F2 Podrobny opis aktivity

Cislo a nazov aktivity

3.1 Aplikovany vyskum v rastlinnych biotechnolégiiach

Nazov Specifického
ciela

3. Vybudovanie pracoviska komplexného vyskumného,
inovacného a kompetenéného regionialneho centra na UGBR
SAV v Nitre

Ciel’ aktivity

Aktivita bude riesena v ramci dvoch ciel'ov a to:

A. Vytvorenie materidlovo technického bazy pre aplikovany
vyskum Vv oblasti rastlinnych biotechnologii

B. Realizacia aplikovaného vyskumu v oblasti rastlinnych
biotechnologii

Termin realizacie
aktivity

04/2013- 06/2015

Opis aktivity

Doteraz publikované vysledky a poznatky potvrdzuji dolezitost’ a
vyznam aplikacie biotechnologickych metéd pre rychlu
produkciu atraktivnych a hospodarsky cennych druhov
pol'nohospodarskych plodin. Prednost'ou aplikovanych technik in
vitro je moznost’ ziskat z malého mnozstva vychodzieho
materialu  znaéne mnozstvo bezvirusovych a  geneticky
uniformnych rastlin. K dalS$im vyhoddm patri moZnost
dlhodobého uskladnenia a uchovania vyselektovanych genotypov
v kultare in vitro, ako aj moznost’ transportu kultar in vitro do
zahrani¢ia bez zdihavého overenia a pod. Techniky in vitro
umoznuju urychlit’ proces kli¢enia semien, otestovat’ ich fertilitu
priamym vysiatim na kultivaéné médium a zabezpecCit’ efektivnu
reprodukciu, napr. hybridov alebo cennych genotypov
vyuziteI'nych v §lachtitel'skom procese. Vyhodou je aj moznost’
imitacie roznych stresovych faktorov v podmienkach in vitro za
ucelom testovania reakcie vybranych druhov na stres a ich
selekcie. Ziskanie dostatocného mnozstva otestovaného zdravého
sadbového materialu by obmedzilo dovoz zo zahranifia a
umoznilo zaloZenie produkénych vysadieb na Slovensku.

Utelom vybudovania pracoviska komplexného vyskumného,
inova¢ného a kompetencného regionalneho centra na SPU v Nitre
pri UGBR SAV je vytvorenie podmienok pre zvy$ovanie miery
spoluprace UGBR SAV so spologenskou a hospodarskou praxou
prostrednictvom prenosu poznatkov a technologii z oblasti
biotechnologii a genetiky rastlin a ich uplatnenia v
pol'nohospodarskej produkcii a v Slachteni. RieSenie aktivity
bude zamerané na dosiahnutie dvoch ciel'ov:

A. Vytvorenie materidlovo technickej bazy pre aplikovany

vyskum v oblasti rastlinnych biotechnologii.
B. Aplikovany vyskum v oblasti rastlinnych biotechnologii

A. Vytvorenie materialno-technickej bazy

V radmci ciel'u A budu vybudované dve laboratoria, a to:

1) Laboratorium molekularneho $§Pachtenia rastlin (LMSR) —
miestnost’ ¢. C 1084 — toto laboratorium bude novo zriadené.

2) Laboratéria reprodukénej a vyvinovej bioldgie (LRVB) —
miestnosti ¢. C 2064, C 2065, kultivaéné miestnosti C 78, C




1101, A 54bl, A 54b2.
Zariadenie obsahuje vymenu pevne zabudovaného laboratérneho
vybavenia a prislusenstva pozostdvajiceho z digestorov, ktoré
slizia na bezpecnu pracu s prchavymi, drazdivymi a horlavymi
latkami a st vybavené nabehovymi hranami sluziacimi na
uspornu prevadzku v pracovnom priestore digestora. Laboratéria
budu vytvarat’ vhodné pracovné prostredie pre vyskum.
Laboratorne vybavenie a prislusenstvo pre kultivaciu rastlin
pozostava z regalového systému, klimatizacie a regulovaného
multifunkéného osvetlenia pre jednotlivé useky, oddelenia
zabezpetujlice kultivaciu rastlin pri definovanej vinovej dizke a
regulovanej teplote.
Vstupy: Vstupom bude existujica technickd a personalna
infradtruktara, ktorou disponuje UGBR SAV a pristroje a
zariadenia zaktpené v ramci aktivity tohto projektu.
Metoda: Laboratéria budi zriadené na zaklade doteraz
existujucich laboratérii a pracovnych timov. Aktivity laboratorii
budu stavat’ na doteraz ziskanych vysledkoch a skusenostiach.
Koordinacia aktivit vyskumnych timov bude vSak znaéne
posilnend a orientacia vyskumu bude nasmerovand na aplikaciu
vysledkov vyskumu v pol'nohospodarskej, slachtitel'skej a
pestovatel'skej praxi. Prenos vysledkov vyskumu do praxe bude
zabezpeCeny v tesnej spolupraci s AgroBioTech Transfer
centrom.

