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Medzidruhoveé hybridy jedli
pre imisné oblasti Slovenska

Zvysena citlivost domacej jedle bielej (Abies alba Mill.) k rychlo sa meniacim pod-
mienkam prostredia vyustila do rozsiahleho odumierania jedfovych porastov u nas.
Tento jav je napadny najma v blizkosti velkych priemyselnych centier, ktoré uvolfiuju
do ovzdusia velké mnoZstva imisii. Pokles jedle bielej v lesoch Slovenska z pévodnych
15 % na sucasné 4 % je désledkom vysokého stupna genetickej uniformity domacich
populacii tejto dreviny a s tym suvisiacej nizkej adaptability jedle k rychlo sa menia-
cim podmienkam prostredia.

Medzidruhova hybridi-
zacia je povazovana za
jednu z najucinnejSich
a najpristupnejSich metod
Slachtenia drevin. VSeo-
becne sa usudzuje, Ze hy-
bridné formy sa vyznacuju
vySSim stupnom heterozy-
gotnosti, o im umoziuje
rychlejSiu adaptaciu na
nové ekologické podmien-
ky a predstavuju zaroven
perspektivnhu cestu za-
chovania biologickych
prednosti jedle bielej a
zvySenia jej adaptability a
rezistencie k meniacim sa
podmienkam prostredia. Pomocou medzidruhovej hybridizacie ziskavame jedincov
s kombinaciami vlastnosti, aké sa pri Cistych druhoch nevyskytuju. K Ziaducim
vlastnostiam patri aj tolerancia a odolnost voci abiotickému a biotickému ohroze-
niu, spolu s udrzanim minimalne priemernych rastovych parametrov. Produkcia
medzidruhovych hybridov jedle bielej so zvySenou odolnostou voc€i suchu umelou
hybridizaciou, ich mnozenie v podmienkach in vitro a nasledna introdukcia do les-
nych porastov za ucelom zvySenia genetickej variability a odolnostného potencialu
u nas povedie v konecnom désledku k poklesu odumierania jedfovych porastov
v lesoch Slovenska.

V sucasnosti je na Slovensku zriadenych niekolko trvalych vyskumnych pléch,
na ktorych sa dlhodobo sleduje kvalita, t. j. rychlost rastu a odolnost’ hybridov jedli.
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Andrej Kormutak

Sucasné ako aj predpokladané
nepriaznivé zmeny klimatickych
pomerov na nasej planéte vyvo-
lavaju zvySeny zaujem odbornych
kruhov i Sirokej laickej verejnosti
o pokracujucu redukciu genetic-
kej roznorodosti rastlin, ktora je
evidentna tak na urovni druhov
ako aj lokalnych populacii. Aj
v nasledujucich desiatkach rokov
sa predpoklada, ze vegetacia bude
vystavena nepriaznivym ucinkom
ro6znorodych znecistujucich latok
(polutantov) globalneho, regio-
nalneho a lokalneho charakteru,
ktoré priamo alebo prostrednic-
tvom pbdy budu ovplyvnovat' jed-
notlivé rastliny a ich spoloCenstva.
Vzhfadom na skutoCnost, ze
charakter imisného zatazenia
a klimatickych zmien sa v désled-
ku nekoordinovaného rozsirovania
priemyselnych aktivit a celo-
svetového sklenikového efektu
predpoveda iba velmi tazko, zostava nanajvys aktualna poZiadavka na udrzanie genetickej
variability rastlin ako zakladného predpokladu zachovania ich adaptability k rychlo sa menia-
cim podmienkam prostredia.

Extrémny dopad silného vplyvu imisii na lesy strednej Eurépy mozno ilustrovat' aj
na priklade jedle bielej (Abies alba Mill.). Ako jediny prirodzene sa vyskytujuci zastup-
ca rodu Abies na naSom Uzemi je svojim takmer 4% ploSnym zastupenim piatou
najrozSirenejSou drevinou Slovenska. Priemernou zasobou 358 plm/ha sa jedla bie-
la zaradovala donedavna medzi naSe hospodarsky najddlezitejSie dreviny. Nesporny
a Coraz CastejSie zdOraznovany je aj biologicky a esteticky vyznam jedle bielej v naSich
lesoch. Polska autorka Dobrowolska ju nazyva pre jej vysoku bioindikacnu hodnotu
,mimoézou* (z gréckeho citlivka), zatial 8o ukrajinsky autor Svidenko ju povaZzuje za
,zelenu perlu“ Bukovinskych Karpat, najma pre velky pédoochranny a vodoregulacny
vyznam jedle bielej. Jej vertikalne rozSirenie siaha od 232 m n. m. v Malych Karpatoch
(Harmonia pri Modre) do 1 500 m n. m. vo Vysokych Tatrach. AvSak aj napriek tymto
charakteristikam, predstavuje tato drevina zaroven jeden z najpalCivejSich problémov
nasho lesného hospodarstva. Uz davnejSie pozorovany jej ustup z lesov celej strednej
Eurépy sa v poslednych desatroCiach urychlii a dosiahol v niektorych oblas-
tiach az kalamitny charakter. Zatial ¢o v roku 1930 Cinilo zastupenie jedle bielej
v naSich lesoch 14 %, v su€asnosti je to uz iba necelych 4 %. Pritom podfa
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¢l. S. 201 Zakona o globalnej environmentalnej polittke z roku 1988 sa uz
10 % pokles zastupenia akéhokolvek pévodného druhu povazuje za vyznamnu redukciu
jeho biologickej diverzity. V okoli Novak, ako jedného z najviac znecistenych regiénov
Slovenska, doslo az k 59 % redukcii porastov tejto dreviny od roku 1958, zatial ¢o v oblasti
Ziaru nad Hronom &ini tento pokles za rovnaké obdobie 54 %.

Z historického hladiska sa Ziada uviest, Ze asi prvé spravy o odumierani jedli pochadza-
ju z Nemecka zo 16. a 17.storocia. Uz od roku 1650 vo Franskom lese sa pozorovala kle-
sajuca vymera jedle bielej. Az 80 % porastov v uvedenom lese tvorila jedla biela a iba 10 %
smrek. V roku 1973 bola uz situacia opacna, ked 88 % vymery tvoril smrek a len 3 % jedla
biela. V Cesku prvé spravy o hynuti starych jedlovych porastov pochadzaju zo Sliezska
v roku 1842. O hynuti 50 a 25 ro¢nych jedlovych porastov sa zmiefiuje v roku 1922 lesnik
pracujuci u Seského gréfa Stenberga. Spominany lesnik si vimol thyn jedli v relativne
priaznivych klimatickych podmienkach, kde porasty boli chranené od mrazov. Upozorriuje
na potrebu pestovania jedle bielej ako primesi v borovicovych a dubovych lesoch pre
jej ochranu pred mrazom. Uz v tomto obdobi sa upozorfiovalo na vplyv imisii z tovarni,
osobitne na vysoku citlivost jedle k imisiam. V su€asnosti sa rapidny ustup jedle bielej pri-
pisuje znizenej genetickej rozmanitosti uvedeného druhu a s tym spojenému zniZeniu jej
vitality a adaptability k vonkajSim podmienkam. Podla niektorych autorov je odumieranie
jedle bielej geograficky uzko spaté s tou Castou jej prirodzeného rozsSirenia v strednej
Eurdpe, kde sa nepozoruju takmer Ziadne rozdiely medzi provenienciami jedle. Naopak,
absencia akychkolvek naznakov chradnutia jedle je charakteristicka pre juzné oblasti
prirodzeného aredlu jedle bielej v Eurépe, kde su zaznamenavané vyrazné rozdiely medzi
jednotlivymi provenienciami a pomerne vysoka vitalita a adaptabilita druhu.

Zuzena geneticka variabilita stredoeurdpskych populacii jedle vyustila do znizenia
jej adaptacnych schopnosti. Niektori autori to pripisuju pomerne velkym rozmerom
a relativne vysokej Specifickej hmotnosti pelovych zfn jedle bielej v désledku €oho je ich
rozptyl obomedzeny. Obmedzeny dolet pelu je zrejme hlavnou pri€inou vysokej miery
samoopelenia jedle bielej v prirodzenych podmienkach a s tym spojeného znizenia
Zivotaschopnosti jej semenného potomstva. VSeobecne sa totizZ samoopelenie hodnoti
ako najvysSi stupen pribuzenského krizenia, ktoré ma za nasledok zuzenie genetickej
premenlivosti a nasledné znizenie vitality potomstva. V genetickej terminologii sa tento
jav oznacCuje ako inzuchtna depresia. Inzuchtny charakter stredoeurépskych populacii
jedle bielej je s najva¢Sou pravdepodobnostou pri€inou znizenej odolnosti tejto dreviny
k abiotickym a biotickym faktorom prostredia a jej postupného odumierania.

Receptivne kvety jedle bielej spolu s pohfadom na vyvijajuce sa semena v SiSke.
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1. Hybridizacia ako rieSenie su€asnej situacie

V nazerani na moznosti udrzania jedle bielej v naSich lesoch sa v odbornych
kruhoch prezentuju dva nazory. Prvy z nich pocCita s perspektivhou nahradou jedle
duglaskou tisolistou (Pseudotsuga menziesii), ktorej vdak Skodia mrazy. Druhy na-
zor pocita s udrzanim a zachranou jedle bielej pomocou vnutrodruhovej hybridizacie
réznych proveniencii jedle. Taktiez sa Coraz nastojCivejSie prezentuje nevyhnutnost
medzidruhovej hybridizacie domacej jedle bielej s cudzokrajnymi druhmi jedli, najma
s druhmi mediterannej oblasti. V oboch pripadoch sa sleduje ciel postupného zvySenia
heterozygotnosti, resp. genetickej r6znorodosti jedle bielej ako jedného z hlavnych
predpokladov zvySenia jej vitality a odolnosti. Posledna uvedena alternativa vSak
naraza na legislativne prekazky. V zaujme zachovania Cistoty genofondu jedle bielej
sa totiz legislativhe zamedzilo rozsiahlejSie zavadzanie cudzokrajnych druhov jedli do
nasich lesov. Vychodiskom by mohla byt vynimka z tohto nariadenia, hlavne v oblas-
tiach silného imisného spadu, kde jedla biela nie je schopna trvalejSej existencie.

Domnievame sa, Zze medzidruhové hybridy jedle bielej su tou alternativou, ktora
poskytuje moznost’ zachovania jedlovych porastov aj na imisne zatazenych lokalitach
Slovenska pri zachovani vyrazného genetického podielu jedle bielej na tychto lokalitach.
Ich hlavnou vyhodou oproti Cistym druhom je zvySena heterozygotnost, vdaka ktorej sa
vyznacuju rychlejSim rastom a zvySenou odolnostou. D6kazom toho su spontanne hy-
bridy jedli, ktoré boli popisané v robznych Castiach sveta a ktoré vo vacsej alebo mensej
miere zdielaju obe tieto vlastnosti.

1.1 Spontanne hybridy jedli

Najviac prirodzenych hybridov jedli vznika spontanne medzi druhmi mediterannych
oblasti Eurépy. MenSi pocet spontannych hybridov je na severoamerickom kontinente
a azijské druhy su dodnes prebadané nedostatocne v tomto ohlade. Prvym popisanym
prirodzenym medzidruhovym hybridom rastucim v mediterannych oblastiach Eurépy
bol hybrid A. borisii-regis opisany Mattfeldom v roku 1926. Hybrid bol nazvany na
pocCest’ bulharského krala Borisa Ill. a vznikol ako produkt spontannej hybridizacie
medzi druhmi A. alba x A. cephalonica. Vyskytuje sa v tranzitnej zéne na severe
Balkanskeho polostrova, kde rastie eSte viac na sever druh A. alba, priCom na juhu
sa vyskytuju izolované populacie A. cephalonica. Hybridy sa vyskytuju v mieste, kde
sa prirodzené populacie materskych druhov stykaju na hraniciach severného Grécka
a byvalej Juhoslavie. Na severe su hybridy viac podobné druhu A. alba a na juhu A. ce-
phalonica, s ktorymi rastu v hybridnych zénach. Najnovsie Studie potvrdili, Ze hybridné
populacie popisané Mattfeldom v 30. rokoch minulého storoCia sa vyskytuju este aj
v juznejSich populaciach Peloponézskych jedli. Reciproénym krizenim A. cephalonica
x A. alba vznikol hybrid A. nebrodensis, ktory rastie velmi vzacne v severovychodnej
Sicilii a dnes je udrziavany len vegetativne.

Produktom spontannej hybridizacie je aj hybrid A. bornmdlleriana, nazvany na
poCest nemeckého profesora botaniky J. Bornmallera. Prvykrat bol popisany Flou-
som (1936) ako hybrid medzi druhmi A. cephalonica x A. nordmanniana. \Vznikol uz
v geologicky davnej minulosti a dnes rastie na uzemi severozapadného Turecka.

Velmi blizkym predchadzajucemu je hybrid A. equi-trojani. Prvykrat bol popisany
Mattfeldom ako hybrid medzi A. cephalonica a A. bornmdilleriana, ktory rastie na malom
uzemi zapadného Turecka. Na Pyrenejskom polostrove sa uz davnejSie pozorovala vysoka
geneticka a hybridologicka afinita medzi jedlou Spanielskou (A. pinsapo Boiss.) a jedlou
alzirskou (A. numidica De Lann.), o podla niektorych autorov svedcilo o ich spolo¢nom
vyvoji v priebehu evolucie. Podla Caballosa a Bolanosa (1928) a Gausena (1933) jedla
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Spanielska rastuca v pohori Sierra de Rondo na juhu Eurdpy a jedla alzirska rastuca na
susednom uzemi severnej Afriky mali spolo€ného predka, ktory rastol v obdobi Miocé-
nu na spojitom uzemi Gibraltarského prielivu. Ich spolo€ny hybrid je znamy pod nazvom
A. pinsapo var. vel hybrida. V roku 1951 objavil J. Masferrer v pohori Gerona v Spanielsku
spontanne rastuci hybrid A. masjoanii. Rastol na farme Masjoan v mieste prirodzeného
vyskytu A. alba a podla toho dostal aj pomenovanie. Zistilo sa, Zze matersky druh uve-
deného hybrida bol A. pinsapo, ktory bol opeleny druhom A. alba. V nasledujucom roku
bolo ziskanych az 100 000 hybridnych semien A. masjoanii. Hybrid mal intermediarny
charakter oboch rodicov.

Aj na severoamerickom kontinente je znamych viacero prirodzene sa vyskytujucich
medzidruhovych hybridov jedli. Hybrid A. schastensis vznikol hybridizaciou druhov
A. magnifica x A. procera. Ma intermediarny charakter medzi oboma rodi¢mi
a rastie vysoko v horach Sierry Nevady a Mont Schasta v Kalifornii. Bol objaveny
Jeffreiom v roku 1852 v uz spominanych horach Shasta. Medzidruhovy hybrid
A. intermedia je vysledkom spontannej hybridizacie druhov A. balsamea x A. fraseri
v Apalagskom pohori v severovychodnej Casti USA. V juhozapadnom Oregone
a v severozapadnej Kalifornii dochadza v zoénach vzajomného prekryvania sa
prirodzenych arealov jedle srienistej (A. concolor) a jedle obrovskej (A. grandis)
k ich vzajomnej hybridizacii za vzniku hybridnych populéacii A. concolor x A. grandis.
V uvedenej oblasti bol popisany aj spontanny hybrid druhov A. magnifica x A. pro-
cera. Vypocet spontannych hybridov jedli na severoamerickom kontinente uzatvara
medzidruhovy hybrid A. balsamea x A. fraseri na severozapade USA a v Kanade.

Co sa tyka Azie, v tejto &asti sveta boli doposial popisané iba dva medzidruhové
hybridy. V severovychodnej Cine, kde sa stretavaju prirodzené aredly A. sibirica
a A. nephrolepis sa vyskytuju hybridné populacie A. sibirico-nephrolepis, zatial ¢o na
Japonskych ostrovoch je znamy hybrid A. umbellata vznikajuci spontannou hybridiza-
ciou druhov A. firma x A. homolepis.

Z vySSie uvedeného prehfadu je zrejmé, Ze najviac prirodzenych hybridov jedli
vznika medzi druhmi mediterannych oblasti Eurépy. MensSi pocet spontannych hybri-
dov bol zisteny na severoamerickom kontinente, zatial Co azijské druhy su z hfadiska
ich spontannej hybridizacie doposial eSte malo preskumané. Bez ohladu na produkény
potencial hybridov vyjadreny ich vySkovym a hrubkovym rastom, nesporny zostava ich
vyznam z hfadiska obohacovania genofondu jedli v celosvetovom meradle, ako jeden
z hlavnych predpokladov ich adaptability na meniace sa podmienky prostredia.

1.2 Umelé hybridy jedli

Rozsiahle pokusy s umelou hybridizaciou jedli uskutoCnené doc. Ing. Eugenom
Chirom, CSc. v Arboréte Mlyriany - Ustave dendrobiolégie SAV, Ing. Ladislavom
Gregussom, CSc. vo Vyskumnom ustave lesného hospodarstva vo Zvolene ako aj
pokusy na naSom pracovisku v tejto oblasti presvedCivo dokumentovali vysoku hy-
bridologicku afinitu jedle bielej ku vSetkym mediterannym zastupcom rodu Abies,
t. j. k jedli gréckej (A. cephalonica Loud.), jedli cilicskej (A. cilicica Ant. et Kotschy/
Carr.), jedli kaukazskej (A. nordmanniana Stev./Spach.), jedli Spanielskej (A. pinsapo
Boiss.) a jedli alzirskej (A. numidica De Lann.). Ziskané hybridy jedle bielej s vySSie
uvedenymi druhmi prejavuju na juvenilnych stadiach ich vyvinu heterézny efekt, teda
Ze rastu rychlejSie ako rodicovské druhy.

Okrem heterézneho rastu sa viaceré hybridy ukazali velmi sfubné aj z hladiska
ich rezistencie proti chorobam a nepriaznivym klimatickym podmienkam. Ako priklad
uspesného vyuzitia medzidruhovych hybridov mozno uviest hybrida A. borisii-regis
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druhov A. alba x A. cephalonica, ktory vznikol spontanne na Balkane. Uvedeny hy-
brid vyznamnou mierou prispieva k vitalite jedlovych lesov zmienenej oblasti, najma
v Grécku, kde vykazuje vysoku odolnost voci intenzivnemu sine€nému Ziareniu, suchej
pode a nizkemu uhrnu zrazok. Pouziva sa aj pri zalesfiovani poziarom zni¢enych
biotopov.

Skélka jedlovych semenacikov v Arborete Mlytiany - Ustave dendrobiolégie SAV

V suvislosti s globalnym oteplovanim odporuca skupina francuzskych autorov okolo
Arbeza zaclenit do hybridizatného programu s jedfou bielou najma jedfu Spanielsku
a jedlu alzirsku. Oba tieto druhy jedli rastu na prirodzenych stanovistiach, pre ktoré
su charakteristické vysoké nadmorské vysky, sucha a plytka péda a relativne nizke
teploty. Z tohto doévodu vykazuju oba druhy najvy$Sie indexy aridity (suchovzdor-
nosti). Medzidruhovy hybrid A. pinsapo x A. alba rastie lepSie v porovnani s A. alba
na stanovistiach so suchSou pddou v Spanielskom Katalansku. Dnes sa uvedeny hy-
brid vyuziva ako nahradna drevina pri opatovnom zalesfovani niekolko hektarovych
pldch v Spanielsku. Taktiez francuzski autori Fady a Concle odportéaju vyuzivanie
tychto hybridov pri zalesfiovani poZiarom zni¢enych ploch Francuzska.

VysSie uvedené priklady zapadaju do ramca odporucania, ktoré uz v roku 1981
prezentoval rakusky vyskumnik Mayer, ked navrhol introdukovat spontanne hybridy
A. borisii-regis (A.alba x A. cephalonica), A. bornmdilleriana (A. cephalonica x A. nor-
dmanniana) a A. equi-trojani (A. cephalonica x A. bornmdilleriana) spolu s jedlou kau-
kazskou (A. nordmanniana) do lesov strednej Eurépy ako nahradu za chatrajucu jedlu
bielu.

2. Rastovy potencial medzidruhovych hybridov

Spolo¢nou charakteristikou prevaznej vacsiny medzidruhovych hybridov jedli, ktoré
vznikli spontanne v prirode alebo boli ziskané umelym opelovanim je ich rychlejsi
vySkovy rast oproti rodiCom. Ide o typicky prejav somatickej heterozy, ktory méze mat
trvalejSi charakter alebo méze byt iba prechodny.

V zaciato€nych Stadiach vyvinu, t. . na urovni semenacikov a sadenic sme napriklad
zistili mierne zaostavanie vo vysSkovom raste medzidruhového hybrida jedle bielej
s jedlou alzirskou za potomstvom zo samoopelenia i volného opelenia jedle bielej.

11
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Zrejme sa tu prejavil otcovsky druh A. numidica, pre ktory je charakteristicky
pomaly rast a husté drevo. Tato vlastnost’ otca sa prejavila aj u 3-rocnych sadenic
medzidruhovej kombinacie A. alba x A. numidica. Naproti tomu hybridné kombinacie
jedle kaukazskejsjedloubielou, jedfou alzirskou ajedlou procerou predstihovalivo veku
3 rokov potomstvo materskej jedle kaukazskej zo samoopelenia (graf 1).
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Graf 1. - VySkovy rast medzidruhovych hybridov jedle bielej a jedle kaukazskej vo veku 3 rokov

1) A. alba samoopelenie

2) A. alba volné opelenie

3) A. alba x A. numidica

4) A. nordmanniana samoopelenie
5) A. nordmanniana x A. alba

6) A. nordmanniana x A. numidica
7) A. nordmanniana x A. procera

Vyrazny heterézny rast je charakteristicky aj pre medzidruhové hybridy jedle kau-
kazskej s jedlou bielou a jedlou ihlicovitou, ktora rastie v Azii. Ako vidiet z grafu 2,
medzidruhové kombinacie A. nordmanniana x A. alba a A. nordmanniana x A. holo-
phylla dosahuju vo veku 4 rokov podstatne vysSie vySkoveé prirastky ako kontrola jedle
kaukazskej zo samoopelenia.

25 - A. nordmanniana * A. holophylla
A. nordmanniana x A. alba 22,95
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A. nordmanniana samoopelenie
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Kontrolné varianty a medzidruhové hybridné kombinacie

Graf 2. - VySkovy rast medzidruhovych hybridov jedle kaukazskej vo veku 4 rokov
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ZaClenenie dlhSieho vyvinového obdobia hybridov do porovnavacieho S$tudia
umoznilo komplexnejSie posudit dynamiku ich rastu, najma z hfadiska pretrvavania
somatickej heterozy. Ako priklad mozno uviest medzidruhové hybridy jedle gréckej
na trvalej vyskumnej ploche v Kamenci pod Vtacnikom, kde sa porovnavali rastové
charakteristiky 3 medzidruhovych hybridov vo veku 4, 7, 9, 20 a 30 rokov. Uvedena
lokalita sa nachadza v oblasti silného imisného spadu tepelnej elektrarne Zemianske
Kostolany, resp. Novackych chemickych zavodov v Novakoch.

Na urovni 4-ro€nych sadenic bola somatickd heter6za charakteristicka iba pre
medzidruhové hybridy A. cephalonica x A. nordmanniana s priemernou vySkou
sadenic 20,9 cm a A. cephalonica x A.numidica s priemernou vySkou sadenic
16,2 cm. V pripade medzidruhového hybrida A. cephalonica x A. alba sa somaticka
heter6za neprejavila na tomto Stadiu vébec. Uvedeny hybrid zaostaval svojou
priemernou vyskou 11,8 cm aj za kontrolou A. cephalonica - samoopelenie, pre ktoru
bola charakteristicka vyska 15, 2 cm (graf 3).

Graf 3. - Dynamika vySkového rastu medzidruhovych hybridov jedle gréckej vo veku 4, 7, 9,20 a 30
rokov

1) A. cephalonica samoopelenie

2) A. cephalonica x A. alba

3) A. cephalonica x A. nordmanniana

4) A. cephalonica x A. numidica
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Prihodnoteni vySkovych parametrov 7-ro€nych sadenic bol pozorovany jednoznacny
prejav somatickej heterézy iba v pripade hybrida A. cephalonica x A. nordman-
niana s priemernou vyskou 39,86 cm, ¢im vyrazne predstihol kontrolu s priemernou
vyskou 33,42 cm.

V pripade medzidruhovej kombinacie A. cephalonica % A. alba je zjavné spomale-
nie vySkového rastu s priemernou hodnotou 31, 64 cm oproti kontrole. Uvedeny hy-
brid v8ak v ontogenetickych stadiach 9, 20 a 30 rokov opat akceleruje vo vySkovom
raste a prerasta kontrolu.

V pripade medzidruhovej kombinacie A. cephalonica x A.numidica je pozorovatelné
spomalenie vyskového rastu s priemernou hodnotou 30,67 cm, takmer o 3 cm
v priemere v porovnani s kontrolnym variantom. Uvedené spomalenie rastu s dalSim
vyvinom narasta (graf 3).

Pri hodnoteni vySkového rastu stromov vo veku 9 rokov sa somaticka heter6za
najvyraznejSie prejavila v pripade hybridnej kombinacie A. cephalonica x A. nordman-
niana s priemernou vyskou 72,9 cm. Kontrola A. cephalonica — samoopelenie dosiahla
v tomto Stadiu priemernu hodnotu 57 cm. Medzidruhovy hybrid A. cephalonica x A. alba
s priemernou vysSkou 63,1 cm taktiez vyrazne prerasta kontrolu zo samoopelenia, a to az
06,1 cm. Postupné zniZzovanie vyskového prirastku mozno pozorovat u medzidruhového
hybrida A. cephalonica x A.numidica, ktory vo veku 9 rokov zaostava priemernou vyskou
56,66 cm iba nepatrne za kontrolou, avSak od tohto momentu sa pozoruje sustavny po-
kles jeho vySkového rastu az do veku 30 rokov.

Vo veku 20 rokov mozZno pozorovat najvyraznejSi prejav somatickej heterdzy pri
medzidruhovej kombinacii A. cephalonica x A. alba s priemernou hodnotou vySkového
rastu 451,66 cm. Uvedeny hybrid prerasta kontrolu o viac ako 120 cm.

Podobna situacia stale pretrvavajucej somatickej heter6zy bola pozorovana aj u
medzidruhovej kombinacie A. cephalonica x A. nordmanniana s priemernou vyskou
441,33 cm. Oproti kontrole A. cephalonica - samoopelenie s priemernou vyskou
333,33 cm to znamena prevahu v priemere viac ako 110 cm. Somaticka heter6za sa
vSak neprejavila v pripade medzidruhoveho hybrida A. cephalonica x A.numidica, ktory
priemernou vySkou 325,83 cm zaostal za kontrolou o 8 cm.

Posledné merania vyskoveho rastu sa uskutocCnili vo veku 30 rokov. Na tomto Stadiu
sa pozoroval jednoznacny trend utimu somatickej heter6zy medzidruhovych hybridov
v porovnani s kontrolou. Iba v pripade hybridnej kombinacie A. cephalonica x A. alba
s priemernou vyskou 1 100,16 cm mozno hovorit o pretrvavajucej somatickej heteroze.
Uvedeny hybrid prerasta kontrolu s priemernou vyskou 1 000,84 cm takmer o 100 cm.

