsim s ndkupem chemikalii pro ptipravu kultiva¢nich mé-
dii, pomtcek, izola¢nich kitii, enzymt a spotfebniho materidlu (mikrozkumavky,
$picky k pipetam apod.). V druhém piipadé, kdy se zavadi zcela novy provoz pro
praci s in vitro kulturami, jejich uskladnénim v ultranizkych teplotach a moleku-
larnimi analyzymi se naklady zna¢né navysuji o vybaveni pro sterilizaci materia-
lu a kultiva¢nich médii: autoklav a horkovzdusny sterilizator (celkem cca 150 tis.
K¢), pro praci s tkanovymi kulturami: kultiva¢ni box a laminarni box (celkem cca
450 tis. K¢), o pristroje pro pripravu a uchovani kultiva¢nich médii: analytické
vahy, stolni pH-metr, laboratorni michacka, chladni¢ka a pipety (od 95 tis. K¢),
a o spotfebni material souvisejici s praci v laboratofi: sklo, plasty, chemikalie, pin-
zety, nizky, skalpely. Naklady na uskladnéni rostlinného materialu v ultranizkych
teplotach jsou promitnuty v pofizeni Dewarovy nadoby na kapalny dusik a De-
warovy naddoby na uchovani vzorki v kapalném dusiku (cca 80 tis. K¢&). Pro praci
s nukleovymi kyselinami se naklady navysuji zejména o potizeni pristrojového vy-
baveni: spektrofotometr a real-time PCR termocykler, drobnych pomiicek (napt.
pipety, mikrozkumavky, $picky) a chemikalii (enzymy, izolo¢ni kity apod.). Celko-
vé se naklady na zavedeni celého provozu pohybuji fadové v rozmezi sta tisicti az
miliéni Ke.

Ekonomicky pfinos pro uZivatele souvisi zejména s charakteristikou fyziologické-
ho stavu jedince ur¢eného pro bezpe¢né a dlouhodobé uchovani, nebot za situace,
ze jedinec nebyl v optimalnim fyziologickém stavu, ackoliv bez pozorovatelnych
symptom (napf. sniZzena vitalita, pomalej$i prortistani vyhond, napadani patoge-
nem), mize byt vysledek kryokonzervace a nésledné regenerace cenného genotypu
zcela fatdlni.
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METHODOLOGICAL PROCEDURE USING
MOLECULAR METHODS TO ASSESS
PHYSIOLOGICAL STATE OF GREY POPLAR
(POPULUS xCANESCENS AITON SM.) DURING
CRYOPRESERVATION

Summary

This method is focused on the characterization of the physiological state of grey
poplar (Populus xcanescens Aiton Sm.) explants during precultivation period
which is an important part of the cryopreservation process. We described in
detail a combination of several biotechnologies leading to the evaluation of plant
metabolism affected by low temperature and sucrose treatment. Micropropagation
technique using dormant buds for establishing grey poplar primary cultures was
shortly presented. Reaching sufficient amounts of explants via four weeks interval
of multiplication enable us to continue with precultivation treatment of grey poplar
explants (Figure 1). Three precultivation conditions involved in the cryopreservation
protocol were followed: 1) Variant A — explants were cultivated in control conditions
(24 °C, 16 h/8 h photoperiod), 2) Variant B and Variant C - explants were cold
hardened at 6 °C for 6 weeks under 16 h/8 h photoperiod whereas explants of Variant
C were additionally treated with an application of 0.7 M sucrose (final concentration
in each culture vessel was 0.3 M sucrose) last two weeks of cold hardening. After the
treatments samples from each Variant (A - C) were rapidly frozen and prepared for
molecular analysis including necessary steps such as RNA isolation, transcription,
and mRNA translation to cDNA. Gene expression analysis was run with attention
to genes involved in responses of plant acclimatization to low temperature (Table 1).
Our results showed that gene expression levels are significantly changed under
both pretreatment conditions in comparison to the control treatment (Figure 2).
We observed similar trends in relative gene expression profiles in most of the
followed genes (ARR5, HSP70, PIN1, RNPS1, and LTI16) where explants of Variant
B showed a higher increase in their expression levels than explants of Variant C. The
only exception represents gene COPI involved in the control of light signaling by
mediating the ubiquitination and proteasomal degradation of photoreceptors and
other various light-responsive proteins, which decreased in both Variant B and C.
The highest relative gene expression levels exhibited gene LTI6, which is directly
involved in response to cold treatment in other plant systems. Our results suggest
that grey poplar explants cultivated in low temperature for six weeks (Variant B) and
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simultaneously in sucrose solution for two weeks (Variant C) showed significant
changes in the regulation of gene activities. A comparison of Variant B and Variant
C revealed that the effect of cold hardening has a more pronounced effect on gene
expression in Variant B what should be related to a higher level of cold stress than
in Variant C, thus leading to a worse physiological state of plants. Our suggestion
is supported by previously obtained results where we reached the highest regrowth
levels in grey poplar shoot tips after simultaneous cold and osmotic pretreatments
(Pokorna et al. 2020).

We suppose that our investigated method will serve as a valuable source of
information for the evaluation of the physiological state of plants use not only in
cryopreservation process.
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PRILOHY

J

Priloha 1: Topol Sedy (Populus xcanescens Aiton Sm.), genotyp TPE111, lokalita
Dyjakovice, revir Jaroslavice, LS Znojmo.
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Priloha 2: Priprava vzorkt topolu $edého (Populus xcanescens Aiton Sm.) pro stanoveni
relativni exprese genu.
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