Vystupy:
1. Laboratérium molekularneho §l'achtenia rastlin (LMSR)
2. Laboratoria reprodukénej a vyvinovej biologie

B. Aplikovany vyskum
Aplikovany vyskum bude orientovany na prioritné oblasti rozvoja
spolo¢nosti, ako sG vyuzivanie, ochrana a reprodukcia
biologickych zdrojov, kvalita Zivota, progresivne technologie a
ochrana zivotného prostredia.

Aplikovany vyskum bude pokryvat nasledovné oblasti:

Oblast’ molekularnej bioldgie a biotechnoldgii rastlin - za
ucelom vypracovania postupov pre prenos génov do rastlinnych
gendémov vyuzitim systému Agrobacterium tumefaciens, s cielom
zlepSenia UZitkovych vlastnosti hospodarsky vyznamnych plodin.
Vyskum bude pokryvat’ aj problematiku odstrdnenia selekénych
markerovych génov rezistencie k antibiotikdm z gendomu
transgénnych rastlin s cielom zabranit’ nekontrolovaného tniku
génov rezistencie do Zivotného prostredia (potencialny
outcrossing).

Molekularne SPachtenie rastlin bude rozvijané ako metdda
komplementarna ku konven¢nému Slachteniu, ako je napr.
indukovana  mutagenéza, ktord vyznamne prispieva k
zefektivneniu $l'achtitel'ského procesu a moze byt aplikovand pre




mnohé pol'nohospodéarske plodiny. Cielom bude zavedenie
novych genotypov do pol'nohospodarskej produkcie, ¢o bude
prispevkom pre trvalo udrzateI'né polnohospodarstvo, udrzanie
biologickej diverzity a potravinovu bezpecnost’.

Oblast’ systémovej biolégie, genomiky a proteomiky — s
cielom charakterizovat nové genotypy ziskané aplikaciou
biotechnologickych postupov (biotech rastliny), ako aj genetické
zdroje  rastlin  pomocou modernych  genomickych a
proteomickych pristupov. Identifikovat’ klIicové komponenty
dolezité pre potravinarstvo a vyzivu, sledovat’ reakciu rastlin na
biotické a abiotické stresové faktory, ako aj adaptacné
mechanizmy rastlin na nepriaznivé podmienky, ¢o v kone¢nom
dosledku  umozni zefektivnenie Slachtitel'ského Usilia a
regulovanie podmienok kultivacie rastlin tak, aby sa dosiahla
maximalna a kvalitna produkcia.

Oblast’” propagacie rastlin_in_vitro — za ucelom rutinnej
aplikacie pre rychle a ekonomicky vyhodné klondlne mnozenie
sadbového materidlu hospodarsky vyznamnych plodin. Cielom
tejto aktivity bude vypracovanie protokolov pre in vitro
propagaciu vybranych druhov rastlin vyuzitim réznych in vitro
technik (propagacia pomocou axilarnych vyhonkov, adventivnou
regeneraciou, vyuzitim somatickej a gametickej embryogenézy) s
vyuZitim pre produkciu haploidnych S§l'achtitel'skych linii, ako aj
pre masové mnozenie cennych genotypov pre potreby
Slachtitel'skej a pestovatel'skej praxe. Vypracované protokoly
budu k dispozicii mnozitelom pre aplikované mnoZenie tychto
plodin.

Oblast’ reprodukénej a vyvinovej biolégie bude rozvijana
taktieZ na cytologickej a molekularnej Grovni za u¢elom poznania
regulacie vyvinovych procesov pri hospodarsky vyznamnych
plodinéch s cielom cielenej regulacie tychto procesov Ziadanym
smerom.

Ocakavané vystupy

Oblast’ molekuldrneho Slachtenia a biotechnoldgii rastlin

predstavuje strategickil oblast’ ekonomiky tretieho tisicrofia na

Slovensku. Cieleny prenos génov do rastlinnych genémov spolu s

mutacnymi technikami vyznamne prispeje k zefektivneniu

Slachtitel’ského procesu a prinesie zlepsenia uzitkovych vlastnosti

hospodarsky vyznamnych plodin. Vysledkom bude:
vytvorenie novych cennych genotypov,

- efektivne mnoZenie ekonomicky vyznamnych plodin vyuzitim
in vitro kultar a zaclenenie do pol'nohospodarskej produkcie,
¢o bude prispevkom pre trvalo udrzate'né pol'nohospodarstvo,
udrzanie biologickej diverzity a potravinova bezpecnost’.

- vypracované¢ metodiky pre mikropropagicia vybranych
druhov a odréd drobného ovocia.