Spomalenie vyskového rastu sa prejavilo v pripade hybrida A. cephalonica
x A. nordmanniana, ktory zaostaval za kontrolou o 1,3 cm. NajvyraznejSi pokles
vo vySkovom raste sa v8ak pozoroval v pripade medzidruhového hybrida A. ce-
phalonica x A.numidica, ktory zaostava v hodnotach priemernej vysky za kontrolou
A. cephalonica — samoopelenie viac ako o 3 m. V tomto pripade mozno konstatovat
uplnu absenciu heterozy.

Z vySSie uvedeného porovnania vyplyva, ze maximum somatickej heterdzy pripada
na obdobie 9 - 20 rokov s postupnym poklesom jej prejavov vo veku 30 rokov. Pri os-
tatnych hybridoch dochadza pravdepodobne k postupnému ustrnutiu ich vySkového
rastu. To vSak ni€ nehovori o charaktere dalSieho vyvinu hybridov, ani o ich UzZitkovosti
na konci tazobného obdobia. Jednoznacnu predstavu o dlhodobej vytaznosti hybri-
dov a ich podmienenosti konkrétnymi podmienkami prostredia mozno overit iba na
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zaklade dlhodobého pozorovania porastov na viacerych pokusnych plochach a na
pokrocilejSich vyvinovych stadiach

Ciastkovy pohlad na trvalt vyskumnu plochu s medzidruhovymi hybridmi jedli v Kamenci pod Vtaénikom

Na zaklade sledovania vySkového rastu hybridov jedle gréckej vo veku od 4 do
30 rokov je mozné pozorovat urCity vztah, ktory s opatrnostou umozrniuje robit
Ciastkové zavery o vyskovom raste z pohfadu zabezpecenia vyvinu v mladSom veku.
Ako uvadzaju nemecki autori Rohmeder a Schénbach (1959) podla prirastkov vo
veku 10 - 15 rokov sa da pomerne bezpecne usudzovat o dediCne podmienenych
rastovych schopnostiach hybridov.

Hybridné kombinacie, pri ktorych nie je potreba badat pretrvavajucu heterézu do vyssich
ontogenetickych tadii, predstavuju genofond, ktorého vyznam treba hodnotit' z pohladu
adaptacnej heterézy, hlavne so zretelom na ich odolnost’ k aridnému a znecistenému
prostrediu. To je pripad hybrida A. cephalonica x A.numidica, ktory napriek absencii het-
erozy zda sa, ze ma také prednosti, akymi su odolnost k imisiam a vysSim teplotam. Hy-
brid je nenaroCny na pédny substrat, co méze mat’ velky prakticky vyznam v obdobi pre-
biehajucich klimatickych zmien.
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Genetické markery
a ich vyuzitie v lesnom hospodarstve

Lesy su zlozité, druhovo bohaté ekosystémy. V protiklade k stratégii vyuZitia bio-
diverzity (biologickej diverzity, biologickej rozmanitosti) polnohospodarskych plodin,
pri lesnych drevinach sa uchovanie bio-
diverzity zameriava na stabilizaciu roz-
manitych lesnych ekosystémov s druh-
mi s vysokou genetickou variabilitou.
Takyto pristup mbéze zabezpecit' vysSiu
Zivotaschopnost' lesnych ekosystémov
v meniacich sa podmienkach prostredia.
Zachovanie a zvySovanie biodiverzity
je implementované aj v strategickych
ciefoch a prioritach Narodného les-
nickeho programu Slovenskej republiky
(Ministerstvo podohospodarstva Sloven-
skej republiky a Narodné lesnicke cen-
trum — Lesnicky vyskumny ustav Zvolen,
2007).

Pri Studiu genetickej variability a jej
distribucie pri lesnych drevinach sa
pouzivaju predovSetkym biochemické
markery. Biochemickymi markermi sa
nazyvaju kvalitativne vlastnosti, ktoré sa
prenasaju do dalSich generacii (dedi¢né
markery) a na ich detekciu sa pouzivaju
biochemické metddy. K biochemickym markerom patria sekundarne metabolity, biel-
kovinové markery a DNK markery. Jednotlivé typy markerov maju vyhody a obmedze-
nia, ktoré je nutné brat do uvahy pri vybere vhodného genetického markera v jednot-
livych Studiach.
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Genetické markery a ich vyuzitie v lesnom hospodarstve

Radoslava MatusSova

V koncepcii rozvoja lesného hospodarstva v rokoch 2007-2013 je dlhodobym cielom
udrZzanie a zlepSovanie zdravotného stavu, vitality a odolnosti lesnych ekosystémov
a zvySovanie biologickej diverzity (biodiverzity alebo biologickej rozmanitosti). K priori-
tam lesného hospodarstva v ramci koncepcie na zvySovanie biologickej diverzity patri
podpora ekologického obhospodarovania lesov, ¢o zahriuje aj zlepSovanie ochrany
lesnych genetickych zdrojov, udrziavanie, ochranu, obnovu a zvySovanie biologickej
rozmanitosti.

Ako vznikala biologicka rozmanitost druhov? PoCas evolucie dochadzalo k nahod-
nym zmenam (mutaciam) v gendémoch jedincov v ramci druhov. Tieto mutacie sa poc¢as
dlhych €asovych obdobi potomstvom prenasali do dalSich generacii, dochadzalo
k nahodnému kombinovaniu mutacii, Cast mutacii sa nepreniesla do dalSich generacii.
Niektoré vzniknuté mutacie boli (a su) selekéne neutralne, iné prinasaju istu vyhodu
pre daného jedinca a jeho potomstvo. DalSou skupinou st mutacie, ktoré sa stanu
adaptacne vyhodné az v zmenenych podmienkach prostredia. PoCet a typy tychto
mutacii sa podielaju na vzniku genetickej rozmanitosti v ramci jednotlivych druhov
a ovplyvinuju zivotaschopnost' a prezivanie druhov. Vyskumy ukazali, Ze strata, alebo
znizenie genetickej diverzity su vyznamnym faktorom ohrozujucim adaptivny poten-
cial druhov v meniacich sa podmienkach prostredia.

Geneticka premenlivost sa Casto sleduje na urovni populacie. Pod pojmom
populacia rozumieme skupinu jedincov toho istého druhu obyvajucu presne
definovany areal, ktori sa mézu v rovnakom Case medzi sebou nahodne kriZit.
Ak je geneticka diverzita populacie nizka a objavi sa napriklad virulentné ochore-
nie, mnoho jedincov tejto populacie mdéze byt citlivych na ochorenie a uhynu. V pri-
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pade populacie s vySSou genetickou diverzitou je vacSia pravdepodobnost, Ze sa
v populacii nachadzaju aj jedince, ktoré budu odolné k danému ochoreniu ak vyraznému
odumieraniu lesného porastu neddjde (obr. 1).

Populacia s nizkou genetickou premenlivostou

%% Skodlivy R
shhar = A 3

AR AR AR
ARAAR A R

ulacia s gs%kou gen(fticko.u 'premenlivost’ou %
S e I
AMAMREY — 2222 A

ARARR A AR

Obr. 1

Biologicka rozmanitost druhov sa pozoruje na fenotypovej a genotypovej urovni.
Suhrn znakov a vlastnosti jedinca, ktoré mdézeme pozorovat, sa nazyva fenotyp.
Tieto vlastnosti ma kazdy organizmus zapisané vo forme genetickej informacie. Ge-
neticka informacia o vlastnostiach kazdého jedinca sa nazyva genotyp. Termin geno-
typ sa pouziva pre celkovu geneticku informaciu, ale genotypom sa nazyva aj Cast
genetickej informacie, ktora sa tyka sledovaného znaku.

GENOTYP FENOTYP

Geneticka informacia o vSetkych vlastnostiach organizmu je dana poradim nukleoti-
dov deoxyribonukleovej kyseliny (DNK). DNK je molekula tvorena stavebnymi jednot-
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kami, ktoré sa nazyvaju nukleotidy. Styri druhy nukleotidov tvoriacich DNK organizmu
su adenin (A), guanin (G), cytozin (C) a tymin (T). DNK molekula je tvorena dvomi
Spiralovite stocenymi retazcami nukleotidov. DNK sa nachadza v jadre, chloroplas-
toch a mitochondriach a kazda bunka organizmu obsahuje rovnhaké molekuly DNK.
Celkova DNK organizmu sa nazyva geném. Retazec DNK mozno rozdelit na kratSie
useky DNK s roznymi funkciami. Niektoré Useky sa nazyvaju gény. Su to oblasti DNK,
ktoré maju presne uréenu funkciu a aj presné miesto na retazci DNK (lokus). Cast
génov kdduje aminokyseliny, ktoré su stavebnymi jednotkami pre bielkoviny. Struktura
bielkovin a ich vzajomné interakcie su zodpovedné za viditelné charakteristiky — feno-
typ. Sekvencie nukleotidov, ktoré tvoria gén, sa mozu liSit medzi réznymi jedincami
aj v ramci jedného jedinca moézeme zistit rozdielne formy génov. Tieto rozdielne formy
jedného génu sa nazyvaju alely. Alely sa liSia poradim nukleotidov, ktoré ovplyvnuju
aminokyselinové zlozenie bielkovin. Vacsina lesnych drevin je diploidna, to zna-
mena, ze kazdy jedinec ma dve alely pre dany znak (obr. 2).

Alela A m— JedinecAA

Alela B

Alela C = JedineCAB — e
Jedinec BB
JedinecAC o
Jedinec BC
Jedinec CC —

Obr. 2

Diploidné organizmy ziskavaju jednu kopiu kazdého génu od matky a jednu koépiu
génu od otca. Gény (ich alely) zdedené od oboch rodi€ov mézu byt identické, v ta-
kom pripade je potomok homozygotny pre dany gén alebo vilastnost. Alebo sa gény
rodiCov mézu lisit a vtedy je potomok heterozygotny pre dany gén alebo vlastnost.

Homozygot je jedinec, ktory ma rovnakeé alely sledovaného génu (napr. dve alely
typu A — genotyp AA).

Heterozygot je jedinec, ktory ma rozdielne alely sledovaného génu (jednu alelu
typu A a jednu alelu typu B - genotyp AB). Alely sa m6zu odliSovat jednym nukleoti-
dom alebo viacerymi nukleotidmi.

Mutaciami v gendmovej DNK dochadza k zmenam poradia nukleotidov, €o sa
mobze prejavit vo forme DNK polymorfizmu, ktory moéze byt vyuzity ako marker.
V minulosti pojem marker predstavoval vlastnost kédovanu jednym génom pri ktorom
k identifikovatelnej zmene dochadza mutaciou v jednom géne. Zaroven dany gén
mal niekolko alel, a tieto alely sa dali odliSit. V su€asnosti sa markerom stavaju aj
sekvencie DNK, ktoré nekdduju Ziadnu identifikovatelnu vlastnost, ale markerom
su samotné zmeny sekvencie DNK, ktoré detegujeme priamo (DNK markery). Zme-
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nou v poradi nukleotidov DNK moézZe djst k zmene zloZenia aminokyselin v biel-
kovine. Tato zmena v poradi aminokyselin méze spésobit zmenu funkcie bielkoviny,
alebo zmenena bielkovina prestane plnit svoju ulohu v organizme (bielkovinové
markery, izoenzymové markery). Pri monogénne podmienenych znakoch dochadza
k identifikovatelnej zmene na zaklade mutacie v jednom géne. Pozname aj polygénne
podmienené znaky, pri ktorych nevieme urcit, €i vysledny fenotyp je vysledkom zme-
ny v jednom géne, alebo vo viacerych génoch, ktoré sa spolupodieflaju na vyslednej
zmene vlastnosti. Polygénne podmienené znaky preto nie su vhodné pre zistovanie
genetickej rozmanitosti.

GTCGGAT G CGGAACGGAGCA Poévodna sekvencia nukleotidov
GTCGGAT T CGGAACGGAGCA Zamena nukleotidov
GTCGGATGCG GAAC GGAGCA Pdévodna sekvencia nukleotidov
GTCGGATTCG GGAGCA Strata nukleotidov
GTCGGATGC GGAACGGAGCA Poévodna sekvencia nukleotidov
GTCGGATTC TGC GGAACGGAGCA Vlozenie nukleotidov
GTCGGATG CGGAACGGAGCA Pdévodna sekvencia nukleotidov
GTCGGATG TG CGGAACGGAGCA Duplikacia nukleotidov
GTCGGA TGC GGAACGGAGCA Poévodna sekvencia nukleotidov
GTCGGA CGT GGAACGGAGCA Otocenie poradia nukleotidov

Priklady najCastej8ich mutacii (zmien) v poradi nukleotidov (A,T,C, G) v retazci DNK.

Aby bolo mozZné pouzit zmeny v zloZzeni DNK alebo bielkovin ako markery, musia
spifiat niekolko poziadaviek:

a) Zakladnou vlastnostou je polymorfnost markera, ktora je presne detekovatelna. To
znamena, ze zmenené poradie nukleotidov v molekule DNK alebo zmenené poradie
aminokyselin (stavebnych Casti bielkovin) musi byt detekovatelné pomocou zvolenej
metody

b) Rozdielne formy markera by mali byt jasne odliSitelné s vhodnymi génovymi frek-
venciami

c) Nevyhnutnou podmienkou su aj vhodné metddy na analyzy velkych populacii po-
tomstva

d) Analyzy a vysledky by mali byt reprodukovatelné medzi réznymi laboratériami

e) Vyznamnu ulohu pri vybere vhodného markera zohrava aj ekonomi¢nost a praktic-
ké lahké pouzitie pri sledovani markera

f) V pripade vyuZitia markerov v Slachtitefskom procese je zakladnou podmienkou
spolo¢né dedenie markera s danou Sfachtenou vlastnostou v potomstve

Pri vybere markera je nevyhnutné zistit, €i sa jedna o dominantny, alebo recesivny
znak. Dominantny znak potlacuje alebo skryva prejav recesivneho znaku. Dominantna
alela sa zvyCajne oznacuje velkym pismenom (A) a recesivna alela malym pismenom
(a). V pripade, ze ma jedinec dve rovnaké dominantné alely typu A (homozygot AA),
pozorujeme prejav A. Ak ma jedinec jednu dominantnu alelu (A) a jednu recesivnu
alelu (a) (heterozygot Aa), pozorujeme iba prejav dominantnej alely A, pretoze prejav
recesivnej alely je potlateny. Ak ma jedinec obe alely recesivne typu a (homozygot
aa), pozorujeme prejav recesivnej alely a. Z uvedeného vyplyva, Ze pri vztahu domi-
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nantny-recesivny nevieme urcit, i jedinec s prejavom znaku A ma alely typu AA ale-
bo Aa (obr. 3). Tato vlastnost obmedzuje vyuzitie dominantno-recesivnych markerov
v niektorych genetickych studiach.

Genotyp AA Genotyp Aa Genotyp aa
Fenotyp A Fenotyp A Fenotyp a

Obr. 3 - Priklad vztahu génov dominantny-recesivny (hrach siaty).

1. Morfologické markery

Pri Studiu genetickej variability a jej distribucie pri lesnych drevinach sa pouzivaju
spravidla morfologické a biochemické markery.

Genetické markery morfologickej povahy su zvy€ajne mutanty, ktoré sa spon-
tanne vyskytuju v populacii. V prirode sa vyskytuju len vzacne a preto je ich vyuzitie
znacne obmedzené. Ako priklad mozno uviest albinizmus semenacikov, ktory je
monogénne podmieneny a v lesnickej praxi sa ¢asto pouzival ako geneticky marker.
Ako morfologické markery sa vyuzivali aj zmeny vo velkosti a tvare semenacikov. Po-
zorovany trpasliCi alebo krickovity vzrast semenacikov mdze byt takisto podmieneny
mutaciou jedného génu.

Nevyhodou morfologickych markerov je skutonost, Ze je prejav daného mor-
fologického znaku €asto ovplyvneny inymi génmi alebo prostredim. Preto je nutné
pestovat’ semenaciky v rovnakych podmienkach, aby sme vylucili vplyv prostredia na
morfologicky prejav daného znaku. Vacsina morfologickych znakov sa da urcit az na
zaklade analyzy celej rastliny. Morfologicky znak je ¢asto vysledkom spolupdsobe-
nia viacerych génov a kombinovany vplyv takychto génov limituje pocet vhodnych
morfologickych markerov. Recesivne alely génov pre morfologické charakteristiky su
spravidla v homozygotnom stave letalne a teda nedetekovatelné. Zvyc€ajne je velmi
malo lokusov vhodnych pre Studium akéhokolvek rastlinného druhu, ich expresia

23



Genetické markery a ich vyuzitie v lesnom hospodarstve

je dominantno-recesivna a len v malom pocte pripadov vieme odliSit homozygota od
heterozygota. V su€asnosti sa morfologické markery nevyuzivaju z dévodu existencie
efektivnejSich molekularnych markerov.

2. Biochemické markery

Biochemickymi markermi sa nazyvaju kvalitativne vlastnosti, ktoré sa prenasaju do
dalSich generacii (dedicné markery) a na ich detekciu sa pouZzivaju biochemické metody.
Pri skimani genetickej premenlivosti populacii lesnych drevin sa vyuzivali sekundarne
metabolity (napr. monoterpény), najviac sa vSak vyuzivaju bielkovinové a DNK markery.

21  Monoterpény

Vysoky a nizky obsah niektorych monoterpénov je kontrolovany jednym génom.
Monoterpény sa mézu Studovat vo vSetkych vyvinovych Stadiach od semenacikov
az po dospelé jedince a vo vSetkych organoch, v ktorych su pritomné. Nevyhodou
monoterpénovych analyz je pomerne velka Casova narocnost, zvyc€ajne dominantno-
recesivna dedi¢nost a pre stanovenie charakteru dedi¢nosti nutnost’ kontrolovaného
krizenia s naslednou analyzou potomstva. NajCastejSie sa vyuZzivaju na Studium
geografickej premenlivosti a na overenie hybridného pévodu. Monoterpénové analyzy
boli v minulosti vyuzité pri $tudiu evolucie rodu Abies v oblasti Stredomoria. Neskor
boli pouzité aj pri rozdeleni proveniencii z takmer celého arealu rozSirenia jedle bielej
do 4 skupin proveniencii: zapadna Eurdpa, vychodna Eurdpa, juhovychodna Eurdpa
a oblast' juzného Talianska. Monoterpénoveé analyzy vSak neumoznili rozliSenie jed-
notlivych proveniencii.

2.2 Molekularne markery

DalSou skupinou markerov su bielkovinové markery a DNK markery. Nazyvaju sa
aj molekularne markery. Pod pojmom molekularny marker rozumieme sekvenciu
DNK alebo bielkoviny, ktora je identifikovatelna a teda prispieva k charakterizacii ge-
netickej variability daného druhu.

Pri pouziti molekularnych markerov sa genotyp da urcit na zaklade analyzy r6znych
typov pletiv z rastliny. Mozno pouzit mladé a dospelé listy, zimné puciky, pel alebo
semena. Z dovodu lahSej izolacie a naslednych analyz sa uprednostrniuje izolacia
mladych pletiv. Mladé pletiva neobsahuju vysoké mnozstva sekundarnych latok, ktoré
sa musia pri izolacii DNK alebo bielkovin komplikovane odstranovat. Molekularne
markery zvyCajne umoznuju analyzovat velké mnoZzstvo alel pri pouziti minimal-
neho mnozstva materialu (staci jeden pucik alebo semeno). Velkou vyhodou €asto
pouzivanych molekularnych markerov je kodominancia alel, o umoznuje presne urcit
genotyp daného jedinca v danom znaku.

2.2.1 lzoenzymy

lzoenzymy su bielkoviny, ktoré patrili v poslednych desatroCiach k najCastejSie
vyuzivanym genetickym markerom v lesnickom vyskume pre ziskanie informacii
o genetickej Strukture populacii lesnych drevin. Pristrojové vybavenie a chemikalie pre
analyzy su relativne lacné a je mozné charakterizovat velky pocCet jedincov v pomerne
kratkom Case. Analyza je nedestruktivna, pretoze na charakterizovanie izoenymov je
potrebné len malé mnozstvo rastlinného materialu.

Izoenzymami sa nazyvaju enzymy, ktoré maju rovnaku enzymaticku funkciu
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v organizme, ale liSia sa poradim aminokyselin. Vysledkom rozdielneho poradia
aminokyselin méze byt zmena ich elektrického naboja, velkosti a priestorového us-
poriadania molekuly. Tieto zmeny sa prejavia po rozdeleni bielkovin v Specialnych
Skrobovych alebo polyakrylamidovych géloch a ich vizualizacii. Rozdelené
bielkoviny pozorujeme ako farebné pruzky nachadzajuce sa v géli v rdznej vzdiale-
nosti od miesta, kde sa vzorka vloZila do gélu. Pre mnohé analyzy izoenzymov sa
vyuzivaju techniky Skrobovej elektroforézy. Izoenzymy su priamo vizualizované far-
benim na géli. Pouzitim Specialneho farbenia pre jednotlivé enzymy sa vyfarbia a
zviditelnia iba izoenzymy, ktoré maju v organizme rovnaku funkciu.

Pre izoenzymové analyzy sa pri lesnych drevinach najCastejSie pouzivaju spiace
puciky, semena alebo mladé listy. Tento rastlinny material sa v Specialne pripravenom
roztoku rozdrvi. Tak sa do roztoku uvolnia bielkoviny. Bielkoviny sa potom v $pecialnom
Skrobovom alebo polyakryamidovom géli za pomoci elektrického pola rozdelia podfa
velkosti a elektrického naboja. Jednotlivé enzymy sa potom farebne vizualizuju ponorenim
gélu do Specialnych farbiacich roztokov. ZloZenie farbiacich roztokov sa liSi v zavislosti
od typu enzymu (obr. 4).

Priprava vzorky

Vyfarbenie gélov —

* detekcia réznych enzymov

GDH LAP
IDH :

L o
- _

Obr. 4 - Schéma detekcie izoenzymov pouzitim Skrobového gélu.

VloZenie vzorky Elektroforéza a
do Skroboveho gélu rozdelenie gélu

Z izoenzymovych vzorov sa nasledne urcuju alelické frekvencie pre jednotlivé en-
zymy v populacii. Zistuje sa, kolko jedincov v populacii ma napriklad alelu A, kolko
jedincov ma alelu B. K zakladnym parametrom patri aj zistovanie heterozygotnosti
populacie. To znamena, Ze sa zistuje kolko jedincov ma obe alely rovnhaké — ho-
mozygot AA alebo homozygot BB, alebo ¢i ma jedinec jednu alelu A a jednu alelu B
(heterozygot AB). PocCet vyfarbenych pruzkov zavisi od typu enzymu. Ur€i sa, Ci je
izoenzym tvoreny jednym retazcom aminokyselin, alebo sa na vzniku funkéného en-
zymu spajaju 2 alebo 4 retazce aminokyselin. Na obr. 5 su schématicky znazornené
jednoduché vzory pruzkov, ak sa v DNK organizmu pre dany enzym nachadza len
jeden gén s dvomi moznymi alelami.

Tieto vzory sa stavaju komplikovanejSie v pripade, Ze sa na vzniku aktivheho en-
zymu podielaju bielkoviny kddované viacerymi génmi. Pre genetické Studie tieto kom-
plexné enzymoveé vzory nie su vhodné, pretoze vyzaduju zdlhavé analyzy.
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Genotyp AA AB BB

Enzym tvoreny ————
jednym retazcom
(monomer)

Enzym tvoreny —— ———
dvomi retazcami
(dimér)

Enzym tvoreny ——— ———
dvomi retazcami
(dimér)

Enzym tvoreny
Styrmi retazcami
(tetramer) —_—

Obr. 5

GDH IDH - B 6PGD LAP

Obr. 6 - Jednoduché typy izoenzymovych vzorov. Ak méa analyzovany jedinec oba gény rovnaké (ho-
mozygot - AA alebo BB), tvori iba jeden typ daného enzymu. Ak ma jedinec rozdielne gény (heterozy-
got — AB), poCet pruzkov zavisi od poctu retazcov, ktoré tvoria funkény enzym. Poloha pruzku zavisi
od velkosti enzymu a od elektrického naboja enzymu.

Pomocou analyzy vacSieho poctu jedincov potomstva sa zisti charakter a sp6-
sob dedenia jednotlivych enzymov. Iba tie typy enzymov, pri ktorych sa zisti sp6-
sob dedenia, sa dalej vyuzivaju ako genetické markery. Takto je identifikovany velky
pocCet izoenzymovych lokusov mnohych druhov drevin a naraz méze byt analyzo-
vany vacsi pocCet vzoriek. Izoenzymy su kodominantné, ¢o znamena, ze mézeme
odlisit homozygota (jedinca, ktory ma dve rovnaké alely) od heterozygota (jedi-
nec ma dve odlidné formy génu). DalSou vyhodou je pomerne vysoka variabili-
ta v izoenzymovych lokusoch. Vyhodou je i to, Zze izoenzymy mézu byt v zasade
analyzované z réznych typov pletiv. Je mozné analyzovat velké mnozstvo lokusov
pri pouziti minimalneho mnozstva materialu (zvyCajne staci jeden pucik alebo se-
meno) a k prejavu mnohych enzymov dochadza vo vSetkych vyvinovych Stadiach.
lzoenzymy mézeme urcit pri vacsine rastlinnych druhov, bez ohfadu na ich tvar,
velkost a dlhovekost. Vyhodou je aj nahodna distribucia izoenzymovych lokusov.
Dalsia vyhoda vyplyva z charakteru semien ihli¢natych drevin a ich vyuzitia pre
izolaciu a identifikaciu izoenzymov. Semena ihli€natych drevin maju endosperm
(vyzivné pletivo v semene) haploidny a gény nachadzajuce sa v endosperme
pochadzaju z materského jedinca. Embryo ma gény materského a otcovského
povodu. Aj izoenymy v endosperme su rovnaké, ako su v materskych stromoch
a v embryu sa nachadzaju typy izoenzymov pochadzajuce z materského stromu
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a izoenzymov z otcovského stromu. Analyzou endospermu a zodpovedajuceho
embrya z toho isttho semena je potom mozZné porovnat geneticku variabilitu
rodiCovskejgeneracie (matersky strom a pel otcovského stromu) a potomstva (embrya).
Je zname, Ze enzym izocitrat dehydrogenaza (IDH) sa sklada z dvoch retazcov biel-
kovin (obr. 7).

Genotyp AA AB BB

Enzym tvoreny ————
jednym retazcom
(monomer)

Enzym tvoreny S —— ’
f <« alela A

dvomi retazcami
(dimér)

- «—— glela B

Enzym tvoreny o -
tyrmi retazcami AA AB BB

(tetramér) — Genotyp

Obr. 7

Analyzou IDH izoenzymov v semenach zozbieranych z jedného materského stromu
mozno urcit genotyp materského stromu pre dany enzym, genotyp pelu podielajuceho
sanavzniku embrya ataktiez, ¢i semeno vzniklo cudzoopelenim, alebo samoopelenim.
Analyzou viacerych semien je mozné urcit, ¢i je matersky strom homozygotny alebo
heterozygotny v danom izoenzyme, to znamena, ¢i ma matersky strom dve rovnaké
alely pre dany znak, alebo dve rozdielne alely. Sta¢i analyzovat napriklad 6 semien
pochadzajucich z jedného stromu, aby sme s vysokou pravdepodobnostou zistili
genotyp daného materského stromu (obr. 8).

