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1. Uvod

Topol je rychle rostouci rdvina z celedi vrbovitych, roz$ena pedevSim v mirném
a subtropickém péasu severni polokouleC&ské republice se wipodé vyskytuji # druhy

(Populus nigra L, Populus alba L., Populus tremulpd_jeden hybridéchto drulii (Populus

alba x Populus tremula)Této devireé se nejlépe dave vihké mdé v okoli fek. Topol je

¢asto vysazovan jako zalev zalidrenych oblastech pro svou toleranci snaSet¢iztimé

ovzduSi. Z hospodgkého hlediska se topol vyuZivd jako energetickddipbh slouZzici
k produkci biomasy. Pro tentatél se vyuziva topol japonsky@pulus nigra x Populus
maximowiczij, ktery se pstuje pro vyrobu pelet slouzici jako biopalivo. dbpna vyssi
vyhievnost nezZ jiné i@viny a roste navic vyraZnrychleji. Jeho tevo je surovinou pro
vyrobu devotisky, papiru akvénych nastraj (Uradngek a kol., 1998).

S rozvojemin vitro metod lze dlouhodabstudovat vlivin vitro podminek naist
a mnozeni rostlin. Na explantatigsti izolovanych rostlin zacélem mnozZeni, nema vliv jen
mineralni vyziva a fitomné organické latky, tj. kulti¢ai médium, ale i dalSi faktory, které je
mMoZno vin vitro snadno regulovat. W vitro Ize také zachovavat neustéale rostlinny material

v genovych bankéch. (Prochéazka a kol., 1998)

Topoly jsou z ¥deckého hlediska vyznamné pro svoji malou velikgstomu, kratky
Zivotni cyklus a schopnost regenerovan witro podminkach. Topol jéazen mezi modelové
systémy molekularni genetiky a fyziologické stufBéswas a kol., 2012). Do genomu topolu
je také mozny fenos cizorodé DNAip procesu transformace. Poprvénwitro podminkach
mnoZil vybrané klony topolu Winton (1970). MapovwéingenomuPopulus trichocarpase
zabyval Tuscan a kol. (2006). Bylo identifikovanizces nez 45 tisice gérkddujici proteiny.
Analyza genomu navic odhalila genomové zdvojentiai8 pafi duplicitnich gefi. Populus
trichocarpama vice get kddujicich proteiny neArabidopsis nicmér ¢etnost proteinovych

domén je u obou rostlin podobna.



2. Cil préace

Cilem bakal&ské prace je vypracovat literarni reSerSi na da&méat U vybranych klan
topoli owtit moznostin vitro kultivace. Ripravit vhodn& kultivéni média, testovatizné
hladiny rstovych regulatdr pro indukci organogeneze a regeneraci rostlin. riveaut

funkéni metodiku pro mikropropagaci u vybranych Kidopok.
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3. Sowasny stavireSené problematiky
3.1 Botanicka charakteristika

Topol je dvoudomy listnaty stromceledi vrbovitych. Koruna jé¢idk4, kulovitd. Kmen je
piimy, se zelenoSedou borkou, ktera veistarna. Listy jsou okrouhlé az g, 3 -7 cm
dlouhé, 3 - 8 cm Siroké, na bazi zaokrouhlené akorci Sptate. Kwty topolu tvai
kvétenstvi. Jednotlivé Kty jsou jednopohlavné, tvbjehredy. Sandi kvéty obsahuji 8 - 30
ty¢inek, samii kvéty maji gyneceum srostlé ze dvou plodaligelodem je tobolka. Topol se
vyskytuje v mirném a subtropickém pasu severnikmlte, nefastji v doubravach, sitlych
listnatych lesich a pasekach. Vyhovuji mu vihkéziviny bohaté pi&tohlinité pidy. Topol
je fazen mezi pvodni druhy kétenyCeské republiky (Hejny a kol., 1990).

V Ceské republice se o zachovani genetické rozmainidoshi dievin zabyvaji lesni
genové banky Vyzkumného Ustavu lesniho hosfsbdda myslivosti, v.v.i. Cilem genové
banky je postuphnashromazdit a udrzovat kolekci vzorgredevSim z populace domacich
dievin Wetré topolu, aby tak byla podchycena jejich stavajinetickd pestrost. Tato banka
osiva a explantétlesnich devin je rozdlena na d¥ samostatnéasti, na Vyzkumnou stanici

Kunovice u Uherského hradish Narodni banku explantalesnich devin ve Strnadech.

3.1.1 VyuZziti topolu
3.1.1.1 Topol jako energeticka plodina

V souwasné dob je kladen draz na obnovitelné zdroje energie. Perspektivnimowitelnym
zdrojem energie v naSich podminkach je dlgRstovana biomasa. V seznamu rostlin
vhodnych pro pstovani za &elem vyuziti biomasy pro energetick&etly z pohledu
minimalizace rizik pro ochranuifpody a krajiny paf i topol. Seznam slouZi jako odborny
podklad pro rozhodovani orgawchrany pirody, v souladu s podminkami zakona o ocliran
piirody a krajiny¢. 114/1992 Sb. Jedna se o prevenci &agho rozseni geograficky
nepivodnich druld rostlin.

Cilem pestovani energetickych rostlin na plantazich je w@fek produkce co neptSiho
mnoZstvi biomasy z co nejmensi plochy v nejkrat8béd Vysadba je organizovana do
rovnychiad v pravidelnych vzdalenostech, které utgiZpouZziti jednoduchych technologii
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pii zakladani plantdze, vysatla sklizni. Topol je pro gstovani v naSich podminkéch ideélni
plodina. Za delem produkce biomasy se vyuZziva topol japongkyp(lus nigra x Populus
maximowiczij. Dievo ze Slecknhych japonskych topadl ma kvalitrgjSi mechanické

i energetické parametry neZedo z EZnych topol. Topoly nejsou nachylné na vykyvy
pocasi, je mozné jedstovat na méhurodnychéasti poli a jsou odolnéwi vétsSing znamych
Skiadcaim. Diky rychlému narstu devni hmoty, velmi vysoké vyhvnosti srovnatelné
s hredym uhlim a rychlé dabvysychani pat mezi nejlepSi energetické plodiny. Skfize
probih& nejastji po 5—6 letech od vysadby. V té doma japonsky topol 15 — 20 m vy3Kky.
Nespornou vyhodou je, Zefiga po tiznuti @i sklizni znovu obiista (D@ekal, 2004).

Jednou z moznych budoucich alternativ energetitdainy pro cilené gstovani biomasy
je paulovnie (genotypPaulownia tomentosdiomass). Paulovnie gatmezi nejrychleji
rostouci stromy na $t€ a u nas se gstuje k okrasnym delim. Tato rostlina zceledi
hluchavkovitych, pvodrs z Ciny doifista vysky 30 m a je schopnakolika nasobného
naristu devni hmoty oproti topolu (Hui-jun a Ingestad,198¥)souwasné dob neni ale
paulovnie na seznamu schvélenych rostlin vhodnyh gstovani biomasy WCR pro
energetické ¢ely. Rada odbornik se kloni k nazoru dati@dnost pro gstovani biomasy

pavodnim drutim rostlinCeské republiky.

3.1.1.2 Fytoremediace

Rozvoj wdy a techniky zaifiinil vznik latek, které nemaji fjyozeny pivod v @irock,
ale byly syntetizovanyclovékem, tzv. xenobiotika.Rada &chto latek (polychlorované
bifenyly, chlorované alifatické uhlovodiky) paé do nedavné doby mezi latkygonyslow
vyznamné. Pozgi bylo ale zjiS€no, Ze se jedn& o latky perzistentni a toxickérektesImi
casto pronikaji do potravninettzce a tim ohrozuiji lidské zdravi. Zvbdu velkého rozgeni
téchto latek je v dnesni delkladena celositova pozornost moznosti odsteaim téchto latek

a dekontaminaci zasazenych ploch {&rkové a kol., 1999).