- Odporacanie pre implementaciu legislativnych poziadaviek,
tykajacich sa bezpecnosti GM rastlin, ako aj k oziveniu
odbornej aj laickej diskusie 0 GMO.

Metodologia aktivity

A. Vybudovanie materialno-technickej bazy:

Vybudovanie materidlno-technickej bazy bude realizované v
stlade s harmonogramom stavebnych ¢innosti.

Néakup pristrojového vybavenia bude prebichat na zdklade
pravidiel verejného obstaravania. Minimalne technické parametre
obstaravanych zariadeni su vySpecifikované a spracované vo
forme dokumentu, ktory je k dispozicii u ziadatela. Nésledne
budu rozpracované metddy a ich aplikacia - pilotné overenie.

Sucasne budu riadiaci prebiehat’ nasledovné ¢innosti:

a) priprava koncepcie a orientacie $pecializovanych laboratorii
pre rieSenie vyskumnych a vyvojovych projektov na narodnej
a medzinarodnej tirovni

b) priprava koncepcii vyskumnych pracovisk a kolektivov pre
rieSenie aktualnych problémov na zédklade integrovaného
vyskumu a vyvoja hlavne formou aplikované¢ho vyskumu;

B. Aplikovany vyskum
Uspesnost regeneracie pletiv v kultare in vitro zavisi od
komplexu faktorov - typu explantatu, zlozenia kultiva¢ného
média, hodnoty pH média, regeneracnej schopnosti kultivovanych
druhov, odrdd, dokonca vybranych genotypov atd’. Efektivnost’
diferenciacie a intenzity proliferacie vyhonkov zavisi zvlast od
typu a koncentracie rastovych latok v médiu a narokov konkrétne;j
odrody, ako aj genotypu na rastové latky, ako aj na celkové
podmienky kultivacie. V nadvdznosti na doterajSie vysledky
budeme sa venovat optimalizacii podmienok kultivacie pri
novych odrodach, ktoré s pre pestovanie perspektivne a rozsiria
sortiment doposial’ testovanych odrdd.
Navrh postupov na dosiahnutie ciel'ov aktivity:
- Zalozenie kultar in vitro z réznych explantatov (axilarne a
apikalne puciky, izolované meristémy, segmenty listov a
listovych stopiek) v roznom ¢asovom intervale ich odberu.
- Testovanie kultivaénych médii s réznymi typmi a
koncentraciami rastovych regulatorov podla typu explantatu a
poziadaviek na realizaciu morfogénnej reakcie — indukcia priamej
organogenézy z pucikov a advetivnej organogenézy.
- Stanovenie optimalnej hodnoty pH média pre kultivaciu
uvedenych druhov a ich odrod.
- Zvladnutie etapy zakorefiovania — v podmienkach in vitro a in
vivo a stanovenie optima pre zakorenovanie odvodenych rastlin
jednotlivych odréd vybranych druhov.
- Cast’ rastlin ziskanych mikropropagaciou bude odovzdani na
d’alSie sledovanie ich adaptability a zaloZenie pokusnych ploch
- Odber vychodzieho materialu, izolacia a sterilizdcia primarnych
explantatov pre zaloZenie kultur in vitro.
- Priprava a testovanie r6znych variantov kultivaénych médii s




modifikdciou niektorych komponentov média, zvlast typu a
koncentracie rastovych latok podla typu explantatu a
pozadovane] morfogénnej reakcie.

- Testovanie roznej hodnoty pH kultivatného média za ti¢elom
zistenia tolerancie ku kyslosti prostredia.

- Modifikéacia podmienok in vitro za ucelom regulacie procesov
regeneracie.

- Na zdklade vysledkov regeneracie primarnych explantatov
budu stanovené optimalne nutricné poziadavky pre ziskanie
kultiry s vysokym multiplikaénym potencidlom (kultura
mnohonasobnych vyhonkov).

- Bude stanovena regeneracna schopnost’ uvedenych testovanych
druhov a ich odrod na zaklade kvantifikacie parametrov
regeneracie a vysledkov ich Statistického zhodnotenia.

- Bude vypracovany efektivny mikropropagacny protokol.

- Optimalizacia podmienok transferu regenerantov z podmienok
In vitro do in vivo.

Na transformaciu pomocou A. tumefaciens pouzijeme rozne
rastlinné transformacné vektorové konStrukcie a kmene
agrobaktérii. Optimalizacia transforméacie bude zahriiovat
sledovanie faktorov ovplyviiujicich transformaéntl a regenera¢nt
ucinnost’:

* Vplyv genotypu. Je zndme, Ze transformécia zavisi od
regeneraénej  schopnosti  daného  genotypu.  Uspesnost
transformacie  vyhodnotime  pomocou poctu  ziskanych
transgénnych vyhonov pripadajtci na pocet explantatov.