Endosperm (haploidny, Embryo
genotyp materského stromu) (diploidné, genotyp materského
a otcovského stromu)

mo...“.l. ______ == =

12 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Genotyp B B B B B B AB AB AB BB AB BB
Obr. 8

Na obr. 8 je uvedeny priklad pre lokus pre izocitrat dehydrogenazu (ldh-B). Bolo
analyzovanych 6 semien z jedného stromu jedle bielej. Prvych 6 vyfarbenych pruzkov
predstavuje alely enzymu IDH, ktoré boli detegované v 6 endospermoch (stipce 1-6).
V stipcoch 7-12 su vyfarbené izoenzymy embryi. V stipci &. 1 je vyfarbeny izoenzym
detegovany v endosperme semena &.1. V stipci &. 7 su detegované izoenzymy z em-
brya nachadzajucom sa v semene €. 1. Z obrazku je zrejmé, ze matersky strom ma
genotyp BB. Embrya 1, 2, 3 a 5 vznikli cudzoopelenim, pretoZze maju aj alelu A, ktora
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sa nenachadza v materskom strome. Embrya €. 4 a 6 mohli vzniknut samoopelenim,
alebo aj cudzoopelenim v pripade, ak mal otcovsky strom vo svojom genotype pre
dany enzym aj alelu B. Heterozygot AB ma v strede hybridny pruzok, ¢o znamena, Ze
dany jedinec ma funkény enzym zlozeny z jedného retazca bielkoviny typu A a druhy
retazec typu B. Porovnanim udajov pre viaceré enzymové systémy z rovnakych se-
mennych vzoriek potom mozno urcCit, aky je podiel samo- a cudzoopelenia v analyzo-
vanych vzorkach.

Izoenzymy sa stéle pouzivaju ako genetické markery pre lesné dreviny. Su lacnejSie
v porovnani s analyzami DNA, protokoly pre ich izolaciu, charakterizaciu a spdsob
vyhodnotenia su dobre prepracované. Typicka je nizka hladina rozdielnosti medzi
populaciami daného druhu. Pri izoenzymoch sa zvyCajne deteguju 1-3 previada-
juce alely s niekofkymi zriedkavymi alelami. Predpoklada sa, Zze vac¢sina izoenzymov
je selektivne neutralna a ich pocty (ich frekvencie) v populaciach su vysledkom nahod-
nych mutacii a posunov. Rozsah variability izoenzymov lesnych drevin je vyuZitelny
pre rézne analyzy.

Vyuzitie izoenzymov v lesnom hospodarstve

lzoenzymy nasli uplatnenie ako genetické markery jednotlivych stromov napriklad
pri identifikacii rodi€ovskych stromov a klonov, identifikacii hybridov, certifikacii
komerénych vzoriek semien, overovani kontrolovanych krizeni, pri vyhodnocovani ge-
netickej efektivnosti semennych sadov a v neposlednom rade aj pri selekcii ekono-
micky délezitych znakov.

Pomocou izoenzymov nie je mozné zistit celkovu variabilitu daného jedinca,
ale ak sa analyzuje dostatoény pocet izoenzymov a ich lokusov, predpoklada sa,
Ze variabilita zistena pomocou izoenzymov je porovnatelna s celkovou variabilitu
daného jedinca. Izoenzymy sa vyuzivaju ako reprezentant celého genomu na charak-
terizovanie genetickej struktury populacii. Pod pojmom geneticka struktura ro-
zumieme nenahodnu distribuciu alel alebo genotypov v priestore alebo Case, bez
ohfadu na organizaciu gendmu a meiotické procesy, ktoré tiez mézu ovplyviovat
frekvencie alel a genotypov. Tato priestorova a ¢asova organizacia genetickej varia-
bility v ramci populéacii rastlin vznika spolupésobenim mutacii, migracie, selekcie
a genetického driftu. Lesné dreviny su vo vSeobecnosti charakterizované ako druhy
s nizkou vnutropopula¢nou variabilitou. Geneticka variabilita v ramci druhu sa charak-
terizuje poctom rozdielnych alel v jednotlivych lokusoch a ich pocty (frekvencie alel)
medzi jedincami daného druhu charakterizuju geneticku Strukturu. Geneticka Struktura
nie je v celom areali rozSirenia druhu rovnaka, ale liSi sa na réznych lokalitach.
K zmene genetickej Struktury dochadza napriklad vplyvom adaptacnej selekcie na
danom stanovisti, vznikom mutacii a ich roz8irenim na danom stanovisti do dalSich
generacii. Zmenu genetickej Struktury spésobuje aj geneticky drift. Geneticky drift je
typ selekcie zaloZzeny na nahode prenosu znaku pri produkcii potomstva a nezavisi
od vlastnosti alebo prejavu daného znaku v danom prostredi. Geneticku Strukturu
md&ze ovplyvnit’ aj nahodny tok génov (hlavne pefom) zo susednych populacii. Z uve-
deného vyplyva, Ze dochadza k zmenam genetickej Struktury populacii v priestore
(predovsetkym tokom génov) a Case (alely prenasané do dalSich generacii). Analyza
genetickej Struktury umoznuje rekonstruovat migraciu lesnych drevin z dlhodobého
hladiska, identifikovat oblasti, v ktorych jednotlivé populacie prezili doby ladové a ako
sa §irili spat’ az k osidleniu su¢asného arealu rozSirenia daného druhu. Analyza ge-
netickej Struktury umozni identifikovat’ procesy, ktoré zohrali vyznamnu ulohu pri vyt-
varani genetickej variability daného druhu a taktiez identifikuje umelo zaloZzeny porast
pouzitim semenného materialu z inej geografickej oblasti. Ak je geneticka Struktura
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populacii rovnaka alebo velmi podobna v jednej oblasti, ale rozdielna v porovnani
s inymi oblastami, je mozné pouzit genetické markery na identifikaciu a odliSenie
tychto populacii, ize mozno identifikovat r6zne proveniencie.

lzoenzymové markery sa pouzivaju na stanovenie genetickej premenlivosti
prirodzenych populacii na urovni populacii alebo druhu. Analyzou genetickej
premenlivosti populacii hfadame zvyCajne odpoved na dve zakladné otazky. Prva
sa tyka popisania hladiny genetickej variability na urovni populacii alebo druhu.
Vnutropopulacna premenlivost je najddlezitejSou charakteristikou populacii, pretoze
velkost a distribucia variability urCuje potencial populacii adaptovat sa v menia-
cich sa podmienkach prostredia. Druha sa tyka rozdelenia genetickej variability
na vnutropopulaénej a medzipopulaénej urovni. Poznanie distribucie genetickej varia-
bility je dblezité pri ur€ovani stratégie zachovania a ochrany genetickych zdrojov.

lzoenzymy sa vyuzivaju aj pri zist'ovani systému parenia rastlinnych druhov.
Podiel potomstva pochadzajuci zo samoopelenia a cudzoopelenia v kazdej generacii
su parametre, ktoré charakterizuju systém parenia. V prirodzenych populaciach lesnych
drevin vacsina semien z jedného stromu spadne do okolia tohto stromu a tak sa vy-
tvaraju oblasti geneticky pribuznych potomstiev v prirodzenej lokalite. Nasledné parenie
medzi geneticky pribuznymi stromami moéze viest k inbridingu, inbrednej depresii, ¢o
negativne ovplyvriuje prezivanie a produkciu volne opeleného potomstva. V lesnictve sa
volne-opelené semena Casto pouZzivaju na rast semenacikov pre obnovu komerénych
stanovist a aj na charakterizaciu vplyvu selekcie na geneticku skladbu populacii. Systém
parenia urcuje stupen pribuznosti v potomstvach takychto populacii.

lzoenzymy sa vyuzivaju aj v Studiach skumajucich evoluéné vzt'ahy medzi druh-
mi porovnavanim ich variability. Boli pouzité pri overovani (zistovani) fylogenetic-
kého pdvodu polyploidnych druhov. Izoenzymy poskytuju uzitoéné informacie aj pri
skumani selekéného tlaku vyvolaného environmentalnymi podmienkami na rast-
linné populacie. 1zoenzymy boli vyuzivané aj pri overovani genetickej stability ple-
tivovych kultur lesnych drevin a regenerovanych jedincov. 1zoenzymy mézu pomaoct
aj Slachtitefom pri vytvarani, vyhodnoteni a selekcii ziaducich genotypov v skorych
stadiach Slachtitefského programu. Pouzitie tychto technik Setri Cas, priestor, usilie
a peniaze pre Slachtitela.

2.2.2 DNK markery

Pozornost genetikov a evoluénych biologov sa v poslednej dobe zameriava aj na
moznosti vyuzitia analyzy DNK pre genetické a populacné Studie, pretoze priama
analyza DNK bez negenetickej variability poskytuje najvhodnejsSi spésob urCenia
genetickej variability na vnutrodruhovej i medzidruhovej urovni. Analyzy DNK v po-
rovnani s izoenzymovymi analyzami umoznuju mapovanie vaésieho poctu lokusov
s nahodnou distribuciou v gendme, v kédujucich i nekodujucich sekvenciach DNK.

V poslednych dvoch desatroCiach sa vela usilia vlozilo do vyvoja novych tech-
nologii pre rychle a lacné analyzy rastlinného materialu s moznostou charakterizovat
velky pocet jedincov v kratkom Case. PocCet r6znych typov DNK markerov sa neustale
rozSiruje. Kazdym typom markera a metody detegujeme variabilitu, ale rozdielneho
typu a v rozdielnych oblastiach gendmu. Vyber vhodného markera a metddy zavisi
aj od komplexnosti gendmu. Vyber metddy zavisi aj od ciela, ktory chceme pouzitim
markera dosiahnut. Mnohé typy markerov su zatial v stadiu experimentalneho over-
ovania. Ich vyuZitie je v8ak viazané na finanCne naro¢nejsie vybavenie laboratorii,
pristrojové a prevadzkove naklady.
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RFLP a RAPD metddy sa v minulosti vyuzivali na zistovanie DNK polymorfizmu
(RFLP) a pri charakterizacii jednotlivych druhov a pri overovani hybridov (napr. RAPD).
Nakolko je ich vyuzitie obmedzené, v tejto kapitole popiSeme iba tie DNK markery,
ktoré sa v suCasnosti najCastejSie pouzivaju pri rieSeni otazok lesného hospodarstva
na Slovensku a aj v zahranici.

Mikrosatelity alebo SSR markery

Mikrosatelity alebo opakovania jednoduchych sekvencii (SSR, z angl. Simple Se-
quence Repeat) su kratke sekvencie pozostavajuce zvy€ajne z 2-6 nukleotidov, ktoré
sa v gendme na istom useku tandémovo (za sebou) opakuju. Pocet opakovanych
sekvencii medzi jedincami sa méze liSit' a variabilita v pocCte kratkych opakovanych
sekvencii sa vyuziva ako DNK marker.

Priklad mikrosatelitnych sekvencii DNK a ich alel:

Alela A --CGTGACGATATATATATATATATATCGCATGATC-

Alelu A tvori mikrosatelit zlozeny z 9 opakovanych sekvencii nukleotidov AT

AlelaB  --CGTGACGATATATATATATATATATATATCGCATGATC-

Alelu B tvori mikrosatelit zlozeny z 11 opakovanych sekvencii nukleotidov AT

AlelaC  --CGTGACGATATATATATATATATATATATATCGCATGATC-

Alelu C tvori mikrosatelit zlozeny z 12 opakovanych sekvencii nukleotidov AT

Miesto, kde sa dany mikrosatelit na retazci DNK nachadza sa nazyva lokus a varianty
mikrosatelitu charakterizované rozdielnou diZkou opakovanych sekvencii sa nazyvaju
alely.

Princip analyzy mikrosatelitnych markerov je podobny ako pri izoenzymovych
analyzach. Z rastlinného materialu (najcastejSie spiace puciky, ihlice, listy alebo se-
mena) sa Specialnou metédou ziska DNK. Mikrosatelitné oblasti DNK sa namnozia
(amplifikuju) pomocou metddy na vytvorenie velkého mnozZstva koépii Specifického
useku DNK. Tato metdda sa nazyva polymerazova retazova reakcia (aj v sloven-
skej literature sa pouziva skratka PCR, ktora je odvodena od anglického nazvu
metddy). NamnoZené useky DNK sa rozdelia v polyakrylamidovom géli a s pomocou
znaciek na zistenie velkosti neznamych fragmentov sa z gélu urcia pocty nukleoti-
dov namnozenych fragmentov. Pri dobrom rozdeleni na géli mozno rozlisit fragmenty
s rozdielom 1-2 nukletidov v dizke fragmentu.

Aké su moznosti ich vyuZzitia v praxi? Podobné ako pri pouziti izoenzymov. Vyhodou
mikrosatelitnych markerov v porovnani s izoenzymami je, ze pri analyze mikrosatelit-
nych oblasti detegujeme useky DNK, u ktorych sa predpoklada, Zze su vacsinou
selek&ne neutralne. Pri mikrosatelitoch bol najdeny velky pocet alel s nizkymi frekven-
ciami, alebo alely, ktoré sa vyskytovali len v jednej populacii a v inych populaciach sa
nedetegovali. Su to charakteristiky vyuzitelné pri zistovani genetickych vztahov medzi
populaciami a aj medzi jednotlivymi stromami. Taktiez bol zisteny vySSi poCet alel mik-
rosatelitnych oblasti v porovnani s poctom alel izoenzymov, Co umoziuje podrobnejSiu
a presnejSiu analyzu napriklad toku génov v populaciach alebo systému parenia.
Ak sa jedna alela v populacii nachadza s vysokou frekvenciou a ostatné alely s nizkou
frekvenciou, potom je populacia charakterizovana nizkym stuprfiom heterozygotnosti
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v danom lokuse, pretoze vacsina jedincov bude homozygotna pre dany znak. V ta-
kom pripade sa ani neda zistit podiel samo- a cudzoopelenia, nakolko aj materske aj
otcovské genotypy su s vysokou pravdepodobnostou v sledovanom lokuse identické.
V pripade mikrosatelitov sa zvyC€ajne v populacii nachadza viac alel v lokuse, a aj
oCakavana heterozygotnost v lokuse je vysSSia, a teda aj pravdepodobnost’ identi-
fikacie pdvodu potomstva zo samoopelenia, alebo cudzoopelenia.

RodiCovské a pribuzenské analyzy sa pouzivaju aj na charakterizaciu stanovista.
V pripade, Ze sa semena zbieraju priamo zo stromu, matersky rodi¢ a jeho geno-
typ je znamy. DNK markery sa mézu vyuzit' pri identifikacii otcovského genotypu. Je
mozné zistit, ¢i semenné potomstvo vzniklo opelenim pefom z jedného stromu, alebo
v Case kvitnutia materského stromu boli v jeho blizkosti viaceré stromy, ktorych pef bol
uspesny pri opeleni materského stromu. Charakterizovanie pribuzenskych vztahov
na lesnych stanovistiach napomaha pri charakterizovani kvality semenného materia-
lu z hfadiska zachovania genetickej variability. Pomocou genetickych markerov sa
da zistit, ¢i zozbierany semenny material reprezentuje geneticku variabilitu daného
stanovi$ta. Vhodny marker umozni odvodenie rodiCovského genotypu z genotypu
potomstva. Genotypy rodiCovskych stromov umoznia jednoznacénu identifikaciu jed-
notlivych rodiCovskych stromov stanovista. Je to mozné v pripade, ak akékolvek dva
stromy, ktoré mdzu potencialne tvorit potomstvo sa liSia aspon v jednej alele. Vhod-
né markery su izoenzymy, ktoré maju velky pocet kodominantnych jednolokusovych
markerov a jadrové mikrosatelity, ktoré maju velky pocet alel a su kodominantné.

Vyznam mikrosatelitnych markerov je overeny aj pri kontrole kvality reprodukéného
materialu pre komeréné ucely, Ci uz pre zistovanie dostatoCne rozsiahlej genetickej
variability alebo mikrosatelity mézu byt vyuzité aj pre detekciu kontaminacii semen-
ného materialu. Pri komerénom predaji semien a rastlin je délezité dodanie geneticky
charakterizovaného reprodukéného materialu. Pre organizacie a firmy, ktoré sa zao-
beraju predajom semien a rastlin je délezité vediet, Ci ich reprodukény material (se-
mena aj semenaciky) je kvalitny z pohlfadu adaptacného potencialu. Geneticka certi-
fikacia mbéze pomoct pri overovani takejto kvality. Tato verifikacia moze zahffiat' kvan-
tifikaciu genetickej variability, monitorovanie pribuzenského krizenia, overenie, resp.
detekciu geografického pévodu. Z uvedeného dévodu sa niektoré vyskumy a vys-
kumné ulohy zameriavaju na vypracovanie rychlych a efektivnych metdd zaloZenych
na molekularnych markeroch na zistovanie genetickej variability v lesnych Skélkach.
V jednom z takychto vyskumov sa vedci zamerali na zistovanie genetickej variabi-
lity pri dube zimnom (Quercus petraea, Matt., Lieb.). Duby, ako aj iné dlhoZijuce lesné
dreviny potrebuju dostato¢ny rozsah genetickej variability na to, aby sa adaptovali
ku komplexnym heterogénnym podmienkam prostredia. Pomocou mikrosatelitnych
oblasti v jadre zistili vysoky pocCet rozdielnych alel v jednotlivych lokusoch. Tento pocCet
je ovela vySsSi ako pocet alel izoenzymov. Mikrosatelity boli vyuzité aj pri zistovani
a kvantifikacii mozného inbridingu, ¢o je délezity parameter pri overovani genetickej
kvality reprodukéného materialu.

Pomocou genetickych markerov a proveniencnych vyskumov mozno skumat
adaptaciu lesnych drevin na zmenu stanovistnych podmienok. Taktiez mozno lepSie
pochopit’ désledky zmien spdsobenych zasahmi do lesnych porastov. Porovnanim
lokalit s prirodzenou obnovou a susediacich lokalit obhospodarovanych lesov mozno
zistit vplyv obhospodarovania na zmenu genetickej Struktury lesa. Ziskané udaje
z lesnych porastov mézu byt pomocou réznych simulaénych programov vyuzité na
predpovedanie genetickej Struktury tychto populacii po niekolkych generaciach.

DNK sa nachadza v niekolkych bunkovych organelach. Nachadza sa v jadre,
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v chloroplastoch a v mitochondriach. DNK v jadre pochadza od oboch rodiCov. DNK
v chloroplastoch ihli€natych drevin pochadza iba z otcovského stromu, mitochon-
drialna DNK z materského stromu, pretoze pri vyvine semien ihlicnanov dochadza
k odstraneniu chloroplastov materského stromu a mitochondrii otcovského pévodu.
Paternalna dedi¢nost chloroplastov (a chloroplastovej DNK) sa s uspechom vyuziva
pri overovani hybridného pévodu medzidruhovych hybridov jedli a inych drevin. Chlo-
roplastové mikrosatelity su vhodnymi markermi aj pre analyzu geografickej variability.
Mitochondrialne markery vzhfadom na maternalnu dedi¢nost pri vacsine ihlicnanov
su vhodnym nastrojom pre charakterizaciu lesného reprodukéného materialu.

Vplyvom fudskych aktivit dochadza k zmenam genetickej Struktury lesnych po-
rastov. K zmenam méze dbjst napriklad prenosom semien. Zalesfiovanie so se-
mennym materialom pochadzajucim zo vzdialenych lokalit méze uplne eliminovat
variabilitu nachadzajucu sa na danom stanovisti po mnohé generacie. Pefom a preno-
som semien mdze introdukovany material nasledne ovplyvnit’ aj Strukturu susedia-
cich prirodzenych lokalit. Introdukované stanovistia su zvy€ajne menej adaptované
pre danu lokalitu nez prirodzené porasty a preto intenzivna introdukcia semenného
a rastlinného materialu z environmentalne velmi odliSnych lokalit znamena poten-
cialne riziko pre prezivanie takychto porastov.

V poslednych rokoch sa do popredia dostava identifikacia a charakterizacia
prirodzenych lesnych porastov z dévodu zachovania genofondu lesnych drevin.
Prirodzené lokality su povazované za hodnotné genetické zdroje a ich zachovanie je
zacClenené do mnohych narodnych programov zachovania genofondu. Jednotlivé kra-
jiny Eurépskej Unie maju na zaklade Smernice 1999/105/EC vypracované regulaéné
mechanizmy pre ziskavanie a prenos lesného reprodukéného materialu a moznosti
ich pouzitia. Vysoky doraz sa kladie aj na vyhodnotenie vhodnosti prenosu semen-
ného materialu do inych lokalit.

V danom kontexte su mikrosatelitné markery vhodnym nastrojom na geneticku
charakterizaciu lesnych porastov, ako aj lesného reprodukéného materialu. Vyber
mikrosatelitnych markerov (jadrové, chloroplastové alebo mitochondrialne) bude
zavisiet od ciela, aké udaje chceme analyzou ziskat.
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Techniky in vitro
a ich vyuzitie pri lesnych drevinach

Pod pojmom in vitro techniky rozumieme metody kultivacie rastlinnych buniek,
pletiv a organov, izolovanych od materského organizmu a kultivovanych v umelych
podmienkach (in vitro, latinsky ,v skle®).

Tieto techniky od zaciato€nych stadii vzniku presli znacnym vyvojom a stali sa pev-
nou sucastou experimentalnej botaniky.

V poslednom obdobi sme svedkami ich pre-
nikania do spoloCenskej praxe a v sucasnosti
sa povazuju za vhodny spdsob vegetativheho
rozmnozovania velkého poctu rastlinnych dru-
hov, vyznamnych z hladiska polnohospodarstva,
zahradnictva a lesnictva.

Princip technik spociva v izolacii urcitej,
teoreticky lubovolnej Casti rastlinného orga-
nizmu (explantat) a v jej kultivacii na ume-
lych Zivnych médiach v simulovanych pod-
mienkach v kultivacnych miestnostiach. Ma-
nipulaciou kultivaénych podmienok (zlozenie
Zivného meédia, svetelné a teplotné pomery
v kultivatnej miestnosti) mézeme usmernit
dalSi vyvin izolovaného rastlinného pletiva.
Ciefom kultivacie, najma z praktického hladiska je ziskanie celistvej rastliny a po
kratkej adaptacii prenos do prirodnych podmienok. Pomocou tychto technik sa po-
darilo vegetativne rozmnozit znacny pocet rastlinnych druhov, vratane listnatych
a ihlicnatych drevin.

Techniky in vitro su zaloZzené na poznatku, Ze vSetky diferencované (Specializované
podfa Struktury, funkcie a vzajomnych vztahov) bunky rastlinného organizmu, napriek
odliSnym funkciam, obsahuju kompletnu geneticku informaciu a kazda rastlinna bun-
ka je totipotentna, t.j. schopna za urcitych podmienok in vitro vytvorit novy celistvy
organizmus, nového jedinca.

Podfa ciela je potrebné zvolit vhodnu techniku in vitro a zamerat’ sa na jej rozpra-
covanie pri konkrétnom rastlinnom druhu. Zvolena technika a dalSie faktory, ktoré p6-
sobia v podmienkach in vitro u€inne vplyvaju a ovplyvnuju vysledny efekt regeneracie
in vitro.
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Terézia Salaj, Maria Gabriela Ostrolucka

1. Podmienky in vitro kultivacie rastlinnych explantatov
Terézia Sala;j

In vitro kultivacia rastlinnych explantatov vyzaduje Specifické podmienky, ktoré sa
musia prisne dodrziavat, aby sme dosiahli uspesSnu regeneraciu rastliny.

Kultivacia prebieha na zivnych médiach, ktoré maju presne definované zlozenie.
Zivné média obsahuju makroelementy (dusik, fosfor, hor&ik, draslik, sira) a mikro-
elementy (b6r, mangan, j6d, molybdén, Zelezo, med). Makroelementy sa pouzivaju vo
forme anorganickych soli (priblizné mnozstva 0,17 az 1,9 g.I'") a mikroelementy sa pri-
davaju bud ako bezné soli v mikromnozstvach (mg) alebo v modifikovanej forme (napr.
Zelezo sa pridava v chelatovanej forme, tiez v mikromnozZstve).

Kultivacna miestnost’

Délezitou suc€astou zivnych médii su rastove regulatory alebo rastove latky Ci fyto-
hormony. Jedna sa o chemické zlu€eniny, ktoré sa vyskytuju v rastlinnom organizme
a maju regulaénu ulohu. Syntetizuju sa v urCitej Casti rastlinného organizmu a po-
mocou vodivych drah (cievnych zvazkov) su transportované na miesto ich ucinku.
V rastlinach sa identifikovali viaceré takéto zlu€eniny, ktoré dostali nazov prirodné
(nativne) rastové regulatory. Popri nich sa podarilo syntetizovat' dalSie zluCeniny, kto-
ré maju podobny ucinok a nazyvaju sa syntetické rastové regulatory.

Rastové regulatory su suCastou takmer vSetkych zivnych médii pri in vitro kultivacii
a zohravaju velmi ddlezitu ulohu pri regulacii vyvinu explantatov. Uvedieme najddlezitejSie
skupiny rastovych regulatorov, ktoré sa najCastejSie pouzivaju pri priprave zivnych médii:
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Auxiny - do skupiny prirodnych auxinov patria kyselina beta-indolyl octova (IAA), ky-
selina beta-indolyl maslova (IBA). Syntetickymi analégmi su kyselina alfa-naftyloctova
(NAA) a kyselina 2,4-dichléfenoxyoctova (2,4-D).

V in vitro kulturach sa auxiny pouzivaju na indukciu adventivnych koreriov (IAA,
IBA) alebo na indukciu kalusu (NAA, 2,4-D). 2,4-D je u€innou zlu€eninou pri indukcii
somatickej embryogenézy.

Cytokininy - k nativhym cytokininom patria zeatin (ZEA), Né-(izopentyladenin, 2-iP),
6-benzylaminopurin (BAP). K velmi u€innym syntetickym analégom zaradujeme kine-
tin (KIN) a tidiazurén (TDZ).

Cytokininy stimuluju bunkové delenie, preto sa v kombinacii s auxinmi pouzivaju
na indukciu kalusu. NajddlezitejSiu ulohu zohravaju pri indukcii adventivnych pucikov
a stimulacii vyvinu axilarnych pucikov. Ich znamou funkciou je aj prevencia senescen-
cie (starnutia).

Gibereliny - v suCasnosti pozname niekofko desiatok giberelinov, ale najdélezitejSim
zastupcom tejto skupiny je nativna kyselina giberelova (GA,). V in vitro kulturach sa
pouziva na predlzovanie indukovanych vyhonkov.

Kyselina abscisova (ABA) je nativny rastovy regulator. Pouziva sa najma na stimu-
laciu vyvinu somatickych embryi.