Fytoremediace je definovana jako vyuziti zelenyostln pro odstragni a transformaci
kontaminani z zZivotniho prosedi. Jednou z technik fytoremediace je fytodegradBecoces,
pii némz dochazi k absorpcifgméné a odbouravani kontamind@ntZa fytoremediaci Ize
povazovat i proces snizovani kontamiriawtdisledku uvahovani enzymatickych metabudiit

rostliny do midy. Mechanismus fytoremediace muze byt vyufitgastragni t€zkych kowi
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z pady. Rostlina transportujesiké kovy do koeni, stonki a listi, které jsou nasledn
odstragny a plocha je off osazena stejnymi rostlinami do doby, nez se kangee ko
Vv padé nesnizi na fjjatelnou hodnotu. Fytoremediace je &m& rychlejSi proces ifrodni
atenuace, jeitba ale zajistit bezpeé ukladani kontaminovaného materialtipadré jeho
fizené spalovani (Soudek a kol., 2008).

Remediani kapacita rostlin rize byt vyznamé zlepSena technologiemi genetické
manipulace a tranformace rostlin. V gasné dob je kladen draz na identifikaci gain které
je schopno vyuzit ke zvySeni fytoremeghiech kapacit rostlin pomoci transgenni pogétup
Li a kol. (2006) izoloval cDNA fytochelatin syntha@CdPCS) z trosku prstnatéhaynodon
dactylon. Tato rostlina je vysoce rezistentni a je schagnamulovat velké mnoZstvi kadmia.
Gen CdPCS1byl nasleds vloZen do transgenniho tabaku, u kterého setétginasobs
zvySila remediéni schopnost pro tento prvek. Topol, jako transfmratelna rostlina, by
mohl diky no¥ objevenym remedtmim gerim byt v budoucnosti vyuzit pro efektivni
fytoremediaci. Tématem fytoremediace u topolu &eské republice zabyvala Mala a kol.
(2006).

3.1.1.3 Topol jako modelova rostlina

Studia genomuPopulus tricocarpa zaadily topol mezi modelové systémy molekularni
genetiky a fyziologické studie (Biswas a kol., 2D12 sowtasné dob probiha v Olomouci na
Ustavu experimentalni botaniky pod vedenim prof. IMiroslava Strnada, CSc. studium
aromatickych cytokinifh izolovanych z lisi topolu. Izolované cytokininy se nasledn
vyuzZivaji jako prekurzory k syntetickym anatmg a slouZici p fyziologickych studiich.
Znalosti vSech mechanisnpisobeni cytokinifi nejsou v dnesni détzcela objasiny.

Ivo Chamrad a kol. (2014) se na pracovisti v Olooi@abyval studiem aromatickych
cytokinin-vazajicich proteihu pSenice. Pravgodobr nejlépe prozkoumanym zastupcem
této skupiny je u pSenice cytokinin-binding prot&i{CBP-1). Fedpokladana uloha CBP-1

spaiva v regulaci hladiny volnych aromatickych cytakiin pii kli¢eni zrna.

Studiem aromatickych cytokinin se také zabyval ve spolupraci s Ustavem

experimentalni botaniky v Olomouci Stirk a kol. 49. Cilem studie bylo sledovani
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endogenni hladiny cytokininbéhem klgeni kukdice a vojesky. Bylo zjiS€no, Ze endogenni

aromatickeé cytokininy nehraji Kibvou roli v kliceni u €chto rostlin.

3.2 Mnozeni
3.211nvivo

Rizkovani pat mezi zmisob vegetativniho rozmnoZovani rostlin. Nova roatlivznikla
ztizku je klonem maitské rostliny, ma stejné vlastnosti a shodnou gekati vybavu.
Pri fizkovani je odstrama cast rostliny, nejastji jednoleté vyhony. ProtoZze noudzky
nemaji vlastni kienovy systém, je nezbytné dodrzet metodiku mnozkko substrat pro
mnozeni je vyuZivana lehka zemina,dasgji smés pisku, raSeliny a perlitu. Présdi by
mélo byt udrZzovano vihké, ale zaraveprovzdusgné. Z tohoto d@vodu seiizky obvykle
udrzuji pod folii v polostinu, aby se zabraniloigkj vyschnuti. HIiS velkad vihkost nize
zpasobit hnilobné a pligvé procesyRizky by mély pochazet ze zdravé meké rostliny,
nesmi byt fyzicky oslabeny, napadeny hmyzem a anbbvymi chorobami. Vyhony nesmi
byt nevyzralé ani ifestarlé. U iiznych druli rostlin byvarizkovani individuéla specifické
(Kawollek a Kawollek, 2010).

Drevité fizky jsou obect nejmér narané na odborné znalosti a pracnost. U topolu
se vyuZzivaji protizkovani jednoleté mladé pryty. Po @db z maténi rostliny je nutné
skladovat pryty v chladnych a vihkych podminkachpti@alni teplota pro kratkodobé
skladovani je 2 — 4 °C. Idedlni délka sadixkn je kolem 20 — 25 cm o fpméru 0,8 — 3,5 cm
se spodnim Sikmynkezem. Ped vlastni vysadbou jettkZité rizky namgit na 24—-48 hod.
do vody, kterd mze byt obohacena o fungicid, ktery omezistr houbovych chorob
v substratu. Pupengizki pii sadl# musi sndfovat vzhiru. Topoly je vhodné sazet \lp
bfezna po prvnich jarnich mrazicich. U podzimni viiyatbpol ztraci fi vymrzani kontakt
s pidou a na jge dochazi k jeho uschnullizky se zapichuji do substratu kolmo nebo #irn

AR 4

zakaereni je mozné pouzit prasidek praizkovani devin (Daiekal, 2004).
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3.2.2Invitro

Mikropropagace ozri@je soubor technikin vitro, jejichz cilem je rychlé namnoZeni
rostlinného materialu. #®@dstavuje vhodnou technologii pro konverzaci ohngéb genotyf

a rychlé ziskani dostateeho mnozstvi sadebniho materidalu préipadné vysazeni
ohrozenych druln na pivodni stanovist (Machova a Cwkova, 2012). Prvni zminky
vitro kulturach u listnatych igvin se datuji do 30. let. Gautheret (1934) dol@azupznost
vypéstovat kompletni rostliny jilmu habrolistého z pdmich explantét V Ceské republice
byl jako prvni mikropropagovany v 70. letech smridauglaska (Chalupa a kol., 1973).

VétSinu listnatych gevin 1ze mnozit pomoci organogeneze.

Mezi vyhody mikropropagace gatrychly nist kultivovanych rostlin. K mnozeni
dochéazi za kontrolovanych podminek a Ize ho prétvad cely rok. Nespornou vyhodou je
také moznost ozdravit kultivovany rostlinny materé@moznost ovlivnit charakteristu.
Mikropropagaci je mozno vyuzit pro mnozeni rostjicim druhi, u kterych jsou konvemi

viv s

a znalosti. Dosud také nejsou zavedeny protokawpechny druhy.

Mikropropagace z#dna vylkirem rostlinného materialu. Naslednje explantat
dukladre sterilizovan. Pran vitro a produkci budoucich rostlin je vyZadovanaiitemnost
bakterii a plisni, které by z&pinily piipadnou kontaminaci. Po sterilizaci se explantat
asepticky penese na kultivani medium. Explantatem byvaji k&apgji apikalni nebo axilarni
pryty, které v dalSi fazi mikropropagace proliféraiilarni pupeny. U &kterych druli je
jednim z moznych postdpregeneracede novo Pomoci porrové koncentrace auxin
a cytokinini explantat vytvéi nediferencované pletivo. Ze vzniklého kalusu moHmyt
vytvoieny sekundarni pryty nebo sekundarniteky. Po proliferaci obvykle néasleduje
multiplikace, ve které dochazi k afth explantdi vniklé @i fazi proliferace a jejich
namnozeni. Prosdnictvim opakovanych cyklje mozné z jednoho explantatu ziskat tisice
rostlin. U kazdé rostliny nasleduje faze zékovani. Snizovanim koncentrace mineralnich
soli a misobenim auxinu dochazi k indukci tvorbyrémi. Malé rostliny s kéeny a listy se
v poslednim fazi femisti z média dogstebniho substratu. Aby se zabranilo infekci, je
nezbytné odstranit zbytky agaru a desinfikovat séabsRed touto fazi je nutné rostliny
aklimatizovat Upravou vlhkosti a srovnanim atmogfée skleniku a kultivéni nadoks
(Ahuja, 1993).
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U nekterych druli muze byt jednim z moZnych problémpii mikropropagaci
vitrifikace. Fi tomto procesu dochazi nezadoucim fyziologickymmjgatim organoveé kultury.
Dochazi se k abnormalnimuistu, tvai se pfihledné zkroucené listy, sniZzuje se funkce
praduchi. Vitrifikace mize byt zfisobena filiS vysokou koncentraci cytokinin vysokym
obsahem vody neba@ip$ nizkou koncentraci gelujicich latek (Prkno2&07).

Kromé¢ organogeneze, ide byt mikropropagace dosazeno cestou somatické
ebryogeneze. Somatick& embryogenezeispove vyvoji embryi z geneticky embryogenich
somatickych bugk in vitro. Na rozdil od organogeneze, kde k vyvoji prytuogeki dochazi
na fiznych médiich, somaticka embryogeneze je jedeneprddery zahrnuje morfologickée

zmeény obdobné H vyvoji zygotického embrya (Ahuja, 1993).

3.2.2.1 Kultivaéni médium

Nutri¢ni poZzadavky pro optimalnaist se mohou liSit v zavislosti na druhu rostlinypkidnce
i explantaty ziiznych ¢asti rostliny mohou mit pro optiméalnist rozdilné pdeby. Zadné
medium neniZze byt navrzeno tak, aby vyhovovalo vSechitgprostlinnych pletiv a orgdn
Pfi spuséni nového systému je zakladni praci vypracovat omédikteré bude spbvat
specifické patby dané tk&h Béhem poslednich let bylo vypracovano mnoho pastoim
kultivaci miznych explantdit

Jako z&klad pro prvnifipravenad média se pouZil Zivny roztok, ktery siel pouzival
pro vyZivu celé rostliny. Zatimcochteré explantaty pégbuji k fistu jednoduché médium
sloZzené jen z anorganickych soli a vyuZitelnéhorwwuknnoho dalSich pigbuje nezbyt#
doplrek vitamini, aminokyselin a trstovych regulatdr v rizné koncentraci a kombinaci.
Médium, slozené pouze z latek depré definované koncentraci, se nazyva synteticke.
Koncentrace anorganickych a organickych latekéj8imou vztazena na hmotnost média nebo
pocet moli (Bhojwani a Razdan, 1996).

Mineralni slozky jsou pro Zivot rostlin nezbytnéal hacik je sokasti molekuly
chlorofylu, vapnik sotasti bugcné stny, dusik sotasti aminokyselin, protein
a nukleovych kyselin. Kromuhliku, vodiku a kysliku je znamags 12 zakladnich pruk
Prvnich 6 prvk, ozn@&ené jako makro-prvky, jsou v rostlinou vyzadovaektivne

ve velkém mnoZstvi. Ostatni prvky, mikro-prvky, gsonezbytné v mnohem mensi
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koncentraci. Obeenplati, vyskytuje se-li nezbytny prvek v menSichn&entracich, jeho

nedostatek mairpsto zasadni vliv naist (Bhojwani a Razdan, 1996).

Mezi organické latky rizeme zgadit, vitaminy, aminokyseliny, fytohormony a zdroje
uhliku. VeétSina kultivovanych explantatu si je schopna viitvaezbytné sloéeniny sama,
ziejmeé ale ne v optimalnim mnozstvCasto pro docileni nejlepSihdistu se do média

pridavaji vice vitaminu a aminokyselin (Trigiano aa§r2005).

Fytohormony

Historie objevu iistovych regulatdr saha do felomu 19. a 20. stoleti. d&hecky
botanik Julius von Sachs (1832 — 1897) vyslovil démku o existenci chemickych sigial
kterymi mohou vzajemi komunikovat jednotlivé organy rostlin. Toto témgzmamr
rozpracoval brénsky profesor R. Dostal (1885 — 1973), za poukitperimentals
morfologickych pistupi. Od té doby se na hromadilo mnoho tdaj latkach, regulujici
rastové a vyvojové procesy rostlin. Obé&ga nazyvameistove regulatory. Tento nazev vsak
neodliSuje latky firozené od latek fipravenych synteticky. itozené regulatory tstu,
do kterych pat predevSim rostlinné hormony (fytohormony), byly varst literatie ¢asto
déleny na latky st stimulujici nebotrst inhibujici. Latka vSak v dité koncentraci riize mit
acinky stimulani a v jiné koncentracisinky inhibujici. (Einek regul&nich latek zavisi také

na konkrétnim genotypu, $t&@ fyziologickém stavu rostliny (Prochéazka a kb098).

Regul&ni aktivita endogerthse vyskytujici latky se obvykle testuje jak&ingek jeji
aplikace. Ve wtSir¢ piipadi, zvySovani hladiny testované latky v rostlimede ke zréné
piirozenych gradierit koncentraci a f¥e vyvolat stresovou reakci. Testované regulatory
¢asto interaguji s ostatnimiigtovymi regulatory a testovana rostlina na zvysovdadiny
hormoni miZe reagovat jinak nebaibec. Je také velmi prayplodobné, Ze jiné druhy bén
budou na tutéz latku reagovat odéisn

Fytohormony jsou organické nizkomolekularni latkyeré slouzi jako endogenni
signalni latky. Tyto firozené metabolity se vyskytuji ve velmi nizkycmkentracich (18 az
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10° M) a slouZi k penosu informaci mezi pletivy a organy. V rostlifsou fenaseny
vodivymi pletivy a mezibugtnym transportem. Fytohormonytizreme rozdlit do péti skupin
na auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselinu absacisa a ethylen. Mimo & existuji
v rostlinach latky, které regulujiistovou aktivitu ve vysSich koncentracich a nebatedd
nejsou objasiny presné dinky a pisobeni. Fytohormony se od horniiativo¢iSnych znang
liSi. VétSina hormon je syntetizovana na rozhych mistech v rostltha jsou vyrazé mére
specifické. Kazdy z hormdnovliviuji vice proces a jednotlivy proces fZe byt ovlivren
vétSim pa@tem riznych latek. Mechanismudigobeni hormain rostlinnych se velmi podoba
mechanisrdim u hormor ZivociSnych (Prochazka a kol., 1998).