In vitro kultivované explantaty nie su autotrofné, a preto do média sa pridava zdroj
uhlika, najcastejSie vo forme sacharidov v koncentracii 2 az 5% (disacharidy ako sa-
charéza, maltéza, ale vo vynimo¢nych pripadoch aj monosacharidy glukéza alebo
fruktéza). Ak sa uz dosiahla kompletna regeneracia rastliny, postupne sa méze znizo-
vat obsah sacharidov v médiu, a tym sa rastliny pripravuju na autotrofny rast.

Rastlinné explantaty mozu syntetizovat' niektoré délezité vitaminy, ale pre ich lep-
Si rast sa do média niektoré vitaminy pridavaju, najCastejSie zo skupiny B (B, tiamin,
B, riboflavin a B, pyridoxin). Myo-inozitol sa pridava v relativne vysokom mnozstve
(100 az 200 mg.I'") a povazuje sa za nutriCnu latku. Na stimulaciu rastu sa mézu tiez
pridavat’ jednotlivé aminokyseliny (glycin, glutamin.). Do zivhych médii sa pridavaju
este r6zne iné zlucCeniny, ktorych uloha nie vzdy je uplne jasna, ale empiricky sa pozo-
rovalo, ze stimuluju rast explantatov a ich diferenciaciu v zelanom smere (napr. extrakty
z rastlinnych plodov, kokosové mlieko, kvasnicovy extrakt).

Na pripravu Zivnych médii sa pouziva dvakrat predestilovana voda a na ich spevne-
nie agar (z morskych rias, Specialne upraveny) alebo synteticky vyrobené latky, ktoré
maju vlastnost gelifikacie (phytagel, gelrite). Hodnota pH média sa upravuje vo vacsine
pripadov na 5,6 - 5,8.

In vitro kultivacia sa uskutoCruje za prisne sterilnych podmienok, preto vSetky na-
stroje, ktoré pouzivame na izolaciu explantatov (skalpel, preparaéné ihly, pinzety) mu-
sia byt sterilné. Média sa sterilizuju autoklavovanim. Priprava explantatov sa usku-
toCnuje v tzv. sterilnych boxoch a ich kultivacia v kultivacnych miestnostiach, kde je
zabezpecleny staly svetelny a teplotny rezim.

Mikrorozmnozovanie je alternativna biotechnologicka metéda vegetativnheho
rozmnozovania rastlin v podmienkach in vitro. Pri tomto spdsobe mikrorozmnozo-
vania sa kultury zakladaju z malych, ¢asto miniaturnych kuskov (segmentov) pletiv,
z Coho je odvodeny nazov mikrorozmnozovanie (mikropropagacia). Na uskladne-
nie materialu potrebujeme relativne maly priestor. Rozmnozovanie sa uskutoCnuje
v aseptickych podmienkach bez patogénov, ktoré v prirodnych podmienkach ¢asto
nepriaznivo pésobia na vyvin rastlin. Velkou vyhodou tejto metddy je, ze cely vyvino-
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Priprava explanatov v sterilnych boxoch.

vy cyklus rastliny (od zaloZenia aseptickej kultury aZz po regeneraciu celej rastliny) sa
uskutoCnuje v kontrolovanych podmienkach s vylu€enim rusivych vplyvov klimatic-
kych faktorov, nezavisle na vegetacnom obdobi a pod.

2. Perspektivne techniky mikrorozmnozovania
Maria Gabriela Ostrolucka

Z najCastejsSie pouzivanych technik mikrorozmnozovania, ktoré umoznuju zachovat
povodny genotyp rastliny a produkciu, tzv. klonového potomstva su uvedené techniky.

Meristémova kultara predstavuje kultivaciu izolovanych meristémov, ktoré sa
vyuzivaju ako primarne explantaty. 1zolacia meristému rastovych vrcholov z apikalnych
(terminalnych) a lateralnych (bo¢nych) pucikov sa uskutoCriuje v aseptickych podmien-
kach (pod lupou). Izolacia meristému vyzaduje technicku zru¢nost’ (velkost meristému
0,2 — 0,5 mm, €asto v priemere mensia ako 0,1 mm). Vzhladom na obtaznost manipu-
lacie izolujeme meristém z pucikov s jednym az dvomi parmi listovych primordii (zarod-
kov listov). Velkost explantatu ur€uje aj jeho Zivotaschopnost a prezitie v kulture in vitro.
Meristém korena sa vyuziva ojedinele, len pri niektorych rastlinnych druhoch. Priamou
regeneraciou meristému ziskame mnozstvo vyhonkov - viacvyhonkovu kulturu. Izolo-
vané vyhonky mézeme zakorenit alebo opat kultivovat pre dalSiu proliferaciu axilarnych
(pazusnych) vyhonkov. Meristémova kultura je regeneracny systém, ktory umoznuje
nielen masovu produkciu geneticky stabilnych a identickych rastlin, ale aj ozdravenie
rastlin a produkciu bezvirusovych rastlin, ako aj nasledné rozmnozenie ozdraveného
rastlinného materialu.

Kultara rastovych (vegetaénych) vrcholov. Rastovy vrchol je primarnou oblastou
vyhonku, ktora podmienuje vznik celej rastliny. Izolovany rastovy vrchol ako primarny
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explantat mézeme kultivovat’ bez prerusenia jeho organizovaného rastu. Pri kultivacii
rastového vrcholu na kultivacnom meédiu s obsahom cytokininov sa v pazuchach
listovych primordii diferencuje znacné mnozstvo axilarnych pucikov a vyhonkov. Mul-
tiplikované vyhonky mozu tvorit' trs a suCasne méze dojst k axilarnemu vetveniu jeho
vyhonkov. Tymto postupom mdzeme ziskat' velky pocCet rastlin.

Nodalna kultura predstavuje metodu efektivnej reprodukcie, najCastejSie apliko-
vanu pri listnatych drevinach. Primarnymi explantatmi su odlistené jednonodaine,
dvojnodalne, pripadne trojnodalne segmenty hlavnej stonky alebo bocnych vyhon-
kov so zalozenymi pucikmi v pazuchach listov. Uspednost regenerécie je zalozena na
multiplikachom efekte tvorby vyhonkov z axilarnych pucikov. Z kazdého pucika, ako pri
predchadzajucich dvoch technikach, je mozné ziskat znacny pocet vyhonkov, fenoty-
picky homogénnych a geneticky identickych.

Pri  uvedenych technikach postupujeme rovnako. Multiplikované vyhonky
mobdzeme izolovat, opat delit na segmenty a naslednou kultivaciou a stimulaciou
proliferacie vyhonkov zvySit koeficient mnozenia alebo ich zakorenit. Spontan-
nym zakorenenim vyhonkov, ale prevazne indukovanym zakorenenim sa zavfsi re-
generacia v podmienkach in vitro. Zakorenené rastliny maju praktické uplatnenie
po adaptacii na prirodné podmienky.

Vhodnou a efektivhou metédou rozmnozovania lesnych drevin je embryokultura.
Predstavuje kultivaciu izolovanych zrelych a nezrelych zygotovych embryi v réznom
Stadiu diferenciacie. Tuto metdédu je mozné vyuZzit na prekonavanie predCasnej abor-
cie embryi (napr. pri vzdialenej hybridizacii), na ziskanie a reprodukciu vzacnych hybri-
dov, pripadne haploidnych jedincov niektorych medzidruhovych hybridov, na skratenie
vegetacného pokoja semien a eliminaciu inhibicie klicenia semien (pred stratifikaciou),
na stimulaciu klicenia semien s nevyvinutymi embryami (napr. Ceredna vtacia, mar-
hula, broskyna) a tieZ na ozdravenie materialu, nakofko mnohé hubové, baktériové
a virusové ochorenia sa neprenasaju semenom. Nevyhodou je, Ze kultivaciou embrya
mdbzeme ziskat a rozmnozit rastlinu neznameho genotypu.

Osobitou a uspesSne vyuzivanou technikou pre ucely efektivnej mikropropagacie
drevin je somaticka embryogenéza. Somaticka embryogenéza je proces, pri ktorom
somatické bunky réznych pletiv (zvlast klicnych listov zrelych alebo nezrelych zy-
gotovych embryi), ktoré za urcitych Specifickych podmienok kultivacie su schopné
diferenciacie a masovej tvorby bipolarnych Struktur (so stonkovym — vegetaCnym
vrcholom a radikulou — korefiovym pdlom), tzv. somatickych embryi, nazyvanych
aj vegetativne embrya alebo embryoidy. Somatické embrya vznikaju bez splynutia
pohlavnych buniek, ale pri svojom vyvine prechadzaju stadiami analogickymi zygo-
tovému embryu. Z hlfadiska ziskania celistvej rastliny je vyhodné, Ze vyvinuté soma-
tické embrya maju diferencovany vegetacny — vrchol a su€asne korenovy pél. Touto
metdodou mbézeme v podmienkach in vitro indukovat kontinualnu diferenciaciu so-
matickych embryi. Diferencované embrya moézu byt dlhodobo uchovavané v kulture
in vitro a vyuZzité na dalSiu reprodukciu. Hlavnym zamerom je vyuzitie somatickych
embryi ako semien, pre ktoré bol zavedeny pojem ,umelé alebo syntetické semena®“.
Umelé alebo syntetické semena su somatické embrya, ktoré su obafované do Spe-
cialnych chemickych zlucenin (alginaty). V su€asnosti sa v zahraniCi rozpracovavaju
a zdokonaluju prave tieto systémy fyzikalnej ochrany somatickych embryi a automa-
tizovanej manipulacie, ktoré su délezité pre ich praktické vyuzitie.

Castym javom v kulturach in vitro je diferenciacia pugikov, vyhonkov, korefiov,
pripadne somatickych embryi, ktoré v pévodnom pletive neboli. Je to diferenciacia
de novo nazyvana adventivhou organogenézou. Struktury a organy diferencované
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de novo su povazovane za tzv. pridavné — adventivne. Vznikaju pri kultivacii réznych
explantatov. Tento sp6sob regeneracie in vitro umoznuje tvorbu pucikov a vyhonkov
na organoch a ich pletivach, ktoré sa bezne na vegetativne mnozenie nepouzivaju
(napr. ihlice, listy a ich segmenty).

Pri lesnych drevinach jednou z vyuzivanych technik je kalusova kultura. Kalus
je masa buniek s réznym stuprfiom diferenciacie a schopnostou spatnej tvorby or-
ganizovanych Struktur, ktoré predstavuju vlastne nepriamu diferenciacia pucikov,
vyhonkov, korenov alebo aj somatickych embryi. Kalus mbézeme ziskat' kultivaciou
akejkolvek cCasti rastlinného organizmu ako napr. listu, stonky, stopky, korena, ale
aj ich segmentov. V podstate vSetky rastlinné bunky su potencialnym zdrojom kalusu.
NajvacSou kompetenciou disponuju bunky menej diferencované a vyvojovo mladsie
pletiva. Naro¢nou a preto menej pouzivanou technikou je protoplastova kultura,
ktora predstavuje izolované protoplasty (rastlinné bunky bez bunkovej steny), ktoré
je mozné ziskat z rozlicnych pletiv a organov (napr. z listov, stoniek, vegeta¢nych
vrcholov, korenov). NajCastejSie sa vyuzivaju bunky mezofylu listov. Z izolovanych
protoplastov je mozné docielit vyvin celistvych rastlin indukciou organogenézy
alebo somatickej embryogenézy. Splynutim (fuziou) protoplastov je mozné dosiahnut
aj produkciu somatickych hybridov (tzv. somaticka hybridizacia) medzi inkompatibil-
nymi alebo z réznych inych dévodov nekrizitelnymi druhmi.

3. Mikrorozmnozovanie listnatych drevin
Maria Gabriela Ostrolucka

V sucCasnych ekologickych podmienkach je ddélezité venovat sa obnove lesnych
spoloCenstiev. ZabezpecCenie a udrzanie druhovej rovnovahy a ekologickej stabi-
lity lesnych ekosystémov vyzaduje zvySenie zastupenia listnatych drevin v lesoch,
o vyzaduje dostatocné mnozstvo sadbového materialu, ktorého produkcia v pri-
rodnych podmienkach je znacCne limitovana. Prave mikrorozmnozovanie umoznuje
preklenut problémy drevin suvisiace s dlhym a pomalym zivotnym cyklom, a tym aj
neskorym nastupom generativnej reprodukcie (semennych rokov). Odkryva moz-
nosti rozmnozenia a zachrany tych druhov, pri ktorych klasické — autovegetativne
rozmnozovanie je limitované nizkou schopnostou zakorenovania a generativne roz-
mnozovanie, napr. znizenim generativnej produkcie, nedostatkom kvalithého semena,
predlzovanim intervalu medzi semennymi rokmi (dub, buk), pred€asnou aborciou
semien (dub) a pod. Mikrorozmnozovanie predstavuje reprodukény systém, ktory
umoznuje v relativne v kratkom Case produkciu velkého mnozstva rastlin. V ostatnych
rokoch nadobuda stale vacsie uplatnenie pri rozmnozovani listnatych drevin, napriek
financnej naroCnosti na Specializované zariadenie a vybavenie laborat6rii, na ich
prevadzku a pod. Z technik in vitro su perspektivhe najma tie, ktoré mdézu zohrat
ulohu pri skrateni a urychleni Slachtitelského procesu, pri reprodukcii vyslachteného
materialu, ktoré umoznuju reprodukciu genotypov odolnych vocCi nepriaznivym biotic-
kym a abiotickym faktorom so Ziadanymi hospodarskymi vlastnostami, genotypov
ohrozenych druhov, hybridov ziskanych kontrolovanym opelenim, starych stromov
s cennymi vlastnostami a pod. Pri dospelych stromoch sa na zlepSenie schopnosti
regeneracie vyuziva rejuvenilizacia ich pletiv, a to vrubfovanim vyhonkov z dospelych
stromov, zmladzovanie pomocou korenovych a priovych vymladkov alebo oSetrenim
vychodzieho materialu rastovymi regulatormi.

V podmienkach in vitro boli uspedne regenerované pocetné druhy listnatych drevin
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vo svete, ale aj na Slovensku. Prvé pokusy s dopestovanim celistvych rastlin pri list-
natych drevinach sa zacali v rokoch 1934 — 1940 (Gautheret). Efektivna regeneracia
bola dosiahnuta pri mnohych hospodarsky vyznamnych druhoch rodov Quercus -
dub (Q. robur, Q. petraea, Q. cerris, Q. petraea, Q. suber, Q. virgilliana), Fagus - buk
(F. sylvatica, F. grandifolia), Populus — topol (P. tremula, P. nigra, P. alba,), Salix —
viba (S. caprea, S. viminalis), Tilia - lipa (T. cordata, T. platyphyllos), Betula - breza
(B. pendula, B. verrucosa, B. platyphylla), Fraxinus — jasen (F. americana, F. angus-
tifolium, F. excelsior), Alnus - jelSa (A. incana, A. viridis), Ulmus - brest (U. glabra,
U. minor, U. leavis, U. americana), Castanea — gastan (C. sativa, C. vesca), Fraxinus
— jasen (F. excelsior), Robinia - agat (R. pseudoacacia), Junglas - orech (J. nigra,
J. regia), Sorbus — jarabina (S. aucuparia), Cornus - lieska (C. mas “macrocarpa’),
Morus — morus$a (M. nigra, M. alba) atd. Napriek tomu, Ze pri niektorych z uvedenych
druhov su metodické postupy mikrorozmnozZovania dobre rozpracované a publiko-
vané, neustale sa zdokonaluju a modifikuju pri konkrétnych druhoch.

NajvyhodnejSimi primarnymi explantatmi pre dosiahnutie vysokého koeficientu
mnozenia (poCet ziskanych rastlin na primarny explantat) a dopestovania niekolkych
tisicov rastlin su meristémy izolované zo zimnych apikalnych a axilarnych pucikov
alebo apikalne a nodalne segmenty s dormantnymi pucéikmi (obr. 1), ktoré su
aj zarukou ziskania klonu, t.j. neobmedzeného mnoZzstva identickych jedincov vybraného
genotypu.

Obr. 1 - Iniciacia vyvinu a rastu vyhonkov pri druhu Quercus virgiliana z nodalnych segmentov s jednym
alebo dvomi axilarnymi pucikmi.

Proces mikrorozmnoZzZovania zacCina tym, Ze primarne explantaty vysterilizujeme
(v 0,1% HgCl,) a nasledne kultivujeme za kons$tantnych kultivacnych podmienok
(teplota 23 °C, 16 hodin svetlo a 8 hodin tma a intenzita osvetlenia 50 mol.m".s?)
na zivnom médiu, ktorého zloZenie sa musi modifikovat podfa druhu dreviny. Vysoky
multiplikacny efekt je mozné dosiahnut pri optimalnom zloZeni agarového média.
Uvedené typy explantatov vyZaduje prevazne vysSi obsah cytokininov a nizSiu kon-
centraciu auxinov. Obsah cytokininu v médiu potlaca apikalnu (vrcholova) dominan-
ciu, stimuluje zakladanie axilarnych pucikov, vyvin a rast vyhonkov, ¢im dochadza
k tvorbe viacvyhonkovej kultury (obr. 2).

Podobny multiplikatny efekt nastane pri kultivacii izolovanych rastovych
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Obr. 2 - Intenzivna tvorba axilarnych pucikov a vyhonkov - vznik tzv. viacvyhonkovej kultury pri druhu
Quercus rubra.

vrcholov na kultivacnom médiu s obsahom cytokininov. V pazuchach listovych pri-
mordii sa diferencuje mnozstvo axilarnych pucikov a z nich tvorba vyhonkov.

Uspesnost mikromnozZenia je vy$$ia pri odbere explantatov zo semenagdikov ale-
bo z mladSich pletiv dospelych stromov, napr. zo semien. Embryokultara je zvlast
vhodny systém reprodukcie, pri ktorom vyznamnym zdrojom explantatov su semena
z vofného alebo kontrolovaného opelenia, ktorych kultivaciou je mozné dosiahnut
vysoky koeficient mnozenia. M6Zzeme kultivovat' nielen zrelé a nezrelé semena, ale
aj Cast semena s embryonalnou osou alebo len samotné embryonalne osi (embryo
bez kli€nych listov), ktoré sa sterilne izoluju zo semien. Jedna sa o zvlast efektivnu
metédu mnozenia niektorych druhov listnatych drevin (dub, orech, gastan, pagastan),
ktorych semena su rekalcitrantné. Uvedené explantaty su zvlast efektivne vyuzivané
na reprodukciu dubov, nakolko umoznuju prekonat mnohé nedostatky ako je znizena
fruktifikacia, problém s dlh§im uskladnenim semien, ktoré rychle dehydratuju a stra-
caju kli¢ivost a su nachylné na vyskyt plesni. Navyse pre duby je typicka pred€asna
aborcia plodov (uz koncom jula a v auguste). To znamena, Ze odber explantatov
je potrebné uskuto¢nit pred opadom plodov (v skorSom kotyledonarnom S$tadiu).
Prave tato technika je ¢asto aplikovana pri duboch (obr. 3), napr. pri Quercus rubra,
Q. robur, Q, suber. Embryonalna os bola pouzita ako primarny explantat taktiez pri buku
(Fagus sylvatica) s vysledkom tvorby vyhonkov s multiplikaCnym efektom. Pritomnost
cytokininov v médiu je dblezita, nakolko odstrafiuje dormanciu a stimuluje tvor-
bu axilarnych pucikov a vyhonkov. Zaroven tato technika umozniuje ziskat priamo
celistvu rastlinu aj bez etapy zakorenenia, nakolko nedochadza len k vyvinu a ras-
tu vegetacného vrcholu, ale pri zachovani korefiového pélu na embryonalnej osi aj
k tvorbe korefiového systému. Ma prakticky vyznam aj pri rozmnozeni cennych geno-
typov a vzacnych hybridov, ktorych semena, pripadne izolované embryonalne osi, su
dlhodobo uchovavané kryoprezervaciou (v tekutom dusiku).

Vyznamnou a slfubnou technikou pre masové mnozenie listnatych drevin je so-
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Obr. 3 - Diferenciacia axilarnych vyhonkov z izolovanych embryonalnych osi druhu Quercus virgiliana.

maticka embryogenéza, ktora umoznuje klonalnu produkciu rastlin (pri priamej re-
generacii z pletiva explantatu), ale moze viest' aj k variabilite regenerovanych rastlin
(pri nepriamej regeneracii, t. j. cez tvorbu kalusovej kultury). Somatické embrya sa po-
darilo vynimoc¢ne ziskat z pletiva listov (Betula pendula, Quercus robur). VhodnejSimi
explantatmi su zrelé a zvlast nezrelé zygotové embryo alebo len izolované klicne listy
a ich segmenty (obr. 4).

Tieto pletiva disponuju vy$$ou embryogénnou schopnostou. Uspesnost jej realizacie
zavisi od podmienok in vitro, zvlast vhodného kultivacného média s rastovymi latkami,

Obr. 4 - Indukcia diferenciacie somatickych embryi na segmente kli¢neho listu pri druhu Quercus robur.
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t. j. od obsahu cytokininov, auxinov, ich vzajomného pomeru, pripadne obsahu aminoky-
selin. Neexistuje univerzalny metodicky postup indukcie somatickych embryi, pretoze
kazdy druh, ba aj genotyp vyZaduje urcité Specifické podmienky. V su€asnosti uz existu-
je spektrum listnatych drevin, pri ktorych bol proces somatickej embryogenézy uspesne
indukovany, ale kliCenie somatickych embryi s ich praktickym vyuzitim bolo dosiahnuté
len pri niektorych druhoch. Uspe$na indukcia somatickych embryi a ich vyvin boli zazna-
menané pri druhoch rodov Citrus, Corylus, Salix, Populus, Tilia, Quercus, Aesculus,
Juglans, Robinia, Pawlonia, Magnolia, Liliodendron, llex a pod. Délezita je nielen induk-
cia somatickych embryi, vyvin embryi, ale pre prakticki a komercnu aplikaciu su délezité
dalSie etapy — kliCenie somatickych embryi, ich separacia, desikacia a enkapsulacia
(technoldgia obalovania - vyZivovaci a ochranny obal), vyznamna z hfadiska manipulacie
pri vyseve. Pre automatizaciu tychto postupov sa najma v zahraniCi pouziva bioreaktoro-
vy systém. Regeneracia rastlin bola zaznamenana, napr. Quercus robur, Q. acutissima,
Q. suber, Q, ilex, Tilia cordata atd. Obr. 5 ilustruje somatické embrya v kotyledonarnom
Stadiu a obr. 6 kliCiace somatické embryo pri dube lethom (Quercus robur).

Obr. 5 - Somatické embrya v kotyledonarnom Stadiu s vydiferencovanymi kli€nymi listami a radikulou
(zarodo€nym korefiom) pri druhu Quercus robur.

2 7

Obr. 6 - Kli¢iace somatické embryo pri druhu Quercus robur
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V ostatnych rokoch je vyskum zamerany aj na indukciu gametickej embryoge-
nézy, zvlast androgeneézy, ktora bola indukovana pri viacerych listnatych drevinach
(Betulapendula, Aesculus hippocastanum, Castanea sativa, Quercusrobur, Q. petraea,
Q. cerris, Q. suber, Fagus sylvatica, Populus nigra). Pri niektorych druhoch sa poda-
rilo indukovat nielen haploidné embrya, ale regenerovat’ aj rastliny, napr. pri Quercus
suber kultivaciou pefnic.

Adventivna organogenéza bola dosiahnuta pri mnohych listnatych drevinach. Tato
technika je velmi efektivny regeneracny systém, nakolko umozriuje masovu produk-
ciu rastlin z malého kuska pletiva (listu, listovej stopky, stonky), na ktorom sa puciky
a vyhony bezne netvoria, vznikaju de novo. Regeneracia rastlin touto technikou bola
zaznamenana pri viacerych druhoch, a to z pletiva listov mikrovyhonkov, semenaci-
kov, ale aj z pletiv listov starych stromov (Betula pendula, Populus nigra, Nothofagus
alpina, Aesculus hippocastanum, Fagus sylvatica).

Pri vSetkych technikach z hfadiska ich praktického uplatnenia je délezita etapa za-
korenenia izolovanych mikrovyhonkov (obr. 7 a 8), Specificky podla rastlinného druhu

tokininu, bez pritomnosti auxinu).

Obr. 8 - Zakorenenie vyhonkov druhu Quercus robur na zakorefiovacom kultivanom médiu (s obsahom
aktivneho uhlia a auxinu).

- bud v podmienkach in vitro (v modifikovanych pevnych, agarovych médiach s obsa-
hom auxinu) alebo ex vitro po preneseni do pédneho substratu (po namacani mikro-
vyhonkov v roztoku auxinu alebo komeréne produkovaného stimulatora). Zakorene-
né rastliny sa po prenose do sklenika aklimatizuju a postupne adaptuju na znizenu
70% vzdusdnu vihkost (obr. 9). Po aklimatizacii méZu byt vysadené na experimentalne
plochy pre dalSie pestovanie. V priebehu dalSieho rastu by mali byt sledované a hod-
notené rastové charakteristiky a pripadna mortalita. Su¢asne poznatky potvrdzuju, ze
rastové parametre su zrovnatelné so sadenicami generativneho pévodu a zaroven
dokazuju, ze techniky in vitro je mozné uspesne vyuZzit na rychlu a masovu reproduk-
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Obr. 9 - Regenerovaneé rastliny druhu Quercus robur po aklimatizacii a adaptacii na podmienky ex vitro
v pddnom substrate s perlitom (3:1).

ciu takmer v8etkych druhov listnatych drevin. Zarukou kvality rastlin ziskanych v pod-
mienkach in vitro je odber primarnych explantatov z vyberovych stromov, cennych
a produktivnych genotypov.

Aplikacia technik mikrorozmnozZovania ma v Europe a ostatnych krajinach sveta
stupajucu tendenciu. Uvadza sa, Ze kazdoroCne sa dopestuje niekolko milibnov sa-
denic listnatych drevin, ako su topole, brezy, CereSne, eukalypty a pod.

4. Mikrorozmnozovanie ihli€natych drevin
Terézia Salaj

Regeneracia ihlicnatych drevin (stromov) v podmienkach in vitro sa uskutoCiuje
technikami mikrorozmnoZovania cestou:

1. multiplikacie a vyvinu axilarnych pucikov
2. indukcie adventivnych pucikov
3. somatickej embryogenézy

Axilarne puciky sa vyvijaju na izolovanych rastovych vrcholoch semenacikov alebo
aj na brachyblastoch ihlic, kde su uz zalozené meristémy. Na ich uspeSné mnozenie
a vyvin sa pouzivaju cytokininy, ich pésobenie je nevyhnutné v prvych dvoch az troch
tyzdnoch kultivacie. V dalsom obdobi sa puciky predlzuju, zakorenia a prenesu sa do
pbdy. Je potrebna kratSia adapta¢na faza, po ktorej sa regenerované rastliny prene-
su do prirodnych podmienok. Velkou vyhodou rastlin, regenerovanych z axilarnych
pucikov je ich geneticka stabilita. Touto metddou sa dosiahla kompletna regeneracia
rastlin pri viacerych druhoch ako su, napr. smrek obyc&ajny (Picea abies), borovica
Cierna (Pinus nigra), borovica tazka (Pinus ponderosa), smrekovec opadavy (Larix
decidua), duglaska tisolista (Pseudotsuga menziesii), ale je to technika vhodna najma
na mikropropagaciu listnatych druhov. Vyvin axilarnych pucikov a regeneraciu rastliny
ilustruju obr. 10 a 11.

Adventivne puciky sa indukuju na juvenilnych explantatoch ako su izolované
embrya, segmenty semenacikov (klicne listy, hypokotyly) a zakladaju sa v explanta-
toch de novo. To znamena, Ze ich zaklady v explantate nie su pritomné v Case izolacie
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Obr. 10 - Schematické znazornenie regeneracie rastliny z axilarnych pucikov — rastovy vrchol semenaca
(a) ulozime na zivné médium (b), po ur€itom Case, 2-3 tyzdne sa v pazuchach kliénych listov objavia
axilarne puciky (b), ktoré sa postupne predlzuju a vytvaraju vyhonky, ktoré oddelia sa od pévodného
explantatu (c), zakorenia sa (d) a v konecnej faze sa prenesu do pody (e).

o L
Obr. 11 - Vyvin axilarnych pucikov a regeneracia rastlin (obrazky in vitro kultivacie, borovica Cierna)
a — indukcia axilarnych pucikov na zivnom médiu, b — oddeleny pucik na Zzivnom médiu, ¢ — indukcia
korenov in vitro, d — regenerovany vyhonok s korefiom

explantate z materskej rastliny. V tomto pripade explantaty kultivujeme na Zivnych
médiach, ktoré okrem zakladnych makro - a mikroelementov, vitaminov, sacharidov
obsahuju rastové regulatory typu cytokininov . Priblizne po troch aZ Styroch tyZzdnoch
kultivacie na Zzivnom meédiu sa na povrchu explantatov objavuju zaklady adventiv-
nych pucikov ako hrbolCekové utvary, ktoré sa rychlo vyvijaju a nadobudnu tvar pu-
Cikov. Rastové regulatory su potrebné v prvych fazach indukcie, priblizne po dobu
troch tyZzdnov. Po tomto Case sa explantaty s indukovanymi pucikmi prenesu na zivné
médium bez rastovych regulatorov, kde sa dalej vyvijaju a predlZzuju a postupne vy-
tvaraju vyhonok. Tato faza vyvinu zabera priblizne dva mesiace. Ak vyhonky dosiah-
nu vhodnu diZzku zakorenia sa na Zivnom médiu s obsahom rastovych regulatorov
typu auxinov. Po zakoreneni sa regenerované rastlinky prenesu do pbédy a potrebu-
ju esSte kratSiu adaptacnu fazu v podmienkach vysokej relativnej vihkosti vzduchu.
Po adaptaénej faze sa rastliny prenest do volnej prirody (3kolky, les atd.). Uspes$-
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na, kompletna regeneracia rastlin metédou indukcie adventivnych pucikov/vyhon-
kov sa uskutoCnila pri druhoch - smrek obyc&ajny (Picea abies L. Karst), smrek biely
(Picea glauca), borovica lucovita (Pinus radiata) borovica lesna (P. sylvestris), borovi-
ca Banksova (P. banksiana), borovica hladka (P. strobus), borovica Cierna (P. nigra),
jedla biela (Abies alba), cyprustek nutkansky (Chamaecyparis nootkatensis). Proces
diferenciacie a vyvinu adventivnych pucikov ilustruju obr. 12 a 13.

Obr. 12 - Schematické znazornenie regeneracie rastliny cestou adventivnych pucikov — pdvodnym ex-
plantatom su kli¢ne listy izolované zo semendacov a ulozené na zivné médium (a). Kli¢ne listy na Zivhom
médiu sa mierne zvadsia a postupne sa na nich objavia adventivne pugiky (b). Po ich prediZeni (c) sa
oddelia od pdévodného explantatu a zakorenia sa (d). Po kratSej adaptacnej faze sa mozu preniest’ do
volnej prirody (e).

T

ky

J

Bl b

a — indukcia adventivnych pucikov na klicnom liste, b— vyvijajuce sa vyhonky oddelené od kli¢nych listov

¢ — predizené vyhonky d — regenerovany vyhonok presadeny do pody

Obr. 13 - Indukcia adventivnych pucikov a regeneracia rastlin (obrazky in vitro kultivacie, borovica
gierna).

Somaticka embryogenéza je proces indukcie a vyvinu embrya zo somatickych
pletiv rastlinného organizmu bez fuzie gamét v podmienkach in vitro. Pri ihli€natych
druhoch tento proces prvykrat indukovali pri Picea abies v roku 1985 a odvtedy sa
podarila indukcia pri velkom pocte ihlicnatych drevin patriacich do rodov Picea, Pinus,
Abies, Larix, Pseudotsuga.
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Proces somatickej embryogenézy zahifia Styri Stadia:

Stadium 1: Indukcia embryogénnych pletiv a ich dlhodobé udrziavanie — explantaty
(nezrelé a zrelé embrya, segmenty semenacikov, ojedinele ihlice izolované z dos-
pelych stromov) sa kultivuju na Zivnych médiach s obsahom rastovych regulatorov
(auxiny, cytokininy). PribliZzne po troch tyZdnoch sa na explantatoch objavi embryo-
génne pletivo. Je to zvlastne pletivo, ktoré sa odliSuje od inych druhov pletiv. Je bie-
lej farby, slizovitej konzistencie a relativne rychlo rastie. Mikroskopické pozorovania
odhalili, Ze pletivo obsahuje zvlastne Struktury — somatické embrya. Su to bipolar-
ne utvary na ktorych rozliSujeme tzv. embryonalnu Cast zloZenu z meristematickych
buniek a suspenzorovu &ast, pozostavajucu zo silne prediZzenych vakuolizovanych
buniek. Embryogénne pletiva prenaSame na Cerstvé Zivné média priblizne v dvoj-
trojtyZzdniovych intervaloch. Pri prenose pletiva rozdelime na viac Casti a kazdu ¢ast
prenesieme na Cerstveé zivné médium. Tymto spdsobom pletiva v podstate aj rozmno-
Zujeme. Embryogénne pletivd mézeme udrziavat v podmienkach in vitro dIhsi ¢as
a tieto pletiva su stalym zdrojom somatickych embryi.

Stadium 2: Dozrievanie somatickych embryi — po&as udrziavania sa somatické em-
brya v embryogénnom pletive rozmnoZzuju, ale ostavaju stale v pociatoCnej faze vyvinu
(bipolarne utvary). Ich dozrievanie stimulujeme prenosom na dalSie zivné médium so
Specifickym rastovym regulatorom, kyselinou abscisovou. Kyselina abscisova zastavi
rozmnozovanie skorych bipolarnych Struktur a stimuluje ich vyvin. PoCas dozrieva-
nia somatické embrya prechadzaju podobnymi vyvinovymi Stadiami ako embrya v se-
menach. Meristematicka embryonalna Cast’ sa zvacsuje, nastava syntéza zasobnych
latok (bielkoviny, tuky, Skrob) a meni sa vnutorna organizacia somatického embrya,
postupne sa diferencuju korefiovy a vrcholovy meristém a kli¢ne listy. V tomto Stadiu
su somatické embrya v kulturach viditelné aj volnym okom.

Stédium 3: Kliéenie somatickych embryi — somatické embrya, ktoré dosiahnu koty-
ledonarne Stadium vyvinu sa mézu oddelit z pdvodného pletiva a preniest na dalSie
Zivné médium, na ktorom dochadza k predlZovaniu hypokotylu a klicnych listov, ob-
javi sa korienok. Zivné médium na kligenie zvy&ajne neobsahuje rastové regulatory.
Kli¢enie a vyvin ,somatickych semenacov” znamena uspesnu kompletnu regeneraciu
rastliny zo somatickych pletiv.

Stadium 4: Poslednou fazou procesu somatickej embryogenézy je prenos tzv. ,so-
matickych semenacov” do pddy a po adaptacnej periéde do prirodnych podmienok.

Proces somatickej embryogenézy a uspesna regeneracia ,somatickych semenacov*
bola pozorovana pri velkom pocte ihlicnhatych drevin. Ako priklady uvadzame smrek
obyc€ajny (Picea abies), smrek biely (P. glauca), smrek Cierny (P. mariana), borovica
karibska (Pinus caribaea), borovica primorska (P. pinaster), borovica lesna (P. sylves-
tris), borovica Cierna (P. nigra), borovica hladka (P. strobus), jedla biela (Abies alba),
jedla Nordmannova (A. nordmanniana), sekvoja vzdyzelena (Sequoia sempervirens).

Vyhodou embryogénnych pletiv je, ze v principe sa mézu udrziavat neobme-
dzene dlho v in vitro podmienkach a su stalym zdrojom somatickych embryi a po-
tencialne stromov. Ich dlhodoba kultivacia ma vSak aj tienisté stranky, ako je napr.
strata regeneracnej schopnosti (charakteristickd najma pre druhy rodu Pinus)
alebo kontaminacia pletiv mikroorganizmami. Na prekonanie tychto problémov
alternativnym rieSenim je dlhodoba kultivacia metdédou kryoprezervacie. Kryo-
prezervacia je uskladfiovanie rastlinnych explantatov (nie len embryogénnych
pletiv) v tekutom dusiku pri teplote -196 °C. Je to moderna metdda udrZiava-
nia genetickych zdrojov rastlin, ktora vyZzaduje Specifické podmienky. Po uplynuti
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Techniky in vitro a ich vyuzitie pri lesnych drevinach

Zelanej doby kryoprezervacie sa pletiva rozmrazia a kultivuju in vitro az po kom-
pletnd regeneraciu rastliny. Somatickd embryogenéza je schematicky znazornena
na obr. 14 a v podmienkach in vitro na obr. 15.

Obr. 14 - Schematické znazornenie regeneracie ihlicnatej rastliny cestou somatickej embryogené-
zy — z dospelého stromu (a) odoberieme SiSky (b), z ktorych vyberame semena (megagametofyty)
a ukladame na zivné médium. Priblizne po 12 az 15 dfioch sa na megagametofytoch objavi embryogénne
pletivo (c), ktoré sa oddeli od pévodného explantatu (d) a dalej sa udrziava rozdelenim na menSie kusy
(e). V tomto pletive sa nachadzaju bipolarne somatické embrya (f, g, h), ktoré sa postupne na tzv. ma-
turaénom médiu vyvijaju a silne pripominaju embrya zo semien (i). Z takychto Utvarov sa vyvijaju malé

rastlinky tzv. ,somatické semenace” (j), ktoré sa vysadia do pddy a mbézu vyrast na dospely strom (a)
a tymto krokom sa uzatvara vyvinovy cyklus somatickych embryi
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Techniky in vitro a ich vyuzitie pri lesnych drevinach

il a — indukcia embryogén-
| neho pletiva

b — somatické embryo

v skorom $tadiu vyvinu

C — vyvijajuce sa soma-
tické embrya na povrchu
embryogénneho pletiva
d — regenerované ,so-
matické semenace”

e —rast ,somatickych
semenacov” v pbde

f — ,somatické semena-
¢e“ (5 — 6 mesiacov od
zaciatku indukcie).

Obr. 15 - Indukcia somatickej embryogenézy a regeneracia ,somatickych semenacov“ (obrazky in vitro
kultivacie, borovica Cierna)
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Klonalne mnozenie cucoriedok,
brusnic a ostruzin in vitro

V minulosti prirodné porasty ¢ucCoriedok, brusnic a malin (Vaccinium spp., Rubus
spp.) zaberali rozsiahle plochy najma v horskych a podhorskych oblastiach Sloven-
ska. ZvySeny zaujem spotrebitefov o bobulové ovocie a nedostatok tohto ovocia na
trhu vyvolal jeho nekontrolovany zber z pévodnych prirodnych oblasti, ¢o sa odra-
zilo v ich devastacii. V su€asnosti sa nachadza-
ju uz len na tazsie pristupnych lokalitach a na
chranenych uzemiach s réznym stuprfiom ochra-
ny, ktoré Casto predstavuju Uzemia narodného
a europskeho vyznamu, prirodzené stanovistia
a genofondové plochy pre mnohé rastlinné
a zivoCisne spolocenstva. Z uvedeného dévodu
ich vyuzivanie musi byt v sulade s pozZiadavkami
ochrany prirody a krajiny. Antropické zasahy
a zaujmy musia reSpektovat zasady ekologickej
unosnosti daného priestoru. Zachovanie biodi-
verzity si preto vyzaduje hladat’ alternativy. Jed-
nou z moznosti ako zachovat prirodzené porasty
tychto druhov a pritom zaistit' efektivnu produkciu
ovocia je pestovanie alternativhych odréd uve-
denych druhov bobulovin plantaznickym sp6-
sobom. Pre zalozenie produkénych vysadieb
je potrebné velké mnozstvo kvalitného sadbového materialu. Rychle a ekonomicky
vyhodné ziskanie sadbového materialu je mozné dosiahnut aplikaciou pletivovych
kultur, ktoré predstavuju ucinny a spolahlivy spésob klonalneho mnozenia mnohych
rastlinnych druhov.
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Klonalne mnozenie cucoriedok, brusnic a ostruzin in vitro

Alena GajdoSova, Gabriela Libiakova, Maria Gabriela Ostrolucka

Lesné hospodarstvo spolu s polnohospodarstvom maju prioritny vplyv na funkénu
diferenciaciu krajiny, pretoze ich posobenie ma celoplosny charakter a rozhodujucou
mierou sa podielaju na celkovom formovani krajinnej Struktury. Vzhladom k tomu, Ze lesy
su jednym z prirodnych prvkoy, ich plosny rozsah a uzemné vymedzenie pdsobi v kra-
jinnom priestore vzdy pozitivne. Z hladiska tvorby krajinnej Struktury je v lesnej Cinnosti
rozhodujuce vytvaranie druhoveja vekovejrozmanitosti porastovzodpovedajuce €lenitosti
uzemia a ekologické hospodarenie v lesoch, pri plneni vSetkych mimoprodukénych
funkcii lesov.

V minulosti zaberali prirodzené po-
rasty divo rastucich druhov ¢ucoriedok,
brusnic a malin (Vaccinium spp., Ru-
bus spp.) rozsiahle plochy najma v hor-
skych oblastiach Slovenska. V horskych
a podhorskych oblastiach predstavuju
tieto druhy vyznamné komponenty les-
nych ekosystémov a preto je potrebné
zachovat' ich biodiverzitu, revitalizovat
prirodzené porasty a to zvlast v nadmor-
skych vyskach, kde vykazuju proti er6zny
efekt a maju znacny ekologicky vyznam.

ZvysSeny zaujem spotrebitefov o bobu-
[ové ovocie a nedostatok tohto ovocia na
trhu vyvolal ich nekontrolovany zber, €o
sa odrazilo v devastacii povodnych po- 14
rastov. Tieto sa v suCasnosti nachadzaju ¢ueoriedka chochlikata
uz len na tazSie pristupnych lokalitach
a na chranenych uzemiach s réznym stupnom ochrany, ktoré Casto predstavuju
Uzemia narodného a eurdpskeho vyznamu, prirodzené stanovistia a genofondové
plochy pre mnohé rastlinné a zivoCiSne spoloCenstva. Z tohto dévodu musi byt
ich vyuzivanie v sulade s poziadavkami ochrany prirody a krajiny a fudské zaujmy
musia reSpektovat’ zasady ekologickej unosnosti daného priestoru. Zachovanie
biodiverzity si preto vyzaduje hfadat alternativy. Jednou z moznosti ako zachovat
prirodzené porasty divorastucich druhov a pritom zaistit' efektivhu produkciu ovocia
je velkoplosné pestovanie vybranych druhov a odréd bobuloveho ovocia, ktoré budu
schopné svojou produkciou ovocia nahradit’ prirodzene sa vyskytujuce druhy.

Pre zalozenie produkénych pléch je potrebné velké mnozstvo kvalitného sadbové-
ho materialu. Rychle a ekonomicky vyhodné mnozZenie sadbového materialu je mozné
dosiahnut’ vyuZitim pletivovych kultur, ktoré predstavuju u€inny a spofahlivy spésob
klonalneho mnozZenia mnohych rastlinnych druhov. Aktivity by mali byt nasmerované
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na vyuzitie regeneracneho a multiplikacného systému in vitro pre vybrané druhy drevin,
ktoré su sucastou lesnych spoloCenstiev a zaroven su zaujimavé z hladiska produkcie
ovocia (CuCoriedky, maliny, Cernice) za ucCelom dosiahnut ich efektivne mnozenie.
Alternativou je mnozenie Sirokého sortimentu introdukovanych odréd tychto a podob-
nych druhov, ktoré su schopné rast' v nasich klimatickych a ekologickych podmienkach,
s cielom zaclenit ich do produkéného systému.

In vitro kultivacia druhu Vaccinum

1. Mikromnozenie netradiénych druhov bobulovych drevin

In vitro mnozZenie (mikromnozenie) je spdsob mnozZenia rastlinného materia-
lu vyuzZitim modernych metod pletivovych kultur za ucelom produkcie velkého
poCtu rovnakych rastlin. Je vyznamnou sucastou komeréného mnoZenia mnohych
druhov rastlin, vratane prirodzene rozSirenych druhov a vyslachtenych odréd bobulovych
drevin. Vyvinuté boli pocCetné techniky mnozZenia drevin in vitro, ktoré zahfmaju
tvorbu a predlZzovanie vyhonkov z existujucich pazusSnych a vrcholovych pucikov,
spiacich pucikov, regeneraciu adventivnych vyhonkov alebo kultivaciu a regeneraciu
rastlin z izolovanych meristémov. Ako primarny material pre zalozenie bunkovych a ple-
tivovych kultur in vitro su pouzivané malé kusky rastlin - explantaty, ktoré su podrobené
povrchovej sterilizacii. Explantatmi mézu byt izolované spiace puciky, stonkové
segmenty nesuce spiace pucCiky (nodalne segmenty), listy, stonky alebo ich Casti.
VSetky postupy zahrfiujuce pracu s explantatmi a ich pestovanim musia byt uskutocnené
v sterilnom prostredi pri definovanych podmienkach. To znamena, presne definované
kultivacné médium so Specifickymi typmi a koncentraciami rastovych regulatorov, kon-
trolované podmienky svetla, teploty a relativnej vihkosti v kultivaénej miestnosti alebo
v rastovej komore.

1.1  Stadia mikromnozenia
Proces mikromnoZenia rastlin zahffia Styri definované $tadia:
Stadium 1: ZaloZenie sterilnej kultury - ulozenie povrchovo sterilizovaného rastlinného
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materialu na kultivacné médium a zacCiatok rastu vyhonkov.

Cieflom tohto $tadia je zalozit' sterilnu kulturu a poskytnut rastlinnému materialu
kultivaCné prostredie, ktoré podporuje iniciaciu a rast vyhonkov. V zavislosti na type
rastlinného pletiva mbéze byt tvorba vyhonkov iniciovana z existujucich meristémov vr-
cholovych a pazusnych pucikov, z adventivnych meristémov vznikajucich de novo na
explantatoch, ako su €asti vyhonkov, listov, stoniek, kvetnych stoniek alebo kli¢nych
listov (priama organogenéza), alebo z kalusu, ktory sa vyvija na reznom povrchu ex-
plantatu (nepriama organogenéza). Pre ukonc¢enie tohto Stadia je oby€ajne potreb-
nych 4 - 6 tyZdnov. Niektoré druhy drevin vyzaduju dlhSie obdobie (12 mesiacov),
vtedy hovorime o “stabilizacii” kultury. Kultura je stabilizovana vtedy, ked explantaty
produkuju pocas kultivacie stabilny po€et normalnych vyhonkov.

Stadium 2: Multiplikacia - prediZzovanie, t.j. produkcia mnohopoé&etnych vyhonkov.

V tomto stadiu kazdy explantat produkuje poCetné vyhonky a vytvara zhluk vyhon-
kov. Vyhonky sa neskér oddelia a prenesu na nové kultivatné médium, na ktorom
sa pestuju 2 - 8 tyzdnov. Material sa méze preniest’ niekolkokrat, aby sa maximali-
zovalo mnozstvo produkovanych vyhonkov.

Stadium 3: Tvorba koreriov - predizovanie vyhonkov a ich zakorefiovanie.

Faza zakorefiovania pripravuje rastliny ziskané v podmienkach in vitro pre ich pre-
nos z laboratérnych do vonkajSich (in vivo) podmienok v kontrolovanom prostredi,
v skleniku a neskér na ich kone€nom stanovisti. Toto Stadium mdze zahriiovat nielen
zakorefiovanie vyhonkov, ale aj ich stabilizovanie smerujuce k zvySeniu ich potencia-
lu pre aklimatizaciu a prezitie po€as prenosu do pddy. Indukcia adventivnych korenov
sa dosahuje bud v skumavkach (in vitro) alebo v péde (ex vitro) za pritomnosti ras-
tovych regulatorov. Vyhodou zakorefiovania ex vitro je, ze poSkodenie korenov pocas
prenosu rastlin do pédy je menej pravdepodobné, hodnoty produkcie korefiov a kva-
lita korenov su vyssie.

Stadium 4: Aklimatizécia - prenos regenerovanych rastlin do pddy v prirodzenych pod-
mienkach prostredia.

Prenos ziskanych rastlin do p6dy je Casto charakterizovany nizSim koeficientom
prezivania. Pred prenosom rastlin na ich konec¢né stanoviste, musia byt aklimatizo-
vané v kontrolovanom prostredi alebo v skleniku. Rastlinam prenasanym z in vitro
do ex vitro podmienok sa postupne meni anatomia a morfoldgia listov. Prieduchy
takychto rastlin zaCinaju byt funkéné, pretoze kym su v kulture in vitro maju zvy€ajne
otvorené prieduchy. Na povrchu listov sa vytvara ochranna epikutikularna voskova
vrstva. Tymto spésobom sa regenerované rastliny postupne adaptuju na prezitie
vo vonkajSom prostredi.

1.2 Mikropropagacia vyuzitim spiacich pucikov alebo nodalnych segmentov

Pre komerénu produkciu je v su€asnosti najviac vyuzivanou technikou mikro-
mnozZzenia rastlin predlZzovanie vyhonkov z izolovanych vrcholovych alebo pazusnych
pucikov alebo stonkovych segmentov, ktoré nesu jeden alebo viac bo¢nych pucikov.
Rast pazusnych vyhonkov je iniciovany z existujuceho pletiva spiaceho pazusného
pucika. Iniciacia rastu a nasledné zmnozZenie vyhonkov z pucikov sa uskutoCnuje
na kultivaénych médiach obohatenych o rastové regulatory, najma vplyvom relativne
vysokej koncentracie cytokininu alebo kombinaciou vysSej koncentracie cytokininu
s nizSou koncentraciou auxinu. Optimalne zloZenie kultivatného média a rastovych
regulatorov je potrebné pre kazdy rastlinny druh overit experimentalne v laboratériu.
Druhou moznostou je Cerpat informacie z existujucich postupov, dostupnych pre
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konkrétny rastlinny druh ¢i odrodu.
1.2.1 Odber a sterilizacia rastlinného materialu
Odber rastlinného materialu:

Ako vychodzi material pre zaloZenie in vitro kultur sa pouzivaju jednorocné vyhonky
so spiacimi vrcholovymi a pazusnymi pucikmi. Material je potrebné odoberat z dospe-
lych rastlin v mesiacoch januar a februar.

Sterilizacia rastlinného materialu:

Na odstranenie povrchovej infekcie (huby, kvasinky a baktérie) je potrebna dezin-
fekcia pucikov pred ich vysadenim na kultivatné médium. Povrchova sterilizacia musi
byt dostatoCne ucinna, aby odstranila kontaminanty, avSak s minimalnym poskodenim
rastlinnych buniek a pletiv.

1) Pracovné naradie (skalpel, pinzeta, noznice, podlozka pre sterilné nastroje, sklené ka-
dicky, sklena Petriho miska s niekolkymi filtracnymi papiermi, gaza) obalené v hlinikovej
folii a flase s destilovanou vodou sa sterilizuje v parnom sterilizatore pri 120 °C a 18 kPa
po dobu 20 min.

2) Laminarny box sa sterilizuje ultrafialovym ziarenim 3 hodiny a umytim vnutorného
povrchu boxu 95 % etanolom. Sterilizacia materialu prebieha v laminarnom boxe.

3) Vyhonky so spiacimi vrcholovymi a pazuSnymi pucikmi sa nastrihaju na jednono-
dalne segmenty (s jednym pucikom), odstrani sa kéra a takto pripravené segmenty
sa premyvaju 1 hodinu pod te€ucou vodou (pre ufah€enie manipulacie su segmen-
ty zabalené v bali¢koch z gazy).

4) Po dvojminutovej sterilizacii v 70 % etanole sa segmenty preplachnu v sterilnej
destilovanej vode a nasledne, za staleho mieSania, sa sterilizuju po dobu 6 minut
v 0,1 % roztoku HQCl,, do ktorého sa pridaju 3 kvapky zmakCovadla (napr. Tween 20).

5) Nasledne sa sterilné odrezky premyvaju 3 x 15 minut v sterilnej destilovanej vode.
Po sterilizacii sa z pucCikov odstrania vrchné Supiny a nodalne segmenty sa pestuju
horizontalne alebo vertikalne na kultivachom médiu, pripadne sa jednotlivé puciky
oddelia od stonky a vysadia na médium.

1.2.2 Primarny explantat pre zaloZenie in vitro kultar

Ako primarne explantaty pre iniciaciu vyhonkov sa pouZzivaju vysterilizované jed-
nonodalne segmenty, ktoré sa kultivuju horizontalne na médiu v sterilnych plastovych
Petriho miskach.

1.2.3 Zlozenie kultivacného média pre in vitro multiplikaciu ostruziny ¢ernicovej

Ako modelovy druh pouzijeme ostruzinu Cernicovu (Rubus fruticosus L.) Pre
iniciaciu a multiplikaciu vyhonkov ostruziny Cernicovej sa pouziva multiplikacné mé-
dium podla Murashige a Skoog (tzv. MS médium), doplnené sacharézou (30 g.I""),
Plant agarom (8 g.I'"), rastovymi latkami BAP (1 mg.l""), IBA (0,1 mg.I") a GA
(0,1 mg.I""). pH média sa upravi na hodnotu 5,6 - 5,8.

3

V sucasnosti su dostupné komeréné zakladné kultivacné média, rastové regulatory
a ostatné komponenty médii v podobe prasku alebo roztoku vyrabané komerénymi
firmami ako su Duchefa a Sigma.

Rastliny sa kultivuju pri teplote 22 — 24 °C, pri intenzite svetla 50 pmol.m=2.s'
a fotoperidode 16 hodin svetlo a 8 hodin tma.

Po ,niekol’kych tyzdioch kultivacie sa vytvori trs mnohopocetnych vyhonkov. Vyhon-
ky v dlzke 2 - 3 cm sa oddelia, nasekaju na segmenty a opakovane kultivuju na rovna-
kom médiu (obr. 1).