Auxin je nejdéle znamym fytohormonem. Byl objevemg 20. letech minulého stoleti
na zaklad jejich schopnosti stimulovat prodiuZzovani BknObjev auxinu vy3el ze studia
fototropizmu a gravitropizmu, které zajb uz Charles Darwin. Podstatu tropiznse
poddilo objasnit F. W. Wentovi, kdy ve 30. letech 2@lsti prokazal, Ze Sgky koleoptili
produkuji latku, ktera difunduje do agaru a stinlprodluZzovaci ist (v iecting auxein
znamena Ust). Hirozené auxiny jsou si velmi strukténpodobné, p#t mezi re
nag. kyselina indolyl-3-octova (IAA) (Obr. 1), kysehanindolyl-3-maselna (IBA), kyselina
4-chlorindolyl-3-octova (4-CI-IAA). 1AA se tvb na mladych rychle seélicich buikach
v apikalnim meristému stonku, mladych listech, \ryoh a meristémech kene. Hladinu
auxinu ¢asto ovlivauji gibereliny. Biosyntéza tize probihat &kolika cestami. Jedna z nich
vychazi z tryptofanu a m&kolik vétvi, druhd, tzv. cesta nezavisla na tryptofanu,heyd
Z indolyl-3-glycerofosfatu. Transport auxima kratké vzdalenosti probihéep membranovy
a polarni transport. Auxin je jediny hormon trangpeany mezi bitkami polarg - ve stonku
bazipetals, v koreni akropetals Ve stonku a vlistech je auxin takéepravovan

parenchymenalnimi kikami (Prochazka a kol., 1998).

IAA je slaba kyselina jisobi na prodluzovani bek. VysSi koncentrace IAA v keni
prodluZzovani k&éene inhibuje. Redpoklada se, Ze auxin &chto buikach stimuluje aktivitu
H+ATPaz, které fisobi snizeni pH v bdtiné séné¢ a naslednou aktivaci mechanignkteré

zap@nou znénu burgcné stny.

Vliv prodluZzovani busk vyznami ovliviiuje pohybové reakce rostliny. Reakci
na fototropizmus, gravitropizmus a thigmotropizngiguxin laterarnim transportem v pletivu
nerovnondrné zastoupen. Auxin také inhibuje vyvoj axilarnich rieg&ni v pupenech

a postrannich stoiik Tento jev se oziaje jako apikalni dominance. Auxiny dale stimuluji
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diferenciaci vodivych pletiv a aktivitu kambia, addji opad list a ovliviwji rast prvniho

vyvoj ploda (Trigiano a Gray, 2005).

OH

N\

N
H

Obr. 1. Strukturni vzorec molekuly IAA.

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thudi41/IAAIl.png/175px-1AAll.png
stazeno 2.12.2013

Cytokininy byly objeveny ve 50. letech 20. stoldiky schopnosti vyvolavatéteni burgk.
zékladnim pirodnim cytokininem je zeatin, ostatni cytokinirgoy definovany jako latky,
které maji podobné cinky jako zeatin (Obr. 2). &Sina cytokinifi jsou aminopuriny
substituované v pozici Niettizcem @ti atomi C (zeatin) nebo aromatickym jadrem
(benzyladenin), které mohou byt dale modifikovam§inetin, chemicky furfuryladenin,
obsahuje gticetny kruh s atomem kysliku. Cytokininy se mohoukyysvat ve forng cis- a
trans-. Ok& formy jsou enzymaticky konvertovatelné, formtaans je fyziologicky
efektivréjSi. Mezi dalSi firozené cytokininy pdti dihydrozeatin (DZ) a izopentenyladenin
(iP). V sowasnosti je znamo nad 200 latekrpzenych a synteticky fpravenych, které
vykazuji cytokininovou aktivitu. Cytokininy se ti¥iov korenech, embryich, mladych listech a
plodech. Z hlavniho mista jejich tvorby, tkoového apikalniho meristému, jsou
transportovany xylémem do nadzengdsti ve fornd inaktivnich sacharidovych konjugat
Cytokininy maji velmi fizné fyziologické dginky. Maji zasadni vliv nadeni burgk. Hladina
zeatinu se zvysSuje¢hem mitézy a faze G1. Snizuji apikalni dominanggtuji objemovy
rast burgk a zaroveé inhibuji prodluzujici @st internodii a kieni. Pisobi na transportni
procesy Vv rostlith, ovliviuji diferenciaci vodivych pletiv v kenu a oddaluji senescenci.

Receptorem cytokinih byl prokdzan protein CRE1 a existuje patwice strukturg si
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blizkych receptar. CRE1 se nachazi na plasmatické membeapo navazani cytokininu je
zatatkem pro signalni drahu kterd ma za nasledeénynexpresy gein (Trigiano a Gray,
2005).

V praxi se cytokininy vyuZivaji jako seaést kultiva&nich médii a p regeneraci rostlin

in vitro. Synteticky gipravené cytokininy jsou testovany pro pouziti wzdelstvi.

HO

N

NH
-
N™
|
kN/ N/>

Obr. 2. Strukturni vzorec molekuly Zeatinu.

http://figures.boundless.com/4ff32ba8246b709a9c@eAgll/zeatin.png
stazeno 7.12.2013

20



3.2.2.2 Vliv genotypu a kultiva&ni podminky

Genotyp topolu hraje vyznamnou rolii @mdvozeniin vitro kultury. Nekteré genotypy se do
in vitro podminek doposud nepdda prevést. Kultiv&ni podminky a kultivéni médium
jsou pro fizné genotypy specifické. Univerzalni meédium pro vitro kultivaci topolu

neexistuje.

Uspsdna sterilizace je jednim ze zékladnigbdpoklad pro odvozenin vitro kultury.
Ve wédeckych studiich se jednotlivé sterilizace, kukiviapodminky, sloZeni kultivaiho
médiacasto liSi podle genotypu a podle autora dané prace.

Kang a kol. (2009) se ve své praci zabyval odvamekiltury topolu Populus
trichocarpaNisqually-1 vybraného pro studium genomu. Pro opkopagaci byly odebrany
5 cm dlouhé vyhonky ze zelenych rostlin. Explantdiyly postupg sterilizovany
1% roztokem Tween-20 po dobu 5 min, 70% ethanolenilpnin a 0,525% chlornanem
sodnym po dobu 15 min. Explantaty byly poté 3krapthchnuty sterilni destilovanou®po
dobu 5 min. Médium pro odvozeni primarni kulturysabovalo mikro a makro elementy od
Murashige and Skoog (MS), které bylo obohaceno taminy, myo-inositol (100 mg/l),
3% sacharozu, 0.8% agar. pH bylo upraveno na S@dium autoklavovanoip120 °C
a 103,5 Pa po dobu 20 min. Médium pro odvozeni gmiinkultury bylo dopléno o BAP
a v rdmci experimentu byla zfidvana jeho nejvhod§si koncentrace. Podle vysladibylo
nejvhodrjSi médium bez cytokinin V praci je dale dopoteno pouzit Gelrite namisto
agaru, ktery p experimentu pozitivé ovlivnil Zivotnost explantdit Déale bylo zjis¢no, Ze
10 g/l aktivniho uhli v médiu zvySuje koncentrablarofylu A. Pozitivreé také ovliviuje rist
celého explantatu.

Mala a kol. (2006) studovala moznost zvySeni fytwdiani schopnosti topolu. Byl
vybran evropsky topolRopulus tremulpa a hybridni topol Populus tremula x Populus
tremuloide$, které rostou ve zi&ténych oblastech. Cilem prace bylo vybrat a namnozit
rostlinny material metodoin vitro. Primarni kultura byla odvozena z dormantnich pipe
24 let starého stromu. Explantaty byly odebranyaig, sterilizovany roztokem 0,01% HgCl
a 1% Sava. Poté byly 3krat promyty destilovano®.HPro indukci organogeneze bylo
pouzito MS meédium, fidana byla sacharéza (30 g/l), glutamin (10 md@AP (1 mg/l),
IBA (0,1 mg/l) a agar (6 g/l). Pro multiplikaci seswdcilo agarové MS médium s nizsi
koncentraci BAP (0,2 mg/l) a vysSi koncentraci ainu (100 mg/l). Také byl navrZzen
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nejvhodrgjSi konstrukt pro zvySeni efektivnosti transformasgonkovych explantét

u pouzitych klor topolu.

Meilan a Ma (2007) navrhli protokol pro multiplikacékolika genotyfd topol
uréenych pro transformaci. P studii byly pouzity klony Populus deltoides, Populus
trichocarpa x Populus deltoides, Populus deltoide®opulus nigra Primarni kultura byla
odvozena z 8 — 10 cm dlouhych vyhér6 let starych rostlin ze skleniku. Explantatyyby
sterilizovany sterilni destilovanou,® 70% ethanolem po dobu 1-3 min a 5% roztokem
chlornanu sodného a Tritonu X-100 podobu 10-12 foté byly explantaty promyty 3krat
sterilni destilovanou ¥ a nasled& skalpelem roezany na 5 — 8 mm segmenty, které byly
umisgny na médium na Petriho misku. Pro indukci organege bylo zvoleno MS médium
s polovénim obsahem makro a mikro elementMédium bylo doplgné o glutamin
(200 mg/l), myo-inositol (100 mg/l). Pro multiplikebylo do média idan BAP (0,2 mg/l),
zakaenovaci médium obsahovalo vySSi koncentraci agar8Aa (0,1 mg/l). Zakdergné
explantaty byly po 1-2 #sicich peneseny zakenovacich jift a po dvou az 3 tydnech
aklimatizace pesazeny do skleniku.

Thidiazuron (TDZ), potenciélni cytokinin pro zvy3erefektivity regenerace
u Himalajského topoluRopulus ciliatawall) publikoval Aggarwal a kol. (2012). Efekt TDZ
samotného a s kombinaci s NAA byl studovan na podéri regeneraci listovych explaniat
Primérni explantaty byly potieny 1,5 hod pod tekouci vodu, naslkedhyl povrch
sterilizovan roztokem 0,2% Bavistanu a 0,1% Hg@ dobu 2 min. Poté byly explantaty
neékolikrat promyty sterilni destilovanou,Bl. Jako zakladni regené&ra médium bylo zvoleno
MS médium obohacené o vitaminy, 3% sachardzu a @@ Ze 13 rozdilnych koncentraci
a kombinaci TDZ se ukazalo jako nejvhegn zakladni regenetai médium, obohacené
o TDZ (0,024 mg/l) a adenin (79,8 mg/l). Nasl&egmo multiplikaci a elongaci bylo vyuzito
médium s BAP (0,5 mg/l) a IAA (0,2 mg/l). Explantdzakdenovaly nejlépe na médium
s IBA (0,1 mg/l). Po Uplném vyvoji Kenového systému byly explantatyepeseny do

zeminy a udrzovany ve vlhkych podminkach.

Chaturvedi a kol. (2004) se jako prvni zabyval mgopagaci klom Populus
deltoidespomaociin vitro regenerace z listovych explaritdfako primérni rostlinny material
byl zvolen segment vyhonku o 1 — 2 nodech, odeb&@iz&atku jara z dosfpeho stromu.
Explantaty byly nejprve 30 min poreny pod tekouci filtrovanou M, poté sterilizovany
5% Laboline Solution (neutralni tekuty detergent) gobu 5 min a naslednbyl povrch
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sterilizovan 0,1% HgGlpo 15 min. Poté byl povrch explantatgkalikrdt omyt sterilni
destilovanou KD. Sterilni explantaty bylyfeneseny na modifikované MS médium navrzené
pro regeneraci, které bylo obohacené o BAP (0,2B)MéA (0,25 mg/l) a AdS (15 mg/l).
Modifikované MS bylo rozdilné oproti origindlnimu3Av koncentraci (Ng.SO, a MgSQ.

Z vysledki je patrné, Ze vysoka koncentrace BARisibila indukci kalusu. Po regeneraci
byly 3 cm vysoké explantatyigneseny na zakeiovaci MS médium dopémo o IAA
(0,25 mg/l), kde po 20-25 dnech z&hkaily. Do in vivo podminek naslednprezilo presun

80 % rostlin.

Prvni in vitro kolekce evropskych topblbyla zalozena ve Spasku v roce 2007.
Kolekce obsahovala 32 geneticky zajimavych &l®opulus tremulaMartin a kol., 2007).
K udrZeni kolekce bylo navrZzeno fina®k nenaréné univerzalni MS médium obohacené
o BAP (0,1 mg/l). U kloA se projevil vysoky stupegenotypové biodiverzity, ktery byl

doporien k budouci analyze.

Marcotrigiano a Stimart (1983) popsali mikropropeigaPaulownia tomentos&teud.
Explantaty byly umishy na médiu obohacené o IAA a kinetin. Multiplikoyabyly na
médiu s BAP (0,1 mg/l) a IBA (1 mg/l). Na bazi vytki se u gkterych explantdi objevil
pii multiplikaci kalus. Mikropropagaci a studiem tgitoidnich rostlinPaulownia tomentosa
se zabyval také Tang a kol. (2010). Pro prolifersairhl MS médium obohacené o 2,4-D
(2,26 uM) a BAP (8,89 uM), na kterém explantatyeyily po 4 tydnech ve tikalus. Kalus
byl nasledd prenesen na regenéra médium, které obsahovalo NAA (1,61 uM), BAP
(22,19 puM) a aktivni uhli (0,3 g/l).
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3.2.2.3 Faktory ovliviiujici efektivitu mnozeni

Kromé sloZeni kultivéniho média, kultivénich podminek, vyraznovliviiuje efektivitu
mnozZeni vin vivo a in vitro zdravotni stav matei rostliny. Houbové onemoéni rostlin
ma negativni dopad na efektivni mnozeni a stav bcidh jedind. MnoZenitizkovanim
dochéazi velmtasto k penosu chorobyizky poté Spathzakdenu;ji, je pozorovan zpomaleny

vyvoj a morfologické deformace.

Jednim z houbovych onemdaen topolu je Dothichiza populeaNejnachyl®jSi pro
tuto chorobu jsou mladé stromy v lesnich Skolk&thomy gFestarlé a stromy vystavené
znanému vijSimu stresu. Dsledkem infekce je odufm@ni, neatraktivni vzhled, mozny je
I uhyn celého stromu. Vriii poskozeni kmengasto vede k sekundarnim infekcim. Kontrola
infekce se nepstji provadi pomoci gstebnich metod. Stromy je dopoemo sdzet ve&Sich
vzdalenostech od sebe, napadeasti je teba odstranit z infikovanych stréamPraezavani
by meélo byt provedeno pouze vigehu vegetaniho obdobi, nikoli v chladnych obdobich
roku. Moderni fungicidy nejsou proti této cho&bcela @dinné a posik rostlin by n€l byt
proto aplikovan skolikrat do roka (Sinclair a kol., 1987).
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4. Material a metodika
4.1 Rostlinny materiél

Pro bakal&skou praci byly pouzity genotypy tofio(Tab. 1), které byly ziskany z genové
banky Vyzkumného Ustavu lesniho hospgstdd a myslivosti z Vyzkumné stanice Kunovice
(Obr. 3).