56



Klonalne mnozenie ¢ucoriedok, brusnic a ostruzin in vitro
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Obr. 1 - In vitro multiplikacia ostruziny Cernicovej (Rubus fruticosus L.) pouzitim jednonodalnych seg-
mentov

a) vyhonok so spiacimi pucikmi

b) primarny explantat — jednonodalny segment so spiacim pucikom

c) nodalne segmenty vysadené na kultivacné médium

d, e) formujuce sa trsy vyhonkov

1.2.4 Zlozenie kultivacného média pre in vitro multiplikaciu Vaccinium sp.

Pre iniciaciu a multiplikaciu vyhonkov ¢ucoriedky chocholikatej (Vaccinium corym-
bosum L.) a brusnice pravej (Vaccinium vitis-idaea L.) sa pouziva multiplikacné
McCown Woody Plant Medium (tzv. WPM médium), doplnené sacharézou (25 g.I""),
Plant agarom (8 g.I'"), rastovymi latkami zeatin (1 - 2 mg.I'") a IAA (0,2 mg.I").
Pretoze druhy rodu Vaccinium patria medzi acidofilné rastliny (dobre znasajuce resp.
vyzZadujuce kyslu reakciu substratu), pH média sa upravi na 4,5 - 4,8.

Rastliny sa kultivuju pri teplote 22 — 24 °C, intenzite svetla 50 pmol.m=2.s a fotoperidde
16 hodin svetlo a 8 hodin tma.

Po niekolkych tyzdnoch kultivacie sa vytvori trs mnohopocetnych vyhonkov (obr. 2).

Vyhonky o dizke 2-3 cm sa oddelia, nasekaji na segmenty a opakovane kultivuju
na rovnakom médiu (obr. 2). Pre dlhodobu multiplikaciu sa odporuca znizit hladinu cy-
tokininu zeatin na koncentraciu 0,5 mg.l"", aby sa zabranilo potlacaniu predlZzovacieho
rastu vyhonkov.

a b

Obr. 2 - In vitro multiplikacia Vaccinium spp. pouZitim jednonodalnych segmentov
a) Cucoriedka chocholikata (Vaccinium corymbosum L.) - trsy vyhonkov v in vitro podmienkach
b) Brusnica prava (Vaccinium vitis-idaea L.) - trsy vyhonkov v in vitro podmienkach

57



Klonalne mnozZenie ¢ucoriedok, brusnic a ostruzin in vitro

1.3 Mikromnozenie pomocou adventivnej regeneracie

Vytvaranie nového tvaru a organizacie, kde predtym bol nepritomny, je nazyvany
morfogenéza alebo organogenéza. Rastlinné pletiva alebo organy, ktoré maju
schopnost morfogenézy/organogenézy su oznaCované ako morfogénne alebo or-
ganogénne. Regeneracia vyhonkov (caulogenesis) a korenov (rhizogenesis) pre-
bieha oddelene. Novovzniknutym organom sa hovori adventivne alebo vedlajSie. Ad-
ventivhe meristémy sa vyvijaju de novo a v podmienkach in vitro mdzu vznikat’ priamo
na stonkach, korernoch, alebo listovych explantatoch ¢asto po poraneni pletiva alebo
vplyvom exogénnych regulatorov rastu bez tvorby kalusu (priama organogenéza). For-
movanie adventivnych pucikov a vyhonkov na explantatoch je najCastejSie indukované
rastovymi regulatormi cytokininmi. Obyc€ajne sa vyvijaju blizko existujucich vodivych
pletiv (cievnych zvazkov), €o umoznuje spojenie ich cievneho systému s cievnym sys-
témom pdvodného explantatu. Explantaty, na ktorych sa vytvorili adventivne vyhonky,
je potrebné po 5 - 6 tyZdrioch kultivacie preniest na médium s niz§im obsahom cyto-
kininov aby sa podporil predlZovaci rast vyhonkov. Vyhonky v dizke priblizne 2-3 cm sa
oddelia a vysadia na multiplikacné médium pre ich dalSiu proliferaciu.

Pocas priamej organogenézy sa adventivne organy ¢asto formuju v pletivach explantatu
z jednotlivych buniek alebo z niekolkych buniek. Existuje dokaz, ze jednoducha pokozkova
bunka dava rast meristematickym centram, pricom z jedného méze vyrast’ aj viac ako
22 identickych vyhonkov. Ak je meristém iniciovany z viacerych buniek, vtedy sa méze pri
ziskanych rastlinach v znacnom rozsahu objavit jav - tzv. chimerizmus

Adventivne organy niekedy vznikaju aj z neSpecializovanych a neorganizovanych bu-
niek kalusu, ktory sa tvori na reznom povrchu explantatov.

Pocas adventivnej regeneracie mézeme niekedy pozorovat somaklonalnu varia-
bilitu. Jedna sa o variabilitu pozorovanu na rastlinach ziskanych v in vitro podmien-
kach. Z hladiska mikromnoZenia identického klonalneho materialu je somaklonalna
variabilita neZiaducim javom v kulture.

Metody indukcie priamej morfogenézy na kultivovanych pletivach su optimalizo-
vané a vyuzivaneé pri zvySujucom sa pocte rastlinnych druhov. Priama regeneracia
vyhonkov je dolezity prostriedok, ktorym mdze byt mnoho druhov rastlin mnozenych
pre komercné ucely. Adventivna regeneracia sa intenzivne vyuziva v rastlinnych bio-
technoldgiach, nielen pre mikropropagaciu, ale aj pre geneticku transformaciu, a pre
Studium vyvinu rastlin.

1.3.1 Primarne explantaty pre adventivnu regeneraciu Rubus a Vaccinium spp.

Ako primarne explantaty pre indukciu adventivhych vyhonkov sa pouzivaju napr.
listy z in vitro rastlin odvodenych z pucikovej kultury a listové stopky z odoberanych
listov. Explantaty je potrebné izolovat priblizne dva tyzdne od posledného prenosu
na cCerstvé kultivatné médium z multiplikatného média. Listova Cepel sa prieCne
nareze skalpelom a spodnou stranou listu sa polozi na médium tak, aby bola v tes-
nom kontakte s povrchom média. Kultivacia prebieha v sklenych Erlenmeyerovych
bankach, do ktorych sa ulozi priblizne 5 explantatov. Rastliny sa kultivuju pri teplote
22 — 24 °C, intenzite svetla 50 ymol.m?.s™ a fotoperiéde 16 hodin svetlo a 8 hodin tma.

1.3.2 Zlozenie kultivaéného média pre adventivnu regeneraciu ostruziny ¢ernicovej

Pre indukciu adventivnych vyhonkov pri ostruzine ¢ernicovej sa pouziva kultivacné
meédium podla Murashige a Skoog (MS médium), doplnené sacharézou (30 g.I'"),
Plant agarom (8 g.I'"), rastovymi latkami TDZ (1 mg.I'") a IBA (0,05 mg.I""), pH média
sa upravi na 5,6 - 5,8. PredlZzovanie vyhonkov sa dosiahne prenesenim explantatov
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s indukovanymi vyhonkami (po 5-6 tyzdrioch kultivacie) na médium so znizenou kon-
centraciou cytokininu. Predlzovanie vyhonkov mézZe byt podporené aj kultivaciou na
médiach bez rastovych regulatorov, pripadne na médiach s aktivnym uhlim (obr. 3).

Obr. 3 - Regeneracia adventivnych vyhonkov z listovych explantatov ostruziny ¢ernicovej (Rubus fruti-
cosusL.)

a) primarny explantat — list odoberany z in vitro rastliny, b) tvorba meristematickych centier na explanta-
te, c) detail meristematickych centier, d) regeneracia vyhonkov z meristematickych centier, e) trs adven-
tivnych vyhonkov, f) oddeleny vyhonok rastuci na predizovacom médiu s aktivnym uhlim

1.3.3 Zlozenie kultivacéného média pre adventivnu regeneraciu ¢ucoriedky a brusnice

Pre indukciu tvorby adventivnych vyhonkov CucCoriedky chocholikatej (Vaccinium
corymbosum L.) a brusnice pravej (Vaccinium vitis-idaea L.) sa pouzivaju listy odobe-
rané z in vitro rastlin, ktoré sa kultivuju na kultivachom McCown Woody Plant Medium
(WPM médium), doplnenom sacharézou (25 g.I'"), Plant agarom (8 g.I'"), rastovymi latka-
mi TDZ (2 -5 mg.I"") a IAA (0,2 mg.I""). PretoZe druhy rodu Vaccinium patria medzi acido-
filné rastliny, pH média sa upravuje na hodnotu 4,5 - 4,8. Po niekolko tyzdnovej kultivacii
na tomto médiu sa explantaty, na ktorych sa indukovali vyhonky, prenesu na médium
so zniZzenou koncentraciou cytokininu (0,5 mg.I" zeatinu), aby sa zabranilo potlacaniu
predlzovacieho rastu vyhonkov (obr.4).

Obr. 4 - Regeneracia adventivnych vyhonkov z listovych explantatov ¢ucoriedky
a) regeneracia adventivnych vyhonkov z listu Cu€oriedky
b) trs adventivnych vyhonkov ¢u€oriedky
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1.4  Zakorenovanie vyhonkov

Délezitou etapou mikrorozmnozovania, zvlast z praktického hladiska, je navode-
nie tvorby korefov. Zakorefiovanie vyhonkov sa uskuto€riuje 1) v podmienkach in
vitro - na kultivathom médiu s obsahom réznych koncentracii rastového horménu
auxinu, najcastejSie IBA (obr. 5), alebo 2) v in vivo - kratkym namacanim vyhonkov
v roztoku auxinu s naslednym priamym prenosom do vhodného substratu (obr. 6).
Pre acidofilné rastliny, kam patria druhy rodu Vaccinium, je ako substrat potrebna
raselina, ktorej pH je 4 - 4.5. Adaptacia rastlin na podmienky in vivo prebieha pri regu-
lovanej vlhkosti v skleniku alebo prikrytim kultivacnych nadob priesvitnou féliou a ich
postupnym otuzovanim.

Obr. 6 - In vivo zakorefiovanie vyhonkov

a) In vivo zakorenovanie vyhonkov ¢ucoriedky chochlikatej
b) Aklimatizacia rastlin Cu€oriedky chochlikatej

c¢) Aklimatizacia rastlin brusnice pravej

1.5 Niektoré problémy pri in vitro kultivacii a ich rieSenie

Niektoré rastlinné pletiva vylu€uju do zivného média tmavo sfarbené komponen-
ty (fenoly alebo pigmenty), ktoré sa uvolfuju z reznych ploch. Toto mbéze zapricinit
hnednutie pletiva aj zivného média a je Casto spojené so znizenou regeneracnou
schopnostou. Tento problém méze byt odstraneny minimalizaciou poranenia
explantatu pocCas izolacie a povrchovej sterilizacie. Iné pristupy ako zabranit hnednu-
tiu pletiv zahfaju - odstranenie tychto latok premyvanim explantatov v sterilnej vode
2-3 hodiny, Casty prenos explantatov na Cerstvé médium suCasne s odstrafiovanim
hnedého pletiva, pocCiatocnu kultivaciu v tekutom zivnom meédiu s naslednym preno-
som na pevné médium, kultivaciu na poréznych substratoch (papierové mostiky)
a ich absorpciu pomocou aktivneho uhlia alebo polyvinylpyrolidonu (PVP), ktoré sa
pridaju do kultivatného média.
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Na druhej strane napriklad aktivne uhlie méze absorbovat aj niektoré regula-
tory rastu alebo méze byt toxické pre niektoré pletiva. Zabranit hnednutiu pletiva
v kulture mdéze tiez pouZzitie antioxidantov ako kyselina askorbova, kyselina citrénova,
L-cystein alebo merkaptoetanol. Nadmerné hnednutie méze zapricinit vazne problémy
v réznych stadiach regeneracie vyhonkov.

Dal$im problémom, s ktorym sa v kultlre in vitro mdézeme stretnit je hyperhydri-
cita (vitrifikacia). Jedna sa o fyziologicku poruchu, ktora sa vyskytuje v rastlinnych ple-
tivovych kultarach, kedy vyvijajuce sa Struktury maju vodnaty, sklovity vzhlad. Méze
byt zapri€inena vysokou koncentraciou cytokininov, vysokou kapacitou zadrziavania
vody, ked je kultivaCna nadoba prilis tesne uzavretd, alebo velmi nizkou koncentra-
ciou agaru v médiu.

.....

zastavenie rastu a predizovanie vyhonkov. PriCinou méze byt niekolko faktorov,
akymi su nevhodna skladba kultivacného média, nedostatok niektorych Zivin a ne-
dostatok vapnika, ktory zapriCinuje nekrézu rastového vrcholu.

Pritomnost’ skrytej mikrobialnej infekcie tak isto znizuje regeneraénu schopnost
a prezivanie kultury. Po dlhom pestovani rastlin na médiu s cytokininom md&zeme
pozorovat tzv. habituaciu kultury (navyk). Po prenose rastlin na médium bez cyto-
kininu sa prejavuje intenzivnym rastom kratkych vyhonkov, neschopnostou vyhonkov
predlzovat sa a zakorenovat. PoCas dIho trvajucej kultivacie sa moze objavit' uplna stra-
ta regeneracnej schopnosti zapri€inena epigenetickou variabilitou a starnutim kultury.

Pocas in vitro regeneracie mézeme pozorovat' aj jav somaklonalnej variability.
Jej vyznamnym zdrojom su chromozémové aberacie (chromozémové prestavby).
Somaklonalna variabilita je typicka pre rastliny regenerované z kalusu. Pre potvrde-
nie klonalnej identity vegetativne mnozeného rastlinného materialu sa pouZivaju
cytologické, biochemické a molekularne analyzy. Takéto analyzy umozfuju ucinné
a rychle testovanie neziaducej genetickej variability v porovnani s tradi¢énymi meté-
dami zaloZzenymi na morfologickych a fyziologickych pozorovaniach.

2. Aplikacia pletivovych kultar pre klonalne mnozenie netradiénych
druhov bobulovych drevin

Mikropropagacia je spésob mnoZenia rastlinného materialu vyuzitim modernych
metod pletivovych kultur s cielom produkcie velkého poctu identickych rastlin. Jej
aplikacia je v mnozZeni rastlin, ktoré sa prirodzene vyskytuju v prirode, alebo rastlin,
ktoré boli vytvorené Sfachtenim. Je taktiez vyuzivana pre rychle a masové mnozenie
vegetativne rozmnozZovanych rastlin alebo rastlin, ktoré neprodukuju semena. Za
posledné desatrocCia sa urobili zasadné pokroky pri in vitro regeneracii mnohych eko-
nomicky a ekologicky vyznamnych rastlin v polnohospodarstve, zahradnictve, ale aj
v lesnictve. Rdzne techniky in vitro regeneracie bobulovych drevin mézu ponuknut
ur€ité vyhody v porovnani s tradi€cnymi metdédami rozmnozovania.

Hlavnymi vyhodami pouZzivania in vitro kultur v lesnictve je najma to, Ze posky-
tuju:
1) moznost rychleho masového mnozenia rastlin

2) kultivacia in vitro v prisne kontrolovanych podmienkach zaistuje efektivnu klonalnu
propagaciu geneticky identickych jedincov

3) dosahuje sa vy$$i mnozitel'sky koeficient (az 1:10°) ako pri rezkovani
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4) mnozenie je nezavislé od roéného obdobia, vyvinovej fazy rastliny, vychodzi mate-
rial je dostupny nepretrzite, pretoze ako zdroj explantatov sluzia odvodené in vitro
kultury

5) moznost pracovat v aseptickom a regulovatelnom prostredi

6) moznost’ ozdravit rastlinny material od patogénov, najma virusov, €o vedie k dosa-
hovaniu vysSich urod

7) moznost dlhodobého udrziavania genetickych zdrojov rastlin v in vitro kulture

8) moznost’ uplatnenia novych biotechnologickych metdd, najma metdd genetického
inZinierstva, alebo produkciu sekundarnych metabolitov

Intenzivne velkoploSné pestovanie bobulového ovocia na plantazach je na Slo-
vensku sustredené v regionoch Oravy a Liptova (obr. 7, 8, 9). Extrémne kyslé
pody horskych oblasti su vyuZzitelné na pestovanie Cucoriedok a brusnic v sulade
s poziadavkami na environmentalne aspekty a ochranu pévodného genofon-
du. OCakava sa, ze najma pestovanie Cucoriedok a brusnic by malo zabranit de-
vastovaniu prirodzenych populacii druhov rodu Vaccinium a malo by prispiet
k rozvoju efektivnych a environmentalne prijatelnych foriem vyuZitia a obhospodaro-
vania problematickych pofnohospodarskych pdd podhorskych a horskych oblasti
severného Slovenska.

3. Zavery a perspektivy

Vyvoj in vitro technik umoznil rychle mikromnozenie réznych rastlinnych druhov
a tiez novych odrdéd Cucoriedok, brusnic a Cernic. In vitro kultivaciou vrcholovych
a pazusnych pucikov, adventivhou regeneraciou z listovych explantatov je mozné
dosiahnut efektivhu a masovu produkciu zdravych rastlin. Vysledky vyskumov ukazali,
Ze ucinnost regeneracie in vitro znacne zavisi na niekolkych faktoroch, ako napriklad
hormonalne a mineralne zloZzenie média (zakladné kultivacné médium, typ a koncen-
tracia rastlinnych regulatorov rastu), vek a typ explantatov (spiace puciky, nodalne seg-
menty, listy, listove stopky, atd.), pévod explantatov (in vitro alebo in vivo), orientovanie
explantatu pogas regeneracie, ako aj podmienky pestovania (dizka pestovania, foto-
perioda, intenzita svetla, teplota). Avsak, vo vSetkych pripadoch, u€innost regeneracie
Siroko variruje medzi genotypmi, ktoré naznacuju potrebu optimalizovat podmienky
in vitro kultivacie pre kazdy individualny rastlinny druh alebo odrodu. Optimalizacia
vplyvu jednotlivych faktorov, pésobiacich v podmienkach in vitro a ich cielena regu-
lacia bude viest’ k vypracovaniu systémov reprodukcie pévodnych (autochténnych),
ako aj introdukovanych druhov. Napriklad produktivnych odréd druhov rodu Vaccinium
a Rubus so zaujimavymi vlastnostami (kvalita, velkost a chut plodov), ktoré su vhod-
né pre pestovanie v naSich klimatickych podmienkach. Vyuzitie genetickej zakladne
pévodnych druhov, so zamerom ich efektivnej reprodukcie v podmienkach in vitro, je
vyznamné nielen z hladiska zachovania biodiverzity, ale aj revitalizacie prirodzenych
porastov, ktoré su délezité z hladiska environmentalne prijatelného vyuzitia velmi kys-
lych a neurodnych péd.

Mikromnozenie odréd Cucoriedky chocholikatej (Vaccinium corymbosum L.) méze mat
aj spolocensko-ekonomicky vyznam. Predstavuje prinos z hladiska moznosti rozSirenia
pestovatelskej zakladne a tym padom obmedzenie dovozu odréd zo zahranicia. K vyhodam
kultur in vitro patri moznost dlhodobého uskladnenia a uchovania in vitro ziskanych rastlin
produk¢ne vykonnych odréd, ako aj v prirode rastucich druhov.

Podmienky in vitro vytvaraju moznost imitacie vplyvu réznych stresovych faktorov
na proces regeneracie za ucelom testovania reakcie a tolerancie vybranych druhov

62



Klonalne mnozenie ¢ucoriedok, brusnic a ostruzin in vitro

na stres. Stresovy faktor, ktory je mozné imitovat v podmienkach in vitro je napr. vplyv
tazkych kovov.

V teoretickej oblasti bude vyznamnym prinosom rozSirenie poznatkov o morfo-
génnych procesoch prebiehajucich v kulture in vitro uvedenych druhov na bunkovej
a biochemickych urovni, ako aj charakteru a stupfia variability pri ziskanych ras-
tlinach.

Obr. 7
a) I?Iantéi Cucoriedky chocholikatej (Vaccinium corymbosum L.) v Krivej na Orave
b) Cucloriedka chocholikata

¢) Brusnica prava

3 ,-f:‘;ﬂ" =22

Srbska

Obr. 9 - Zakladanie velkoploSnych vysadieb brusnic na Orave
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Transgénne dreviny

Dlhodoby zasah Cloveka do prirody spdsobuje pomaly, ale iste zmeny v klimatickych
podmienkach. Posledné Studie naznacuju, ze takéto
zmeny mozu postupne vyustit do zaniku skoro polo-
vice rastlinnych druhov, nevynimajuc dreviny. Stromy,
ktoré nazyvame aj pluca zeme, svojou pritomnostou
v prirode zohravaju nezamenitefnu ulohu, preto je
velmi délezita ich adaptacia na meniace sa Zivotné
podmienky. Napriek tomu, Ze klasické Slfachtenie stro-
mov ma dlhodobu tradiciu, v suCasnosti uz nedokaze
dostatoCne pruzne reagovat na meniace sa Zivotné
podmienky. Na rozdiel od klasického Slachtenia,
kde sa umelou hybridizaciou mézu prenasat’ az de-
siatky génov, metdédou genetickej modifikacie alebo
transgenodzy sa sice prenesie len jeden nanajvys ftri
geny, avsak tieto gény uz konkrétne dokazu vylepsit
vlastnosti. Génové inZinierstvo predstavuje jedine¢ny
nastroj, ktorym dokazeme prekonat’ sexualne bariéry,
ovplyvnit samotny vyvin drevin alebo kvalitu dreva. V porovnani s plodinami, z ktorych
mnohé su uz dnes dostupné v komer&nom prostredi, geneticka modifikacia drevin zaostava
a vo vacsine pripadov su geneticky modifikované stromy zatial len v polnych pokusoch.

Cielom tejto kapitoly je priniest informacie o tom, €o su to transgénne dreviny, ako sa
pripravuju, ich vyhody, ale aj rizika, ktoré prinasaju. Oboznamit Citatela ako sa vyuzivaju
poznatky genetického inZinierstva pri priprave transgénnych drevin. Prehfadnym spo-
sobom uviest, ktoré dreviny boli doteraz geneticky modifikované a za akym ucelom.
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Transgénne dreviny

Jana Libantova, Jana Moravdéikova

Rozvoj technologie transgénnych stro-
mov moéze vylepsit' ich rastové charakteristiky,
schopnost zakoreriovat, kvalitu dreva, ulahéit [
ich priemyselné spracovanie, zvysit' ich tole-
ranciu na herbicidy a odolnost’ voci chorobam
a Skodcom.

Pilotné polné pokusy s geneticky modi-
fikovanymi topolmi tolerantnymi ku herbici-
dom boli uskuto€nené v Belgicku v roku
1988. Odvtedy bolo uskuto¢nenych vo svete
viac ako 200 polnych pokusov zahrriujucich
viac ako 15 lesnych druhov.

]

Komeréné pestovanie transgénnych
stromov sa datuje od roku 2002. ISlo
o vysadbu transgénneho topola cierneho
rezistentného vo&i Skodcom v Cine.
SucCasné Slachtenie drevin sa zameriava
hlavhe na zlepSenie efektivnosti, kvality,
a mohutnosti stromov. Tradi¢né postupy
zahriuju vytypovanie dospelych jedincov
s vynimo¢nymi vlastnostami, ktoré sa potom |
stanu sucastou Slachtitefského programu. |
Znacnou nevyhodou je Cas, ktory dreviny
potrebuju na to, aby dosiahli reprodukénu
zrelost, Co Casto presahuje aj 20 rokov.
Prave reprodukény cyklus sa stava limitu-
jucim faktorom pre kontrolované krizenie
drevin. NavySe neexistuje garancia, ze ziskané potomstvo bude mat vylepSené vlast-
nosti.
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Prvé sofistikovanejSie postupy zamerané na ziskavanie kvalitnych genotypov
lesnych drevin sa objavili v 80. rokoch minulého storoCia. Tieto biotechnologické
pristupy zahrriovali pletivové kultury, mikropropagaciu, genetické markery a ge-
netické inzinierstvo. Zo vSetkych tychto metdd, prave genetickému inzinierstvu
sa dostalo najvacSej pozornosti zo strany nielen odbornej, ale aj laickej verej-
nosti. Je to dané tym, ze prenos geénov konvencnymi Slachtitefskymi technika-
mi je limitovany sexualnou kompatibilitou jednotlivych druhov alebo ich blizkych
pribuznych, zatial ¢o pomocou genetického inZinierstva je mozné prenasat gény
aj zo vzdialenych druhov, €o by za normalnych podmienok nebolo mozné. Oba pristupy,
Ci uz klasické slachtenie alebo genetické inzinierstvo, maju spolocny ciel a to zlepsit
zdravie a adaptabilitu lesnej populacie, popripade zlepsit' kvalitu dreva pre priemy-
selné vyuzitie.
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Vo vSeobecnosti mézeme povedat, Ze postupy, ktoré vyuziva konvencné Slachtenie
alebo genetické inZinierstvo sa od seba striktne neodliSuju, oba zahrriuju techniky,
ktoré sa navzajom prekryvaju. Tradicné Sfachtenie vyuziva najma sexualne krizenie
a sledovanie fenotypickych zmien, zatial €o genetické inzinierstvo alebo biotechnol6-
gie ako také, vyzaduju pracu hlavne v laboratérnych a sklenikovych podmienkach.
Vyuzivanie tychto modernejSich metdd mbze v porovnani so selekciou uskuto¢novanou
len na zaklade fenotypickych zmien priniest kvalitnejSie poznatky a vystupy. To je
dévod, preco v poslednych 20-tich rokoch biolégovia €oraz viac siahaju po metddach,
ktoré Setria Cas, naklady a umoznuju dosiahnut nové ciele.

1. Co je genetické inzinierstvo?

Neoddelitefnou su€astou génového inzinierstva ako aj samotnej genetiky su gény.
Gény su useky DNK, ktoré zodpovedaju za Specifické Crty alebo vlastnosti kazdého
zivého organizmu. DNK je chemicka molekula, ktora obsahuje informaciu vytvarajucu
cely organizmus. Napriklad naSa DNK nam dava jedinecnost, zodpoveda za to ako
vyzerame, aku mame farbu oc€i, vlasov, atd. DNK je ako ,recept® pre dany organiz-
mus. Zivot, rast a unikatne &rty organizmu zavisia prave na jeho DNK.

Genetické inZinierstvo nam umoznuje manipulovat s jednotlivymi génmi alebo
ich usekmi a prenasat ich cielene do inych organizmoyv, za ucelom vylepsenia urcitych
ich vlastnosti tak, aby to bolo pre Cloveka osozné. Prikladom méze byt zlepSenie
odolnosti polnohospodarsky vyznamnych plodin voci niektorym Skodcom, popripade
rezistencia vocCi herbicidom.