Tab. 1. Prehled pouzitych genotyipa klori topoli.

Genotyp Klon

Populus nigra P-004
Populus nigra P-005
Populus nigra P-009
Populus nigra P-028
Populus nigra P-030
Populus nigra P-031
Populus nigra P-036
Populus nigra P-052
Populus nigra P-055
Populus nigra P-057
Populus nigra P-058
Populus nigra P-059
Populus nigra P-653
Populusx canadesisMoench., cvRobusta -

Populus tremulax Populus tremuloides -

Populus tremula -

Populus trichocarpa -

Populus nigrax Populus maximowiczii -
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Od kazdého klontopulus nigrabylo kultivovano pes 250 explantat Od ostatnich
genoty@ bylo kultivovano pes 50 explantét Dohromady bylo ghem bakaléské prace
kultivovano gres 2500 explantatopolu pro odvozeni primarni kultury.

Dodaténé bylo do bakaléské prace Zazeno odvozenin vitro kultury paulovnie,
kterd byla odvozena ze semaulownia tomentoshiomass.

Obr. 3. Odker topoli ve Vyzkumné stanici Kunovice.
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4.2 Metodikain vitro mnozeni
4.2.1 OdEr rostlinného materialu

Odbér materialu probhl v roce 2013 — 2015 vzdy nar¢gapred vyraSenim prvnich pupin
Z viceletych rostlin byly odebirany vrcholové jetité pryty o délce 20 — 30 cm (Obr. 4).
Pryty byly zbaveny list a p'ed sterilizaci byly poneny v destilované v@d24 hod. V roce
2015 hyly pryty ped sterilizaci oS&tny 2% roztokem fungicidu Bavistin po dobu 24 hod.

Obr. 4. Odebrané pryty toptlz maténich rostlin.

4.2.2 Sterilizace

Pred sterilizaci byly pryty n@zany na 3 cm dlouhé segmenty, které obsahovalgntiv
pupen. Explantaty byly nejprve promyty 3krat stdrildestilovanou kD, nésleda
sterilizovany 70% NaOH po dobu 10 min. Poté semvcidexperimentu testovalaiGnost
¢tyi riznych druli sterilizace. Bsobeni 0,3% HgGbo dobu 10 min (Obr. 5), 2,5% Savo po
10 min, 2,5% NaCIO po 20 min, 5% PPM (Plant Prestre Mixture) po 24 hod. Po
sterilizaci fed genosem na kultivani médium byly od jednotlivych explantdbdstragny
nekrotizované tkan
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Obr. 5. Sterilizace explantatchloridem rteinatym.

Primé&rni kulturaPaulownia tomentoshiomass byla odvozena ze semen. Semena byla
sterilizovana 3% NaClO po dobu 20 min, poté bylanpyta 3kréat sterilni destilovanou,®
a asepticky femis€na na zivné médium.

4.2.3 Kultivaéni podminky

Pomoci néstrdj sterilizovanych v 70% ethanolu a oZzehnutim nadnpleem byly explantaty
pieneseny do kultivani nadoby a wsrény parafiimem, aby nedoSlo ke kontaminaci. Takto
zabezpe&ené vzorky byly pemistny do kultivani komory, ve kterém byly kultivovany
pii teplot 22 °C s dennim rezimem 16/8 hod (den/noc) podrbdgwtlenim 9800 lux.

4.2.4 Kultivaéni médium

Pro nas experiment bylo pro odvozeni kultury paupievné médium Murashige and Skoog
(1962), které bylo fypraveno nasledujicim agobem: V 0,5 | destilované,Bl bylo za stalého
michani na magnetické miclta rozpudtno 20 g sacharézy, 4,4 g média MS obohacené
o vitaminy (kat¢. M0222.0050). VSechny slozky byly navazeny na wiwych vahach a po
jejich rozpu&ni byl roztok doplin destilovanou vodou na objem 1l v o&fmém valci. Poté
bylo pomoci 1M hydroxidu sodného pH upraveno nanlotul 5,8 a roztok bylielit do lahvi
Fisherbrand vhodnych pro sterilizaci v autoklavw. I[Bhvi byl nasleddqpridan agar (6 g/l) a
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médium bylo sterilizovano v autoklavu. Rést&éném vychladnuti byly do tekutého média
za sterilnich podminek v laminarnim boxtiddny sterilni regulatoryistu (Tab. 2). Médium
bylo nasleda rozdtleno do kultivénich nadob. Jako sterilni kulti#fai nadoba byly pouzity
plastové misky s filtrem, ski€né baky o objemu 250 ml a Petriho misky. Po ztuhnutrag
v kultivacnich nadobach byly na médiumiepeseny explantaty. V zavislosti na druhu

experimentu byly explantaty na nova médiangseny kazdeé 2 — 3 tydny.

Tab. 2. Koncentrace rostlinnych horméw jednotlivych médiich wenych pro mikropropagaci
(v mg/l)

Médium BAP tZ IBA IAA
A - - - -
B 1,0 - 0,1 -
C 0,3 - - 0,2
D 0,5 - 0,1 -
E - 0,5 0,1 -

Vzhledem ke kontaminacim, které se objevity zakladani sterilnich kultur bylo do
média gidavano po autoklavovani Plant Preservative Mix{iant Cell Technology). PPM
je tepelr stabilni konzervéni prostedek, ktery tinné zabrauje nebo redukuje mikrobialni
kontaminaci v rostlinnych tk@vych kulturdch. Ve vysSich koncentracichuze odstranit
endogenni kontaminace explaiitaBylo prokazano, Ze aktivni slozky PPM jsou schéopn
proniknout ges burcnou sEnu bakterii a hub a inhibuji aktivitu kbvych enzyni
centralnich metabolickych prode$¥i pouziti vhodné koncentrace v kultdrdam médiu PPM
nema vliv na vitalitu a vyvoj explantatu (PPM prott). V naSem fipact bylo do média
piidavano 5 ml/l PPM po autoklavovani média.
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Pro odvozenin vitro kultury Paulownia tomentoshiomass byla navrZzena tato média:
Médium pro vykléeni, proliferaci a indukci organogeneze obsahowd® obohacené o
vitaminy (4,4 g/l), sacharozu (30 g/l), agar (§,d8AP (3 mg/l). pH média bylo upraveno na
hodnotu 5,8. Do média explantat ukenému pro zakeréni nebyly gidany rostlinné

hormony.

e
|

Obr. 6. Priprava kultiv&niho média v laboratd
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5. Vysledky

Cilem experimerit vramci bakaléské prace bylo navrhnout nejvha@iii sterilizaci
explantat pro mikropropagaci vybranych genotypopolu a navrhnout vhodna média pro

jejich mikropropagaci.

Souasti bakalgské prace bylo také navrhnoutinnou metodu sterilizace semen

Paulownia tomentoshiomass a navrhnout média pro mikropropagaci.
5.1 Sterilizace

Zakladem funkni metodiky mikropropagace je odvozeni sterilnitdayl. V ramci bakaléské

prace byly testovanytyii rizné zmisoby povrchové sterilizace.aiBRhé moznosti sterilizace
byly testovany na genotygRopulusx canadesisMoench.,cvRobusta(Tab. 3). Po sterilizaci
byly explantaty peneseny na MS médium, které neobsahovékiové hormony. Po 3

tydnech kultivace byla kultura kontrolovana.

Tab. 3. Vysledky povrchové sterilizadegopulusx canadesisvioench., cvRobusta.