Zakladom genetiky, z ktorej vychadza aj genetické inzinierstvo, sa stali poznatky
Gregora Mendela, mnicha, ktory Zil v 19. storoCi. Vdaka tymto objavom vedci mohli
neskor zistit' ako je to s dedi¢nostou - €i sa da, a ako manipulovat s DNK. Histéria
genetického inzinierstva sa zaCala az omnoho neskér a to v roku 1953 kedy Wat-
son a Crick popisali Strukturu DNK. O 20 rokov neskér molekularni biolégovia ob-
javili viastnost’ enzymov menit’ Strukturu DNK v Zivych organizmoch. Niektoré z tychto
enzymov mozu Stiepit, iné zase spajat’ viakna DNK. Tento poznatok umoznil vyuzit
takéto enzymy na vystiepenie Zelanych génov, ich spojenie s inou DNK a vytvorenie
tzv. rekombinantnej molekuly DNK. Pojmom Ziadané alebo cielené gény nazyvame
geény, ktoré po prenose vylepsia vlastnosti danej rastliny Ci dreviny.

Prvy geneticky upraveny organizmus (baktéria) bol vytvoreny v roku 1973 a 0 10
rokov neskor bola pripravena aj prva geneticky upravena plodina. Bolo len otazkou
Casu, kedy sa poznatky genetického inzZinierstva aplikuju aj pri drevinach. Prelom
nastal v roku 1987, kedy bol v laboratérnych podmienkach prvykrat takto vylepSeny
topol a o rok neskér uskutocnené aj prvé pbédne testy. Genetické inZinierstvo sa tak
stalo délezitou sucastou biotechnologickych postupov aplikovanych na drevinach.

2. Co nazyvame genetickou modifikaciou?

Pojmom organizmus nazyvame biologickych jedincov (baktérie, rastliny, dreviny,
atd.), ktoré su schopné sa rozmnozovat alebo inak odovzdavat geneticky ma-
terial (svoje gény, teda DNK). Aby sa odlisili organizmy, ktoré boli vylepSené pomocou
genetického inzinierstva, zaviedol sa pojem geneticky modifikovany organizmus
(GMO) alebo aj transgénny organizmus. Takymto oznaenim nazyvame vsetky or-
ganizmy, ktorych geneticka vybava (subor génov) bola vylepSena inym spésobom
ako klasickym krizenim. V pripade drevin, ktorych vlastnosti boli vylepSené pomocou
génového inZinierstva, pouzivame vyraz geneticky modifikované alebo transgénne
dreviny. Samotny proces prenosu génov do cudzej DNK nazyvame geneticka modi-
fikacia, transformacia alebo aj transgendza.
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3. Metody prenosu génov

Ulohou genetického inZinierstva je nielen hladat, izolovat pozadovany gén
a manipulovat’ s nim pomocou enzymov, ale ho aj nasledne preniest do cielovej DNK
(napr. DNK drevin). Na vyvoji metdd prenosu génov, ako ich pozname v sucasnej
podobe, sa zacalo intenzivnejSie pracovat v 80. rokoch minulého storocia, kedy bolo
po prvykrat dokazané, Zze pddna baktéria Agrobacterium tumefaciens mbze byt
vyuzita ako nastroj na prenos génov do buniek rastlin i drevin.

Metdda vychadza z prirodzenej vlastnosti tejto pddnej baktérie napadat’ poranené
Casti rastlinnych buniek a spésobit’ u nich nadorovité ochorenie (tumor). Unikatnost
tejto baktérie spociva v tom, Ze ma vlastny aparat, ktorym pocas infekcie dokaze
vhiest' svoje vlastné gény do rastlinnej bunky a zabudovat' ich do rastlinnej DNK,
¢o nazyvame transformaciou alebo aj modifikaciou DNK. Nevyhodou tejto metddy
je, Ze Agrobacterium infikuje prednostne dvojklicnolistové rastliny (patria do jej
hostitelského radu), zatial o pri jednokliCnolistovych rastlinach a tiez drevinach sa
objavuju problémy. Toto viedlo k hfadaniu inych moznosti prenosu génov, ktoré vy-
chadzali z poznatkov vyskumov ZivocCiSnych buniek.

Alternativu predstavuje metdéda prenosu génov pomocou bombardovania éasticami
kovov, na ktoré je prilnuta DNK, ktoru chceme prenasat. Hoci v laboratornych pod-
mienkach bolo popisanych aj viacero inych metdd, v su€asnosti sa pri drevinach na
prenos génov vyuziva len Agrobacterium tumefaciens a bombardovanie.

3.1 Prenos génov pomocou Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens je baktéria, ktora sa bezne vyskytuje v péde a v pri-
tomnosti poranenych rastlin sa dokaze presuvat smerom k nim a pritiahnut k po-
ranenym bunkam. Napriek tomu, Ze baktéria spdsobuje ochorenie, prejavom ktorého
su nadory (obr. 1), samotna baktéria do bunky nevstupuje, zostava na povrchu takejto
poranenej bunky (obr. 2).
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- 3 ; (‘- [ 5- 3 X Y - rj ‘. ‘.“ “ > I‘ it ' Vi " -‘\.- b S - b ""-“‘ ~ J’~.
Obr. 1 - Prejav ochorenia, ktoré spdsobuje Obr. 2 - Agrobacterium tumefaciens zostava pocas infekcie na po-
v prirode Agrobacterium tumefaciens. vrchu poranenych buniek.

Prvé zaznamy o existencii tejto baktérie siahaju do roku 1897, kedy bola prvykrat
izolovana. Prelom nastal v roku 1977, ked vedci na zaklade poznatkov o Strukture
DNK dokazali objasnili mechanizmus, ktory baktéria vyuziva pri infikovani rastlin Ci
drevin. Poznatok, Ze baktéria je schopna preniest vlastné gény do rastlinnej bunky
a zabudovat ich do rastlinnej DNK, prisudil tejto baktérii jedine¢né miesto v genetic-
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kom inzinierstve. Napriek tomu, Ze baktéria sa v pdde vyskytuje bezne, len u malej
Casti jedincov sa ochorenie aj prejavi. Je to dané tym, Ze k infekcii mdze déjst’ len
u poranenych jedincov. Baktéria teda musi rozoznat' takéto poranené bunky. K tomu
napomaha samotny poraneny jedinec tym, Ze v mieste poranenia produkuje urcité
chemickeé latky, ktoré su signalom pre baktériu, ktora sa presunie k takymto bunkam
a prilne k nim (tzv. chemotaxia).

V dalSom kroku dokaze pomocou svojho Specialneho aparatu preniest’ do rastlin-
nej bunky gény, ktoré su pri¢inou tvorby nadorov. Rastlinna bunka sa stane zdrojom
Zivin pre samotné Agrobacterium. Takéto nadory za normalnych okolnosti nie su pre
rastlinu resp. drevinu smrtelné, samozrejme ak neza¢nu byt prili§ objemné.

Genetické inzinierstvo vyuZiva tento prirodzeny mechanizmus na prenos Zelanych
geénov do rastliny a to tak, Ze sa z baktérie odstrania gény, ktoré su zodpovedné za
ochorenie a nahradia sa ich vlastnymi génmi, ktorymi chceme vylepsit' urcité vlastnosti
rastlin Ci drevin. Princip metddy je zalozeny na tom, Zze k poranenym bunkam (pletivam)
rastliny, ktord chceme modifikovat' sa prida baktéria obsahujuca zelané gény a vyuzije
sa prirodzeny mechanizmus baktérie na to, aby sa tieto gény dopravili do rastliny.
Vsetky tieto kroky sa uskutoCriuju v sterilnych laboratérnych podmienkach (obr. 3).

Priprava transgénnych drevin

Prenos génov Prenos génov
pomocou A. tumefaciens bombardovanim
J’ Kovové castice
see 7 PP .
*e ¢3¢ sprenasanymgénom

A. tumefaciens prenasany gén

I

gényprenesené dobuniek

@ prenasany gén

génovapuska

- bombardovanie

rastlinnabunka jadro bunky

transgénne vyhonky

transgénny strom

Obr. 3 - Priprava transgénnych drevin
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3.2 Prenos génov bombardovanim

Bombardovanie, ktoré sa nazyva aj biolisticka transformacia je univerzalna
metdda, ktorou na zaklade fyzikalnych poznatkov dokazeme priamo preniest Zelané
gény do hostitel'skej DNK (obr. 3). Vyhodou je, Ze na rozdiel od prenosu pomocou
A. tumefaciens, kde svoju ulohu zohrava aj hostitelsky rad, tuto metédu mézeme
uspesne aplikovat na vSetky druhy rastlin a hlavne drevin. V laboratérnych podmien-
kach sa na kovové Castice, ktoré nazyvame mikroprojektily, naviaze DNK (Zelané
geény) a takto pripravené mikroprojektily sa pomocou Specialneho zariadenia, ktoré
nazyvame génova puska vystrelia na pletivo (bunky), ktoré chceme transformovat.
Mikroprojektily maju priemer okolo 1 ym a su najCastejSie zo zlata, ale pouZiva sa aj
paladium, rédium alebo platina.

4. Gény vstupia do bunky a ¢o d’alej...

Geneticka modifikacia sa odohrava na trovni bunky. Uspech zavisi nielen od toho,
Ci bunka dokaze prijat’ cudzie gény, ale samozrejme aj od regeneracnej schopnosti
transformovanej bunky, aby sme v poslednom kroku dokazali ziskat' celistvu trans-
génnu rastlinu &i drevinu. Cely tento proces sa uskutoCnuje v sterilnych laboratérnych
podmienkach, ktoré nazyvame aj in vitro.

Proces regeneracie je zalozeny na poznatkoch z oblasti pletivovych kultur a mikro-
propagacie. Regeneracia transformovanej bunky sa méze uskutoCnit organogenézou
alebo cestou somatickej embryogenézy (vid' kapitolu 1). Vo vSeobecnosti je zname,
Ze jednotlivé druhy drevin sa navzajom liSia svojou schopnostou regenerovat v pod-
mienkach in vitro, o moze byt v pripade genetickej transformacie neprekonatelna
prekazka, pretoze nedokazeme zregenerovat transformovanu bunku a ziskat tak
transgénneho jedinca. V sucCasnosti sa ako vychodiskovy material na geneticku trans-
formaciu drevin najCastejSie vyuzZivaju somatické embrya a embryogénne pletiva.

5. Pravidla pri uvolnovani transgénnych jedincov do zivotného
prostredia

Jedince, ktoré sme v podmienkach in vitro ziskali, povazujeme za potencialne
transgénne. Zaroven vSak musime priniest’ aj dokaz o tom, ze transgénne skutoCne
su a podrobit’ ich analyzam. Analyzy su zamerané na to, aby sa dokazalo, i doslo
k prenosu Zelanych génov do gendmu dreviny a ako ich pritomnost’ ovplyvnila jej
vlastnosti. V pripade, ze doSlo k pozadovanému vylepSeniu nejakej konkrétnej vlast-
nosti €i znaku, méze sa pristupit k pédnym testom.

Pb&dne testy sa uskutoCriuju za presne kontrolovanych podmienok a simuluju pod-
mienky v prirode. Skor ako sa modzu takéto transgénne jedince dostat’ do pody, musi sa
poziadat o suhlas prislusného regulaéného uradu, ktory posudi predlozené udaje o ge-
netickej modifikacii, posudi dopad na zZivotné prostredie a moznosti nezelaného uniku
génov krizenim do inych pribuznych druhov. Uspe$né pddne testy si krokom k tomu,
aby sa takéto transgénne jedince mohli vyuzit’ aj v komerénom prostredi (obr. 4)

VSetko, €o suvisi s geneticky modifikovanymi organizmami podlieha aj na Sloven-
sku platnym pravnym predpisom a schvalovaciemu konaniu. Kazdy, kto chce nejakym
spbésobom pracovat alebo vyuzivat akykolvek geneticky modifikovany organizmus,
musi poziadat’ o suhlas prislusny organ, ktorymi su Ministerstvo Zivotného prostredia
SR a Ministerstvo pédohospodarstva SR.
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Transgénne dreviny — proces uvolnenia do prirody

(A
{4

Laboratorne analyzy - potvrdenie
pritomnosti afunkénosti vneseného génu

Analyza dopadu na
zivotne prostredie

v

Suhlas alebo nesuhlas

Obr. 4 - Proces znazorfujuci uvolfiovanie transgénnych drevin do Zivotného prostredia.
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6. Transgénne dreviny v praxi

Ako uz bolo spomenuté pomocou génového inZinierstva je mozné pripravit geno-
typy drevin podla vopred stanovenych poZiadaviek. NavySe, tam kde vznikaju bariéry
pre suCasnych Slachtitelov, génové inzZinierstvo na zaklade pokroku, ktory nastal
v biologickych vedach za poslednych 100 rokov, dokazu pomocou vhodnych nastro-
jov génového inZinierstva prenasat gény naprie€ rastlinnou ako aj zivoc€iSnou riSou.
Vysledkom tohto sofistikovaného pristupu je prenos a zabudovanie jedného alebo
niekolkych génov do jadra rastlinnej bunky, ¢im jedinec mdze ziskat novu vlastnost.
V maloploSnych pokusoch sa v sucasnosti testuje cely rad geneticky upravenych
drevin, predtym ako ziskaju suhlas na komeréné uvedenie do zZivotného prostredia.

Pilotné polné pokusy s geneticky modifikovanym topolom, tolerantnym ku herbici-
dom, boli zalozené v Belgicku v roku 1988. Odvtedy bolo uskuto¢nenych vo svete
viac ako 200 polnych pokusov s geneticky modifikovanymi drevinami zahriujucimi
minimalne 15 lesnych druhov. Najviac takychto pokusov bolo a je uskuto€fiovanych
v Spojenych $tatoch americkych. Cina v8ak nedakane prebrala iniciativnu pri
komercnom zavadzani geneticky modifikovanych drevin do Zivotného prostredia
a vysadila viac ako milion geneticky upravenych topofov, do ktorych bol preneseny
geén, zodpovedny za zvySenie odolnosti voci Skodlivému hmyzu. Vysadba je sucastou
ambicidzneho planu zalesnit' viac ako 17 miliéonov hektarov krajiny do roku 2012
a je podmienena ,maksimi“ pravidlami platiacimi pre uvolhovanie GMO do Zivotného
prostredia. Cinsky poéin bol prijaty vo svete rozpadito, kedze v mnohych krajinach
sveta s rozsiahlym vyskumom v oblasti GMO stale prebieha Ziva diskusia o poziti-
vach, €i pripadnych negativach tejto technolégie. Hoci v USA je tiez vela odporcov
geneticky modifikovanych plodin, od 1998 roku je do Zivotného prostredia uvolnena
geneticky modifikovana papaja rezistentna voci virusovému ochoreniu — krazkovitosti
papaje. Papaja sa zaCala komercne pestovat na Havaji okolo roku 1940 a v priebehu
desiatich rokov virus kruzkovitosti papaje spdésobil na porastoch zna¢né Skody. Od
konca 80. rokov minulého storocia sa preto pozornost upriamila na ziskanie geneticky
upravenych linii rezistentnych voci danému ochoreniu.

V USA dostala v roku 2007 povolenie na uvedenie do zivotného prostredia za
ucelom komeréného vyuzitia aj geneticky upravena slivka, odolna voci virusovému
ochoreniu nazyvanému sarka sliviek.

Velky zaujem vo svete vzbudila genetickd modifikacia eukalyptu, rychlo rastiuceho
tropického stromu, ktorého biomasa sa vyuZziva na produkciu bioenergie a vyrobu papiera
a buniciny. Tim tchajwanskych a americkych vedcov pomocou genetického inZinierstva
pripravil genotyp eukalyptu, ktory je schopny asimilovat’ 3 krat viac oxidu uhli¢itého ako
geneticky neupraveny genotyp, €o by sa mohlo vyuZit' pri znizovani sklenikovych plynov.
Tieto stromy su zaroven vhodnejSie na produkciu bioetanolu z celulézy, kedZe v stro-
moch sa podarilo zvySit obsah celuldézy na ukor ligninu. Navy$e, zmena pomeru obsahu
ligninu a celuldzy technologicky zlacriuje cely proces spracovania dreva.

V maji 2010 ziskala najvacsia americka firma ArborGen zaoberajuca sa aj vyskumom
a produkciou geneticky upravenych drevin povolenie na vysadbu 260 000 sadenic ge-
neticky upraveného eukalyptu v juznych Statoch USA. Transgénne jedince by mali byt
odolné proti chladu a mali by tvorit redukované mnozstvo ligninu v drevnej hmote.

Iné projekty su zamerané napr. na detoxikaciu zamorenych pdd prostrednictvom
geneticky upravenych drevin. Prikladom je geneticky modifikovany druh amerického
topola, ktory je pomocou jedného preneseného génu schopny viazat' toxicku ortut
z pédy vo forme dvojmocnych iénov (Hg*?) a premienat’ ju na menej toxicku elementarnu
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formu. Tato menej toxicka forma ortuti sa podla navrhnutého projektu bud’ uvolfiuje do
atmosféry, alebo sa uklada vo viazanej forme v kmeni stromu. Podobne boli pripravené
transgénne hybridy topola, ktoré su schopné lepSie prezivat na zasolenych pédach.
Hospodarsky znehodnotené pédy mdoZzu byt tymto spésobom postupne rekultivované.

Na zaciatku minulého storoCia sa na americkom kontinente zacalo v porastoch
gastana amerického Sirit hubové ochorenie, ktoré znicilo takmer 4 miliardy zdravych
stromov a dramaticky zdecimovalo lesné porasty hlavne na vychodnom pobrezi USA.
K nastupu jednej z najvacsich devastacii lesnych porastov prirodnym $kodcom vobec
doslo v désledku infekcie vyskytujucej sa na dovezenom dreve z Azie. Paradoxne
azijské genotypy gastana su pomerne odolné voci Skodlivej hube a americké genoty-
py extrémne citlivé. V ramci projektu zachrany gastana amerického je snaha pripravit
pomocou genetického inzinierstva genotypy s vhodnym génom (génmi) odolnosti
voCi tomuto devastujucemu hubovému ochoreniu. V rokoch 2006 az 2007 uz boli
vysadené prvé transgénne jedince gastana na polné pokusy.

Z ihlicnatych drevin boli nedavno pripravené transgénne genotypy borovice
odolné voci Skodlivému hmyzu, ktorych zvySena odolnost’ vo¢i Skodcom bude v bliz-
kej buducnosti testovana aj v polnych podmienkach. V Tabulke 1 udavame prehlad
genetickych transformacii drevin uskutocnenych do roku 2009.

Tabulka 1. Prehl'ad krajin, ktoré do roku 2009 realizovali vyskum a pol'né pokusy v oblasti gene-
tickych modifikacii.

Zdroj: http://www.wrm.org.uy/subjects/GMTrees/Information_sheets.html

Krajina Objekt genetickej modifikacie | Ciel genetickej modifikacie

1. Rychlejsi rast
Australia Eukalyptus 2. ZlepSenie kvality dreva

3. Sterilita

1. Modifikované zlozZenie ligninu a celulézy pre
Belgicko Topol ulah€enie vyroby bioetanolu

2. Rezistencia k herbicidom

1. Rychlejsi rast

2. Znizenie obsahu ligninu a jeho modifikacia
(pre procesy spracovania celulézy)

3. Zmena obsahu celulézy

4. ZlepSenie kvality dreva

5. Rezistencia ku herbicidom

Kanada Topol 1. Geneticka modifikacia vlastného génu

Brazilia Eukalyptus

1. Rezistencia borovice ku Ryacionia buoliana
2. Rezistencia borovice ku Fusarium circinatu-
mes

3. Rezistencia eukalyptu k hube Mycosphaerel-
Borovica la, ktora atakuje listy stromu

Eukalyptus 4. Rychlejsi rast stromov eukalyptu

5. Vyssi obsah celulézy v drevnej hmote euka-
lyptu

6. ZvySena odolnost’ genotypov eukalyptu ku
chladu

1. Rezistencia ku Skodlivému hmyzu (Bt)
Borovica 2. Modifikované zlozenie dreva

Eukalyptus 3. Rezistencia eukalyptu k bakterialnemu Skod-
covi Ralstonia solanacearum

Cile

Cina

1. Rezistencia voéi Skodlivému hmyzu, a zni-
Dansko Jedla zenie opadavosti ihlic (produkcia vianoénych
stroméekov)
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Osika (hybridy)

1. Stromy bez kvetov

Finsko Breza 2. Zvysenie fixacie CO2
Franctzsko Topczl’ (hybr’idy) 1. Z.niienie obsahu ligninu (vyroba etanolu a
Kauc€ukovnik papiera
. 1. Sledovanie genetickej stability novych zna-
Osika
Nemecko Topof (hybridy) kov
2. Dekontaminacia pody (tazké kovy)
India Eukalyptus 1. ZvySenie tolerancie k zasolenym pédam
1. Rychlejsi rast
Topol 2. ZvySeny obsah celulézy
Izrael Eukalyptus 3. ZlepSenie kvality vliaken
Borovica 4. Rezistencia eukalyptu k pédnej baktérii Ral-
stonia solanacearum
Eukalyptus 1. Tolerancia eukalyptu ku zasolenym pédam
Kryptoméria 2. Tolerancia eukalyptu ku kyslym pédam
Topofl 3. Samicia sterilita u kryptomérie japonskej (re-
Japonsko * . . ; ) o .
Acacia mangium dukcia pel'u ako silného alergénu)
* Paraserianthes falcataria 4. Redukcia obsahu ligninu
(*vysadené v Indonézii) 5. Zvysena fixacia CO2
1. Tolerancia k herbicidom
Borovica 2. Stromy bez kvetov
Novy Zéland | Smrek 3. Upravené zlozenie ligninu a celulézy
Eukalyptus a jeho hybridy 4. Rezistencia ku chladu
5. Rezistencia ku Skodlivému hmyzu
Osika 1. Rychlejsi rast
Rusko Breza 2. Zmena zlozenia drevnej hmoty
Borovica
1. Posun kvitnutia
2. Rychlejsi rast
Topol 3. Zvysena dizka vlaken
Svédsko Eukalyptus 4. Zmena zlozenia drevnej hmoty (I'ahSia extrak-
Smrek cia ligninu)
5. ZlepsSenie hydrolyzy polysacharidov pre na-
slednt produkciu bioetanolu)
Thajwan Eukalyptus 1. ZvySena fixacia CO2
Thajsko Kaucukovnik 1. ZvySena produkcia latexu
1. Rezistencia k hubovému ochoreniu kéry
Velkd Brita- | Brest brestu
nia Topol 2. Redukcia ligninu v drevnej hmote topola
(produkcia bioetanolu)
1. Zmena obsahu ligninu v drevnej hmote
2. Zmeny veduce k l'ahsej konverzii polysacha-
ridov na bioetanol
Topol 3. Rychlejsi rast }
Osika 4. Zmena morfologickych znakov (kratSie a sil-
Eukalyptus nejSie stromy)
. 5. Rezistencia ku Skodlivému hmyzu (Bt)
Borovica 6. Rezistencia k hubovym a virusovym ochore-
USA Ambrovnik :
Gastan niam . LA
7. Rezistencia na sucho, chlad a zasolené poédy
Brest .
8. Redukovana tvorba kvetov
Orech - .
9. Sterilita drevin
Smrek

10. Rezistencia k herbicidom

11. ZvysSena absorbcia CO2

12. Zmena zlozenia drevnej hmoty
13. Schopnost’ viazat’ toxiny z pod
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7. Predstavuju transgénne dreviny hrozbu alebo rieSenie pre menia-
ce sa zivotné prostredie?

Dreviny sa odliSuju od inych rastlinnych druhov svojim dlh§im Zivotnym cyklom. Po¢as
dihého obdobia, ktoré mbze predstavovat desiatky az stovky rokov, sa dreviny musia
vyrovnat' s roznymi Zivotnymi podmienkami. Z tohto dévodu je velmi dblezité odhadnut
nielen pozitivny, ale aj mozny negativny dopad transgénnych drevin na prirodu.

Vyznamnou motivaciou pre zapojenie genetického inzZinierstva do procesu
Sfachtenia drevin boli nielen ekonomické dévody, ale aj problémy s meniacim sa
Zivotnym prostredim. Transgénne dreviny odolné vocCi herbicidom umoznuju lepSiu
kontrolu nad burinami v lesnych sadoch. Odolnost’ voci Skodcom zniZuje poSkodenie
stromov a redukuje mnoZstvo pesticidov, ¢im sa menej zatazuje Zivotné prostredie.
Genetické inzinierstvo mbze taktiez pomoct pri obnovovani lesa zasiahnutého
Skodcami. Genetickou modifikaciou je mozné upravit tiez kvalitu dreva pre potreby
drevarskeho priemyslu.

Nemalym problémom pri pestovani drevin je kvalita pédy. RieSenim mézu byt trans-
génne jedince, ktoré dokazu rast aj v chudobnych a zasolenych pédach. V neposled-
nom rade by sa transgénne dreviny, ktoré su schopné rozkladat v pé6de neziaduce
chemikalie, mohli vyuzit v procese ozdravovania pédy (bioremediacia). Napriek tym-
to nespornym pozitivam, ktoré geneticka modifikacia drevin prinasa, je to pomerne
nova technoldgia, ktorej treba venovat’ nalezitu pozornost a spravne vyhodnotit’ jej
potencialny environmentalny, kulturny a socio-ekonomicky uc€inok. Pri komplexnom
hodnoteni sa musia brat do uvahy aj také faktory ako napr. nové vlastnosti ziskané
vnesenim cielenych génov, evolu¢na histéria modifikovanych drevin alebo velkost
vysadby transgénnych drevin a ich umiestnenie v prirode. Tym, Ze pomocou genetic-
kého inZinierstva dokazeme prenasat gény aj z inych, nie pribuznych druhov, existuje
urcita obava, Ze po vysadeni transgénnych drevin by mohlo ddjst k tzv. uniku génov,
teda Ze takéto gény by sa mohli pomocou pelu alebo semien volne Sirit do pribuznych
a vzajomne krizitefnych druhov. To by mohlo viest k strate genetickej diverzity. NavySe
stromy maju dlhy Zivotny cyklus, ¢o vyzaduje venovat velku pozornost vyhodnoteniu
rizik dopadu na Zivotné prostredie. PrekroCenie bariér vzajomnej krizitelnosti vyvolalo
u mnohych znacné obavy, €o viedlo k rozvinutiu Sirokej diskusie medzi odbornou ale
aj laickou verejnost. Jednou z moznosti ako zabranit takémuto uniku génov, je pomo-
cou genetického inZinierstva pripravit transgénne dreviny s potlaenou schopnostou
sa rozmnozovat, tzv. sterilné transgénne dreviny.

Napriek tomu, Ze mnohokrat dochadza k emotivnemu odmietaniu transgénnych
rastlin alebo drevin, je délezité povedat, Ze genetickou modifikaciou mézeme nie-
len vylepSit urcité vlastnosti, ale vdaka nej dokazeme lepSie pochopit funkciu gé-
nov a samotné procesy, ktoré v rastlinach a drevinach prebiehaju. Tieto poznatky je
mozné vyuzit aj pri klasickom Sfachteni, ktoré sa tym dostava na vy$Siu uroven.