. i Pocet .
Sterilizace Podet explantati kontaminovanych Kontaminace
doba piasobeni explantati %
0
2,5% NaClO 120 41 34,2
20 min
5% PPM
o4 hod 120 115 95,8
0,3% HgC} 120 12 10,0
15 min !
0,
2,5% Savo, 120 90 75.0
15 min
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Graf. 1. Uspsdnost povrchové sterilizace
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Jako nejvhod¥si pro odvozeni primérni kultury byla vybrana rsapi¢jSi sterilizace,
a to pomoci 0,3% roztoku HgCpo dobu 15 min, ip které kontaminovalo pouze 10 %
explantah (Graf. 1). Bylo zjis&no, ze pi kratSi dolé sterilizace pomoci HgglvSechny
explantaty kontaminovaly, ip delSi dol sterilizace dochazelo k nekrotizaci explaintat
Ostatni nami testované sterilizace nebyly dostgteicinné a byly vyhodnoceny jako
nevhodné pro odvozeni primarni kultury topolu.

Sterilizace priméarni kultury topolu pomoci PPM bylavrZzena dle protokolu vyrobce.
Na zéklad naSich vysledk se ukazalo, Ze sterilizace samotnym roztokem P&Mieré
kontaminovalo 95 % explantgtje pro odvozeni primarni kultury zcela nedosji a
nevhodna.

Povrchova sterilizace genotypBopulus x canadesis Moench.,cv. Robusta byla
UspeSné a poddo se zalozit sterilni kulturu. Sterilizace pomaeokztoku HgC} byla nasleda
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pouzita u ostatnich genotypro odvozeni sterilni kultury. Uekterych genotyp se i fFes
nejlépe zvolenou sterilizaci objevilo vysoké pragerkontaminovanych explantat U
n¢kterych se dokonce objevoval novy typ kontaminage druhém aréetim pasazovani. Bylo
zjisSttno, Ze zvolend povrchova sterilizace neni schop&iandl sterilizovat explantaty
a zamezit tak endogenni kontaminaci. Z tohateodu bylo dle navodu vyrobcem do vSech

meédii gidavano 1% PPM, které z&a& snizilo procento kontaminace.

5.2 Kultivaéni médium

Sterilizované explantaty genotypopolu byly pasazovany na média, které byly éeng A,
B, C, D, E (Tab. 2). Prvni kultivace adventivnhichppni byly provedeny na médiu B,
na kterém byly kultivovany klonyPopulus nigra.Pri kazdém testovani bylo pouzito 50
explantat od kazdého klonu. lips veSkerou snahu se agkierych klori nepodélo odvodit
sterilni kulturu a kontaminace se objevovalghdém druhého adétiho pasdzovani. U klarse
béhem experimentu projevila biologicka diverzitairwitro podminkach nejlépe rostly klony
P-055, P-057 a P-058. Naopak u Kidr-009, P-031 a P-036 nebyl pozorovandénadny
rast a Bhem prvnich dvou tydn vétSina explantdit znekrotizovala. Srovnaniistu kloni
P-055 a P-009 po 3 tydnech kultivace viz Obr. @ ¢®iech tydnech doslo u vSech kion
Populus nigrake stagnacitstu. Experiment byl poté zopakovan na médiu C auméd
s tén& totoZznymi vysledky. Na obou typech médiich doch@zke stagnaci ustu, ke
Zloutnuti listi a Zadnému klonu se nepaditta prezit 8 tydri. Do média bylo fidano aktivni
uhli (10 mg/l), aby seipdeslo Ubytku chlorofylu. Nebyl vSak pozorovan wyrgsi efekt.
Béhem pokusu byly explantaty vzdy po dvou tydneé¢bppsaZzovany na néwripravena

éerstva média.
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Obr. 7. Srovnénitistu kloni P-055 (na pravo) a P-009 (na levo) po 3 tydnedtiviige

Obr. 8. Kontrola fistu explantét.
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Obr. 10. Kontaminace u explantaPopulus nigrau druhého pasazovani.

Zloutnuti listi a stagnaceastu byly po konzultaci s Ing. Kyselakovou (VULHM)
zdivodiovany napadeni stram houbovou chorobouDothichiza populea S nej¢tsi
pravdpodobnosti touto chorobou byly napadeny vSechrynstr ze kterych byly vzorky
odebrany. Tato choroba zneniaje odvozeni stabilrin vitro kultury a neni ji schopné zcela
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zahubit povrchovou sterilizaci. Je ale mozné,Pbpulus nigraneni vhodny pran vitro

kultivaci.

V dalSim experimentu byl genot@opulusx canadesisgMioench.,cvRobustaestovan
na médiu E. Trans-Zeatin byl vtomto pokusu vybrAndivodu studia firozert se
vyskytujicich aromatickych cytokinin které probihalo pod vedenim doc. Tarkowského,
Ph.D. \tSina explantdt na médiu E ale stagnovaladstu a u gkterych explantdi se
objevil kalus. Kalus byl nasledrpremistn na médium A (Obr. 11) a médium B ale ani po 6

tydnech nedoslo u kalusu k indukci organogeneze.

Obr. 11. Kalus Populusx canadesisMoench.,cvRobustana médiu A

Genotypy Populus tremulax Populus tremuloides, Populus tremula, Populus
trichocarpaa Populus nigrax Populus maximowiczhbyly testovany na médiu B a médiu D.
U Populus tremuladoSlo kvyrazné nekrotizaci tk&nexpantdi do prvniho tydne
od sterilizace. UPopulus tremulax Populus tremuloidesSechny explantaty ddech tydri
kontaminovaly. Nejlepsi tst byl pozorovan u genotyp Populus nigra x Populus
maximowicziia Populus trichocarpal téchto dvou genotyly zaalo rist 30 % explantét
u kterych se zdd#da sterilizace a nedoslo k nekr6ze. VSechny explgnale stagnovaly po
4 tydnech viistu a znektotizovaly po 2 #sicich kultivace. U &hto genotyp byla také

testovana moznosh vivo mnozenitizkovanim pomoci prytz mat€nich rostlin. Pryty byly
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zasazeny do K#in&st snesiperlitu a hliny v porru 1:1 (Obr. 12). Kitinde byly
udrzovany vihké a umigty ve skleniku. VSechnyizky béthem 4 tydid zakdenily a dal
pokratovaly v fastu (Obr. 13).

Obr. 12. Zasazené pryty toplpro mnozenin vivo pomocitizkovani.

Obr. 13. Mnozeni topail in vivo pomocitizkovani po 4 tydnech.
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Kontrola iistu explantat a premistni na nové médium probihalo vZdy ve sterilnich
podminkach laminarniho boxu. Médium pro multiplikacpro zakeéereni nebylo v naSem
experimentu navrZzeno, protoze nebyla odvozena Istalprimarni kultura u Zadného

Z vybranych genotyjp

5.3 Kultivace Paulownia tomentosa biomass

U Paulownia tomentosabiomass doslo k ugpné sterilizaci semen pomoci chlornanu
sodného a k jejich vykieni. Nebyla pozorovana téimzadna kontaminace a u explaatae
objevil signifikantni fist. Po 3 tydnech by jednotlivé explantatyiezany skalpelem na 1 cm
velké ¢asti se stonkem a listem (Obr. 12), které byly m&ém médiu multiplikovany.
Multiplikace se zd#la u vSech zaloZenych explantatDoSlo k namnoZeni rostlinébem
dvou nesiail a kultura byla udrZzovanaim vitro po dobu vice jak 16 #&siai. Jednotlivé
rostliny zakdenily na MS médiu bez rostlinnych hormionZ experimentu vyplyva, ze u

Paulownia tomentoshiomass je mozné odvodit stabilnivitro kulturu.
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Obr. 14. Paulownia tomentoshiomass po zaloZeni explaritéta médiu pro multiplikaci.

Obr. 15. Paulownia tomentoshiomass tyden po zaloZeni explaatato multiplikaci.
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6. Diskuze

Mriviw s

mikropropagace. V ramci bak#ské prace byly i navrhovani nejtinnéjSi sterilizace
pouzity postupy z dostupné literarni publikace.a&em experimentu byly testovany vSechny
sterilizace na genotyp®opulusx canadesisMoench., cv.Robust Kang a kol. (2009) se
zabyval odvozenim kulturfPopulus trichocarpaNisqually-1 u¥eného pro studium genomu
a pro odvozeni aspetickych explaidtalopor&il sterilizaci pomoci 0,525% chlornanu
sodného po dobu 15 min. Sterilizace pomoci 2&8ernanu sodného po dobu 20 min
u nasSeho pouzitého genotypu nebyla dostgteicinna, u 34,4 % explaniatse objevila
kontaminace. Meilan a Ma (2007), ktenavrhli protokol pro multiplikaci vybranych
genotym topoli urtenych pro transformaci, pouZzilifipsterilizaci primarni kultury 5%
chlornan sodny s kombinaci s Tritonem X-100 po ddif+12 min. Tato koncentrace
chlornanu se ale u naSeho genotypu projevila j&Ki$ gilna, doslo k nekrotizaci rostlinného
materialu. Mala a kol. (2006) pouziléi gtudii evropskych topdlsterilizaci primarni kultury
roztok 0,01% chloridu rtinatého a 1% Sava. V naSem experimentu byla tesacsténilizace
pomoci 2,5% Sava po dobu 15 min. Sterilizace sgyita jako nedinna. Chaturvedi a kol.
(2004), ktery se zabyval mikropropagaci KidPopulus deltoidespouzil @i sterilizaci 0,1%
chlorid rtwnaty po dobu 15 min. U testovaného genotypu byla skerilizace nefinna.
Nasledr bylo ale zjiS¢no, Ze vySSi koncentrace tj. 0,3% chloridumatého podobu 15 min
je dostaténé Gcinna a pouze u 10 % explant&e objevila kontaminace. Tuto sterilizaci jsme
vyhodnotili jako nejvhod§si pro zakladani kultury genotyfRopulusx canadesisMoench.,
cv. Robust Sterilizaci primarni kultury pomoci chloridu tnatého pouzil také Aggarwal
a kol. (2012) p studiu efektivity regeneradeopulus ciliatawall v in vitro podminkach. Pro

jeho studii ale byla zvolena nizSi koncentrace thilortu'natého a kratSi doba sterilizace.

V rdmci bakaléské prace byla testovana MS média obohacen&merkoncentrace
rostlinnych regulatdr pro odvozeni primarni kultury vybranych genatypoli a jejich
klona. Navrzena MS média se liSila obsahem rostlinnyoimioni. Mala a kol. (2006) pro
odvozeni primarni kultury genoty§pPopulus tremula a Populus tremulax Populus
tremuloidesnavrhla pouzit MS médium obohacené o BAP (1 mg/l)BA (0,1 mg/l).
V naSem experimentu byla testovana stejna konaantrarmoii u stejnych genotyp presto
se nepoddo odvodit stabilniin vitro kulturu. U genotypuPopulus tremuladoSlo k vyrazné

nekrotizaci tkads expantai do prvniho tydne od sterilizace. U vSech expla@ntbpulus
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tremula x Populus tremuloidese do 3 tyd@ objevila kontaminace. V naSem experimentu
bylo dale testovano vhodné sloZeni média pro odviogemarni kultury genotyp®opulus
nigra. Pro odvozeniin vitro kultury je nezbytné pouzit pletiva zdravé ntaierostliny.
Matecni rostliny, ze kterych byly odebirany explantédby)y nakazené houbovou chorobou
Dothichiza populeaZadna z pouzitych sterilizaci nebyla dostageli¢inna proti této chorab

a Dothichiza populeatak negativ ovliviiovala fist a stavin vitro explantal. Rovrez
pouziti vysSi koncentrace PPM v médiu nebylo ptéto chorob (cinné. Doposud neni
zndma vdecka studie, ktera by se zabyvala problematikdo thoroby uin vitro
mikropropagace topdl Spatny zdravotni stav a Ubytek chlorofylu u erfA#i nebyl zvracen
ani obohacenim média aktivni uhli (10 g/l), jakswe& praci doportuje Kang a kol. (2009).
Predpokladem pro vyuZititfpadné rekombinantni technologie u topoluirjevitro kultura
(Biswas a kol., 2012). Jednotlivé genotypy a kldogoli vyuzité @i naSich experimentech
projevily vysokou biodiverzitu ¥n vitro a zaslouzi si podrobj$i budouci studien vitro

kultivace.

Na rozdil od mikropropagace topolu odvozeni prirh&uitury Paulowniatomentosa
biomass \n vitro podminkach neni natolik naneé. Vyhodouin vitro kultivace Paulownia
tomentosabiomass je moznost odvozeni kultury ze semen &edvés multiplikace zasti
explantali. Paulownia biomass je navic schopnést na MS médiu neobsahujici Zadné
rostlinné hormony. Jeden z moznych vyuifitvitro kultivacePaulownia tomentoshiomass

muze byt multiplikace rostlin, které Ize v podminkaclvivo pouzit pro produkci biomasy.
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7. Zavér

Cilem této bakai&ké prace bylo u vybranych kldmopoki owetit moznostin vitro kultivace,
navrhnout dinnou metodu sterilizace a vhodna médigena pro mikropropagaci. Na zakéad
dostupné literatury byla navrzena a testovaimné druhy sterilizace primarnich explantat
Jako nejdinngjSi a nejvhodysSi byla vybrana sterilizace pomoci 0,3% roztokuoddu
rtutnatého po dobu 15 minfipkteré kontaminovalo pouze 10 % explaft&®opulus x
canadesisvloench., cvRobust Na zéklad dostupné literatury byla poté navrZzena média pro
mikropropagaci. Od zZadného s gendiytppoli se ale nepod#éo odvodit stabilni primarni
kulturu, ktera by fezila 8 tydri. Moznost mikropropagace klorgenotypuPopulus nigra
byla navic ztizena houbovou chorob@othichiza populea Ani invitro kultivaci se
nepodéilo rostlinny material do této choroby ozdravit. 8ém pro multiplikaci a pro
zakaenreni nebylo v naSem experimentu navrzeno, protoZzglaedulvozena stabilni primarni
kultura u Zadného z vybranych genatygCelkow bylo v bakal&ské praci zalozeno 2500
explantat topolu. U vybranych genotyiptopolu bylo UspSné owieno in vivo mnozeni
pomocifizkovéani. Dale bylo odvozena primérni kultPaulownia tomentosabiomass
vinvitro podminkach, u které byla navrZzena a otestovana M&lianpro indukci

organogeneze, multiplikaci a zakoeni.
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9. Seznam pouzitych zkratek

2,4-D
4-Cl-IAA
BAP
CdPCS1
DZ

IAA

IBA

NAA
PPM
TDZ
tZ

VULHM

2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina
4-chlorindolyl-3-octova kyselina
benzylaminopurin

gen fytochelatin syntasy
dihydrozeatin

indolyl-3-octova kyselina

indolyl-3-maselna kyselina
izopentenyladenin
naftyloctova kyselina

Plant preservative mixture
thidiazuron

trans-zeatin

Vyzkumny ustav lesniho hospoiddvi a myslivosti
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