8. Zavery a perspektivy

Niektoré narody maju vo svojich symboloch strom. Napriklad na zastave Kanady si
nasiel svoje miesto javor, alebo céder zdobi vlajku Libanonu. Ucta k stromom pretrva-
va v narodoch po celé generacie a tak symbolom Germanov sa stal dub, Japoncov
— sakura €i Slovanov — lipa. Slovaci su pravom hrdi na Lipu Krafa Mateja, ktora rastie
v parku Bojnického zamku a ma viac ako 700 rokov. Patri ku vzacnym pamiatkovym
i botanicky délezitym stromom a od roku 1962 je Statom chranena. Podobne bola aj
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Transgénne dreviny

v USA spojena krasa a monumentalnost vzacnych stromov sekvoji a ucta k narod-
nym Cinitefom ako su napr. Lincoln, Washington &i Franklin. Spojenie vzacnych solité-
rov a dejinnych hrdinov je viac menej symbolické, avSak dreviny ako sucast lesnych
porastov su nielen ,plucami® planéty, ale aj zdrojom dreva ako paliva, stavebnej
suroviny, Ci suroviny na vyrobu nastrojov, ozdobnych predmetov, hlavne vSak papiera
a celuldzy. Vysoka spotreba dreva vedie v niektorych krajinach az k uplnému vyrubu
prirodzenych lesnych porastov. Dal$im nepriatelom stéasného lesa st $kodcovia
a rychlo sa Siriace virusové, bakterialne a predovsetkym hubové ochorenia, ktoré
sa v sucinnosti s viacerymi faktormi meniaceho zivotného prostredia zuc¢astiuju na
poskodzovani znacného objemu drevnej hmoty.

Jednym zo spésobov rieSenia ubytku prirodzenych lesnych porastov je Coraz
CastejSie zakladanie lesnych plantazi. Kedze dreviny maju obrovsky geneticky po-
tencial, mozno ho vyuzit pri tvorbe novych genotypov produkujucich viac drevnej
suroviny s minimalnym negativnym dopadom na Zivotné prostredie. Biotechnolégie
mozu zohravat’ klu€ovu ulohu pri tvorbe genotypov s vysokou uZitkovou hodnotou
a zvySenou odolnostou voci Skodcom a chorobam.

Priekopnici lesnych biotechnolégii tvrdia, Ze pomocou vhodnych molekularnych
nastrojov je mozné rychlo a radikalne zmenit spdsob, akym les rastie. Uz nie je len uto-
piou pripravit’ ,strom na mieru“ - odolny voc¢i Skodcom a burinam ¢i pripadne vrtochom
poCasia. Genetickou manipulaciou je mozné zmenit i zloZenie dreva, predovSetkym
pomer medzi ligninom a celul6zou, o je v suasnosti naliehavou poziadavkou praxe.
Lignin — bunkové lepidlo, drzi drevné viakna dohromady, avSak spdsobuje znacné
tazkosti v technologickych postupoch spracovania dreva. Genetické inzinierstvo
vS8ak mézZe v pripade geneticky modifikovanych drevin ambiciéozne vstupovat aj do
rieSenia problémov zivotného prostredia napriklad pri detoxikacii pédy, zachytavani
sklenikovych plynov z atmosféry, ¢i ako obnovitelny zdroj zelenej energie. Navyse
neocenitelnu ulohu méze génové inzinierstvo zohrat aj pri naliehavej zachrane
najviac ohrozenych druhov drevin. Podstatna Cast vyskumu sa v su¢asnosti vo svete
uskuto€riuje na univerzitnych pracoviskach, vyskumnych ustavoch, ale aj v limitova-
nom pocte sukromnych spoloCnosti, priCom pri uspesnej realizacii pripravy trans-
génnych drevin podfla projektu génového inZinierstva je potrebné prekonat cely rad
vacsich ¢i mensich prekazok.

Genetické inZinierstvo drevin je pomerne nova disciplina a preto treba venovat
velku pozornost aj tomu, ako transgénne dreviny ovplyvnia ekologicku rovnovahu
v prirode. Cielom genetického inZinierstva nie je postupne vytlacit klasické Slachtenie
na okraj, pripadne ho nahradit, ale skér napoméct Slachtitelskému procesu, ktory
zacCina zaostavat' v boji so su€asnymi problémami lesov, aby sme dokazali zabranit
odumieraniu lesov a pomohli ich zachranit.
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Vykladovy slovnik
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Adventivha regeneracia - tvorba a wvyvin Struktir (meristémov, pucikov,
vyhonkov, korefiov pripadne somatickych embryi), ktoré v pévodnom pletive neboli.
Struktury a organy diferencované de novo st povazované za tzv. pridavné alebo
adventivne.

Adventivhe vyhonky - vyhonky vznikajuce na koreni, liste alebo na stonke,
Ci hypokotyle mimo listovej pazuchy (v zasade bez vztahu k vrcholovému a pazuSnému
meristému).

Agrobacterium tumefaciens - gramnegativna baktéria, ktora sa bezne vyskytuje
v pdéde a v pritomnosti poranenych rastlin sa dokaze presuvat a pritiahnut sa
k poranenym bunkam pletiv. Baktéria je schopna preniest’ vlastné gény do rastlinnej
bunky a zabudovat ich do rastlinnej DNK. Na tomto principe je zalozeny cieleny prenos
genov do rastlinnych genémov.

Alela - jedna z viacerych alternativnych foriem génu. Alely sa liSia poradim nukleotidov,
ktoré ovplyviiuju aminokyselinoveé zlozenie bielkovin.

Apikalny pucik - pucik/vyhonok vyrastajuci z vrcholovej €asti stonky alebo listu.
Axilarny pucik/vyhonok - pucik/vyhonok vyrastajuci v pazuche listu alebo listena.

Biodiverzita - biologicka rozmanitost vSetkych foriem zivota, jeho hladin a kombinacii.
Slovo biodiverzita je ¢asto pouzivané k popisu vdetkych druhov Zijucich v urcitej oblasti.
Ak vezmeme do uvahy tuto oblast vo svojom najvacSom rozsahu - cely svet - teda
biodiverzitu mozno zhrnut ako ,Zivot na Zemi.“ AvSak, vedci pouzivaju SirSiu definiciu
biologickej diverzity, ktora ma zahffiat’ nielen Zivé organizmy a ich zlozité interakcie,
ale aj interakcie s abiotickymi (nezivymi) aspektami ich Zivotného prostredia. Z tohto
hladiska mbze byt biodiverzita definovana ako rozmanitost Zivota na Zemi na vSetkych
svojich urovniach, od genetickej variability v ramci druhov k ekosystémom (geneticka
diverzita, druhova diverzita, ekologicka diverzita) a ekologické a evoluéné procesy,
ktoré ju udrzuju. Zachovanie vysokej hladiny biodiverzity je délezité pre stabilitu
ekosystémov.

Biochemické markery - kvalitativne vlastnosti, ktoré sa prenasaju do dalSich generacii
(dedi¢né markery) a na ich detekciu sa pouzivaju biochemické metody.

Bombardovanie (biolisticka transformacia) - univerzalna metdda, ktorou na zaklade
fyzikalnych poznatkov dokazeme priamo preniest Zelané gény do rastlinnej DNK. Tie
sa naviazu na kovové Castice, ktoré nazyvame mikroprojektily, ktoré sa pomocou
Specialneho zariadenia (génova puska) vystrelia na pletivo (bunky), ktoré chceme
transformovat.

Caulogenesis - typ organogenézy, pri ktorej sa indukuje vyvin adventivnych
(pridavnych) vyhonkov z kalusu.

DNK (deoxyribonukleova kyelina) - chemicka molekula, ktora obsahuje informaciu
vytvarajucu cely organizmus. Je tvorena stavebnymi jednotkami, ktoré sa nazyvaju
nukleotidy. Styri druhy nukleotidov tvoriacich DNK organizmu st adenin (A), guanin
(G), cytozin (C) a tymin (T). DNK molekula je tvorena dvomi Spiralovite stoCenymi
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retazcami nukleotidov. DNK sa nachadza v jadre, chloroplastoch a mitochondriach
a kazda bunka organizmu obsahuje rovnaké molekuly DNK.

Epikutikularny vosk - voskova vrstva, ktora je v pokozkovych bunkach lokalizovana
na povrchu vlastnej pokozky (kutikuly).

Ex vitro - je odborny termin pouzivany v biolégii a medicine najCastejSie pre pokusy
uskuto€nované v laboratériu, aviak mimo sklo ¢&i plast (mimo laboratérnu nadobu).
Pokusy uskuto¢hiované v nadobach sa nazyvaiju in vitro, teda ,v skle“. Vyraz pochadza
z latin€iny a znamena doslova ,mimo sklo*.

Explantat - odobraty organ, skupina organov, Cast’ pletiva alebo bunka pestované
mimo organizmu. Casti rastliny vytrhnuté z korelaénych vztahov rastliny (spory, zrelé
a nezrelé zarodky, semena, organy, pletiva, bunky) a pestované v podmienkach in
vitro za sterilnych Specifickych podmienok na zvlastnych zivnych pédach.

Fenotyp - suhrn vSetkych (dedi¢nych) vonkajSich morfologickych a fyziologickych
znakov a vlastnosti jedinca; realizacia genotypu.

Génl/gény - useky DNK, ktoré zodpovedaju za jednotlivé Specifické Crty alebo vlastnosti
zivého organizmu. Cielené (Ziadané) gény su gény, ktoré po prenose pomocou
genetickej transformacie do rastlinnej DNK vylepsia vlastnosti danej rastliny, ¢i dreviny,
do ktorej su za tymto ucelom metdédami genetického inZinierstva prenasané.

Geneticka vybava (geném) - subor vSetkych génov jedinca.

Geneticka modifikacia (transformacia, transgenéza) - samotny proces prenosu
urcitej genetickej informacie do cudzej (rastlinnej) DNK.

Geneticka struktura - nenahodnu distribuciu alel alebo genotypov v priestore alebo
Case, bez ohladu na organizaciu gendmu a meiotické procesy, ktoré tiez mozu
ovplyviiovat frekvencie alel a genotypov. Tato priestorova a €asova organizacia
genetickej variability v ramci populacii rastlin vznika spolupdsobenim mutacii, migracie,
selekcie a genetického driftu.

Genetické inzinierstvo - umoznuje manipulovat s jednotlivymi génmi alebo ich
usekmi a prenasat’ ich cielene do inych organizmov za ucelom vylepsSenia ich urcitych
vlastnosti tak, aby to bolo pre Cloveka uzitoCné.

Genetické markery - zname sekvencie DNK, ktoré je mozné lahko identifikovat. Ide
o isty druh variability, ktora moze byt spésobena mutaciou, alebo zmenou pdvodne;
sekvencie (poradia nukleotidov), ktora sa pozoruje na vopred uréenom useku.

Geneticky modifikovany (transgénny) organizmus - kazdy organizmus, ktorého
geneticka vybava bola vylepSena inym spdsobom ako klasickym krizenim.

Geneticky drift - usmernené alebo neusmernené zmeny vo frekvencii dedi¢nych viéh
populacie; typ selekcie zaloZzeny na nahode prenosu znaku pri produkcii potomstva
a nezavisi od vlastnosti alebo prejavu daného znaku v danom prostredi.

Genotyp - subor vSetkych dedi¢nych faktorov urCitého organizmu; jedinec
charakterizovany dedi¢nymi vlastnostami. Termin genotyp sa pouZziva pre celkovu
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geneticku informaciu, ale genotypom sa nazyva aj Cast’ genetickej informacie, ktora sa
tyka sledovaného znaku.

Heterozygot - jedinec, ktory vznikol splynutim dvoch gamét obsahujucich pre dany
znak nerovnaké vlohy a ma teda rozdielne alely sledovaného génu (jednu alelu typu
A a jednu alelu typu B - genotyp AB). Alely sa mézu odliSovat jednym nukleotidom
alebo viacerymi nukleotidmi.

Homozygot - jedinec, ktory vznikol spojenim dvoch gamét s rovnakou skupinou
dedi¢nych vi6h a ma rovnaké alely sledovaného génu (napr. dve alely typu A— genotyp
AA).

Hybridizacia - spdsob ziskavania novych rastlinnych druhov. Z hfadiska hybridizacie
su rozliSované rézne typy krizenia: vnutrodruhova hybridizacia, ktora prebieha medzi
jedincami rovnakého druhu, alebo medzidruhova hybridizacia, kde dochadza ku
krizeniu réznych druhov rovnakého rodu.

In vitro (latinsky ,v skle“ alebo “v skumavke®) - oznacuje v biologii procesy alebo
pozorovanie systému mimo prostredia, v ktorom sa prirodzene nachadza, najma
v roztokoch a na zivnych pédach.

In vitro techniky - metddy kultivacie rastlinnych buniek, pletiv a organov, izolovanych
od materského organizmu a kultivovanych v umelych podmienkach. Princip technik
spociva v izolacii urcitej, teoreticky lubovolnej €asti rastlinného organizmu (explantat) a
Vv jej kultivacii na umelych zZivnych médiach v simulovanych podmienkach v kultivacnych
miestnostiach.

In vivo (latinsky ,zaziva“) - oznacuje v bioldgii procesy alebo pozorovanie spravania sa
systému v prostredi, v ktorom sa prirodzene nachadza. Pri pokusoch ide o holisticky
pristup (celostny) - predpoklada sa skumanie zivej hmoty ako celku, kedy sa badatel
musi vysporiadat’ s faktom, Ze organizmus existuje v interakcii so svojim okolim a ako
celok.

Izoenzymy - bielkoviny, ktoré patrili v poslednych desatroCiach k najCastejSie
vyuzivanym genetickym markerom v lesnickom vyskume pre ziskanie informacii
o genetickej Strukture populacii lesnych drevin. Maju rovnakud enzymaticku funkciu
v organizme (katalyzuju rovnakeé reakcie), ale liSia sa poradim aminokyselin. Vysledkom
rozdielneho poradia aminokyselin méze byt zmena ich elektrického naboja, velkosti
a priestorového usporiadania molekuly. Tieto zmeny sa prejavia po rozdeleni bielkovin
v Specialnych Skrobovych alebo polyakrylamidovych géloch aich vizualizacii. Rozdelené
bielkoviny pozorujeme ako farebné pruzky nachadzajuce sa v géli v réznej vzdialenosti
od miesta, kde sa vzorka vlozila do gélu.

Kalus (zaval) - aktivne sa deliaca masa tenkostennych buniek s réznym stupriom
diferenciacie a schopnostou spatnej tvorby organizovanych Struktur, vytvorena bud po
ovplyvneni rastovymi regulatormi (auxinmi) alebo po poraneni rastlin. V pletivovych
kulturach je jeho tvorba indukovana na reznych plochach pletiv. Rastie neorganizovane
bez zretelnej polarity a usporiadania existujuceho vo vyvinutej rastline, ale dochadza
k diferenciacii buniek. Kalus mézeme ziskat kultivaciou akéhokolvek Casti rastlinného
organizmu ako napr. listu, stonky, stopky, korena, ale aj ich segmentov.
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Klonalne mnozenie - nepohlavné mnozenie, vegetativna reprodukcia, vegetativne
mnozenie, vegetativne klonovanie je forma asexualnej reprodukcie rastlin pomocou
vegetativnych (somatickych) organov, pletiv alebo buniek izolovanych z tychto organov.
Prirodzené metddy vegetativne] propagacie zahffiaju napr. mnozenie zasobnymi
organmi alebo poplazmi (hfuzy zemiakov, $fahune jahdd), rezkovanie, ponaranie,
oCkovanie, Stepenie. Klonalne mnozenie méze byt dosiahnuté aj v podmienkach
pletivovych kultur (in vitro) - pouzitim malych kuskov pletiv alebo izolovanych buniek
(explantatov) na umelych zivnych médiach s pridanim rastlinnych rastovych regulatorov
(fytohormonov). Vzniknuté rastliny definujeme ako ,klon“ a su geneticky identické
s materskym organizmom.

Koeficient mnozenia - pocCet ziskanych rastlin in vitro na primarny explantat.

Kutikula - vrstva kutinu pokryvajuca vonkajSie strany pokozkovych buniek rastlin a
zabrafujuca strate vody; ochranna sklerotinova vrstva na povrchu tela niektorych
bezstavovcov, u hmyzu prestupena chitinom alebo inkrustovana mineralnymi latkami.

Kryoprezervacia (kryokonzervacia) - uskladriovanie, konzervacia napr. rastlinnych
explantatov v tekutom dusiku pri teplote - 196 °C. Je to moderna metdéda udrziavania
genetickych zdrojov rastlin, ktora vyzaduje Specifické podmienky.

Lokus - presna oblast’ molekuly DNK, na ktorom sa nachadza gén, alebo skupina génov.

Meristém - nediferencované pletivo so schopnostou aktivne sa delit' a diferencovat
sa na Specializované rastlinné pletiva, také ako pletiva vyhonkov Ci korenov. Podla
uloZenia delivych pletiv rozliSujeme vrcholovy (apikalny) meristém - nachadza sa na
rastovych vrcholoch rastlin (koren, stonka); vmedzereny (interkalarny ) meristém - je
uloZzeny medzi trvacimi pletivami napr. na bazach internddii (medzi uzlami) u trav;
postranny (lateralny) meristém - vyskytuje sa paralelne s osou organou, v ktorych
sa nachadza (kambium); okrajovy (marginalny) meristém - nachadza sa na okrajoch
vyvijajucich sa listov.

Meristematické centra-skupiny meristematickych buniek, ktoré vznikaju vexplantatoch
kultivovanych in vitro dediferenciaciou Specializovanych buniek vplyvom rastovych
regulatorov (stratou ich Specializovanej funkcie a nadobudnutim schopnosti aktivne sa
delit). Ich delenim a naslednou diferenciaciou vznikaju nové pletiva a organy.

Mikrorozmnozovanie (mikropropagacia) - alternativna biotechnologicka metdda
vegetativneho rozmnozovania rastlin v podmienkach in vitro (tzv. klonovanie in
vitro), s ciefom produkcie velkého poctu identickych rastlin. Pri tomto spdsobe
mikrorozmnozovania sa kultury zakladaju z malych, Casto miniaturnych kuskov pletiv, z
¢oho je odvodeny nazov mikrorozmnozovanie. Jeho aplikacia je v rychlom a masovom
mnozeni novych cennych genotypov, v mnozeni vegetativhe rozmnozovanych rastlin
alebo rastlin, ktoré neprodukuju semena.

Mikrosatelity - opakovania jednoduchych sekvencii (SSR, z angl. Simple Sequence
Repeat) su kratke sekvencie pozostavajuce zvyCajne z 2-6 nukleotidov, ktoré sa
v gendme na istom useku tandemovo opakuju. PoCet opakovanych sekvencii medzi
jedincami sa méze liSit' a variabilita v poCte kratkych opakovanych sekvencii sa vyuziva
ako DNK marker.
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Morfogenéza - vytvaranie organizovanych Struktur rastliny.

Morfologické markery - genetické markery morfologickej povahy, zvy€ajne mutanty,
ktoré sa spontanne vyskytuju v populacii. V prirode sa vyskytuju len vzacne, a preto
je ich vyuzitie znaCne obmedzené. Ako priklad mozno uviest albinizmus semenacikov,
alebo zmeny vo velkosti a tvare semenacikov.

Multiplikacia - efektivne mnozenie rastlin opakovanou kultivaciou in vitro. Proliferacia
a produkcia mnohopocetnych vyhonkov, ktoré su neskér separované a prenasané
na nove kultivatné meédium, na ktorom sa tvoria dalSie vyhonky. Material moze
byt subkultivovany (opakovane prenasany a kultivovany) niekolkokrat, aby sa
maximalizovalo mnozstvo produkovanych vyhonkov. Vytvorené vyhonky sa separuju
a zakorenuju na Specialnych kultivacnych meédiach, ¢im vznika kompletna rastlinka.

Mutacia - zmena genotypu jedinca. Méze prebehnut spontanne, nahodne, t.j. bez
vonkajsej priciny, alebo pod vplyvom pdsobenia prostredia a vtedy ju oznaCujeme ako
mutaciu indukovanu.

Nodalne segmenty - segmenty, Casti stonky nesuce jeden alebo viac pucikov (jedno-
nodalne, viac-nodalne segmenty).

Organogenéza - vyvoj a diferenciacia organov. V kulture in vitro je to regeneracia
rastlinnych organov z kalusu alebo na explantatoch,

Populacia - skupina jedincov toho istého druhu obyvajucu presne definovany areal,
ktori sa m6zu v rovhakom Case medzi sebou nahodne krizit.

Proliferacia - novovytvorenie (bujnenie) buniek v organizme.

Protoplasty - rastlinné bunky bez bunkovej steny, ktoré je mozné ziskat' z rozlicnych
pletiv a organov ako napr. z listov, stoniek, vegetacnych vrcholov, korenov, najCastejSie
sa v8ak vyuzivaju bunky mezofylu listov.

Rastové regulatory (rastové latky, fytohormény) - chemické zluceniny, ktoré
v znacnej miere ovplyviuju rast a vyvin rastlinnych explantatov a urCuju smer
regeneracie. Syntetizuju sa v urcitej Casti rastlinného organizmu a pomocou vodivych
drah (cievnych zvazkov) su transportované na miesto ich ucinku.

Rastovy vrchol - primarnou oblastou vyhonku, ktora podmieriuje vznik celej rastliny.

Rhizogenesis - typ organogenézy, pri ktorej sa indukuje vyvin adventivnych
(pridavnych) koreriov.

Rubus fruticosus L. - ostruzina €ernicova, ostruzina krovita, ¢ernica je ker z elade
ruzovité (Rosaceae). Tento druh rastie hojne v lesoch, je velmi premenlivy a vytvara
mnohé prechodné formy a krizence. Listy a plody sa pouzivaju od mladSej doby
kamennej proti krvacaniu, hnackam a cukrovke. Drobné ovocie je popularne pre
pouzitie v mucnikoch, dzemoch, zelé (bez kdstok) a vyraba sa niekedy z plodov aj
vino. Cernice st pozoruhodné svojou vysokou nutriénou hodnotou (vlakniny, vitaminu
C, vitaminu C, kyseliny listovej - vitamin B a zakladnych mineralov, mangan). Cernice
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maju aj pomerne vysoku hodnotu ORAC (Oxygen radical absorbance capacity -
kapacita absorbcie kyslikovych radikalov).

Rubus spp. - ostruzina predstavuje velmi komplexny rod kvitnucich rastlin patriaci
do Celade Rosaceae — ruzovité. Ostruzina patri medzi cirkumpolarne druhy a je
rozSirena vSeobecne v subarktickej a miernej zone severnej pologule. V juznejSich
uzemiach je jej rozSirenie obmedzené viac-menej na podhorské a horské oblasti. Cely
rod je vefmi premenlivy a udava sa pri nom 300 az 800 druhov. Z tychto botanickych
druhov vSak len niektoré maju vyznam pre zber plodov a pre kulturne pestovanie.
Patria sem nasSe divorastuce a kulturne pestované maliny, a to ostruzina malinova
Rubus idaeus L. ssp. vulgatus a Cernice (suborne oznacované ako ostruzina ernicova
- Rubus fruticosus L.).

Somaklonalna variabilita - pri mikropropagacii rastlin je Ziaduce zachovanie genotypu
identického s pévodnym materskym genotypom. Problémom pri in vitro produkcii
rastlinného materialu méze byt Siroky rozsah kvantitativnej a kvalitativnej variability
medzi regenerovanymi Strukturami (organmi, somatickymi embryami alebo rastlinami),
ktora vznika pocas kultivacie a regeneracie rastlinnych pletiv. Larkin a Scowcroft
(1981) nazvali tento fenomén somaklonalnou variabilitou. Je definovana ako geneticka
variabilita somatickych buniek indukovana pri rastlinach regenerovanych in vitro.
Vsetky tieto fenotypické zmeny mézu byt vysledkom modifikacie samotnej genetickej
informacie bunky na urovni zmien DNK, alebo m6zu byt spésobené zmenami v expresii
génov, kedy hovorime o epigenetickej variabilite, ktora je zapri¢inena mechanizmom
inym, ako je zmena samotnej DNK.

Somaticka embryogenéza - proces, pri ktorom somatické (telové) bunky réznych
pletiv (zvlast kli€nych listov zrelych alebo nezrelych zygotovych embryi), ktoré za
urcitych Specifickych podmienok kultivacie su schopné diferenciacie a masovej tvorby
bipolarnych Struktur (so stonkovym — vegetacnym vrcholom a radikulou — korefiovym
polom), tzv. somatickych embryi, nazyvanych aj vegetativne embrya alebo
embryoidy.

Vaccinium corymbosum L. - CuCoriedka chocholikata, CucCoriedka kanadska,
introdukovana ovocna drevina vhodna pre kultivaciu v podmienkach Slovenska, so
Sirokym vyuzitim v potravinarskom a farmaceutickom priemysle. Plody ¢ucoriedok
su velmi chutné, modrasté, velmi bohaté na antioxidanty a dalSie Ziviny, vhodné na
priamu konzumaciu a na spracovanie. V porovnani s plodmi cucoriedky obyc€ajnej su
plody Cucoriedky chocholikatej vacsie, v Cerstvom stave nefarbia, obsahuju dvakrat
viac cukrov, nieCo menej mineralnych latok a vitaminov.

Vaccinium spp. - rod krov alebo zakrpatenych krov v rastlinnej Celadi Ericaceae.
Plody viacerych druhov su jedlé a niektoré su komerCne vyznamné, najma brusnice
a CucCoriedky. Su zvyC€ajne viazané na kyslu pédu. Rod zahffia okolo 450 druhov,
ktoré boli vacsinou najdené v chladnych oblastiach severnej pologuli, avSak patria
sem aj tropické druhy z oblasti, kde su velmi rozSirené, a to Madagaskar a Hawai.
Plody su nepravé bobule, su zvy€ajne jasne sfarbené, Casto Cervené alebo modrasté
s purpurovou Stavou a vysokou nutricnou hodnotou. Z mnohych zastupcov tohto rodu
su na Slovensku v prirodzenych porastoch zastupené tieto druhy: Cu€oriedka obyc€ajna
(Vaccinium myrtillus L.), Cu€oriedka barinna (Vaccinium uliginosum L.), brusnica prava
(Vaccinium vitis - idaea L.) a kflukva mociarna (Vaccinium oxycoccus L.).
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Vaccinium vitis-idaea L. - brusnica prava, rastie najma na silne humoznych a kyslych
podach, navyvrelinach, zriedkavejSie navapencochadolomitochod niziny doalpinskeho
stupfia. NajpocCetnejSie sa vyskytuje v smreCinach a v porastoch kosodreviny, na
holiach a lukach subalpinskeho a alpinskeho stupria. Na Slovensku je najrozSirenejsia
v oblasti zapadokarpatskej fléry, najma v Tatrach, Nizkych Tatrach, Fatre. Menej
v ostatnych okresoch karpatskej oblasti. V pandnskej oblasti rastie na Zahorskej nizine
a vzacne v Slovenskom krase. Plody brusnice pravej su oblfubené pre ich Specificku
chut. Z mineralnych latok je v plodoch najviac zastupeny draslik, menej vapnik, horCik
a fosfor. Obsahuju cukry, provitamin A, vitamin C, farbiva (flavonoidy, antokyany),
triesloviny, organické kyseliny a glykozidy. Pédsobia dezinfek&ne a protizapalovo, hlavne
na mocoveé ustrojenstvo. PouZzivaju sa ako podporny prostriedok pri lieCbe cukrovky
a reumatizmu.
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