* Pouzitie kmeniov A. tumefaciens s ré6znou virulentnostou (LBA
4404, AGLO, C58).

* Doba ko-kultivacie rastlinného pletiva s bakterialnou
suspenziou.

* Vplyv acetosyringonu na trasformacnu u¢innost’. Acetosyringon
je fenolicka latka napomdhajuca chemotaxii agrobaktéria k
poranenym bunkam pletiva. Jeho pritomnost mdze vyznamne
ovplyvnit'  transformacnu  uCinnost.  Budeme  sledovat
transformacni G€innost’ pri ko-kultivacii bez acetosyringonu
alebo v pritomnosti rdznych koncentrécii acetosyringonu.

* Vplyv antibiotik a vplyv zloZenia kultivaéného média na
regeneraciu transgénnych rastlin. Na zaklade experimentov
vyberieme najvhodnejsie antibiotikum a kultiva¢né podmienky.

*  Molekularno-biochemické analyzy transgénnych rastlin.
Analyzami transgénnych rastlin dokdZeme, Ze prislu§né transgény
boli nielen integrované¢ do rastlinného gendému (detekcia na
urovni DNA), ale aj funk¢né (analyza na Girovni proteinov).

- Kovalitativne stanovenie GUS aktivity - histochemicky so
substratom X-GIcA. X-GIcA je substrat pre B-D-glukuronidazu
kodovani gusA génom. Substrat sa pouziva ako kvalitativny
histochemicky marker Specifickych GUS expresii v bunkach a
pletivach.

- Kvalitativne stanovenie GFP - fluorescenénym mikroskopom.




- PCR analyzy - detekcia pritomnosti transgénov (gus, nptll) v
gendme transgénnych rastlin pomocou Specifickych primerov v
termocyklery za standardnych podmienok.

* Ziskané vysledky z jednotlivych experimentov vyhodnotime a
pre testované druhy navrhneme optimalny transformacny a
regenerac¢ny protokol.

Vystupy (vysledky)
aktivity

Vystupom aktivity 3.1 budu:
A. Vytvorenie materialno-technickej bazy
1. Laboratérium molekularneho §l'achtenia rastlin (LMSR)
2. Laboratérid reprodukcnej a vyvinovej bioldgie (LRVB)

B. Aplikovany vyskum
- vytvorenie novych cennych genotypov,
- efektivne mnozenie ekonomicky vyznamnych plodin vyuzitim
in vitro kultdr a za¢lenenie do pol'nohospodarskej produkcie, ¢o
bude prispevkom pre trvalo udrzatelné pol'nohospodarstvo,
udrzanie biologickej diverzity a potravinovil bezpecnost'.
- vypracované metodiky pre mikropropagacia vybranych druhov a
odrdd drobného ovocia.
- Odporacanie pre implementaciu legislativnych poziadaviek,
tykajucich sa bezpe¢nosti GM rastlin, ako aj k oziveniu odbornej
aj laickej diskusie 0 GMO.

Zodpovedna osoba

Alena GajdoSova

Odborni pracovnici

Jan Salaj

Alena GajdoSova
Gabriela Libiakova
Martin Jopcik
Radoslava MattSova
Andrea Hricova
Martin Hajduch
Lubica Uvackova
Katarina Klubicova

LCoNoA~RWNE

Odborni pracovnici boli vybrani na zaklade ich vedeckych
sktisenosti v oblasti genetiky a Slachtenia, bunkovej, vyvinovej a
reprodukénej biologie, pletivovych kultir, molekularnej biologie,
genetickeého inZinierstva a proteomiky. St to vysokokvalifikovani
Specialisti s hodnostou ,,vedecky pracovnik*, ktori maja potrebné
vedomosti a sktisenosti s pristrojovou technikou, ktora sa planuje
zakupit.

Sposob ziskavania
spitnej vizby

Realizacia aktivity bude podliehat’ zodpovednej osobe, ktora bude
riesit’ aj pripadné problémy. Kazdy €len participujlci na realizacii
aktivity prostrednictvom ¢iastkovych uloh bude podliehat’ priamo
zodpovednej osobe. O priebehu realizacie aktivity sa buda viest
pravidelné reporty, ktoré budu prezentované vsetkym clenom
zapojenym do realizacie projektu. Vsetky problémy vyplyvajlce
z realizécie aktivity sa budu rieSit’ operativne tak, aby nedoslo
k posunu harmonogramu naplanovaného v projekte.




Realizacia aktivity bude podliehat’ zodpovednej osobe, ktora bude
riesit’ aj pripadné problémy. Kazdy ¢len participujuci na realizacii
aktivity prostrednictvom ¢iastkovych tloh bude podliehat’ priamo
zodpovednej osobe. O priebehu realizacie aktivity sa budd viest
pravidelné reporty, ktoré budu prezentované vSetkym clenom
zapojenym do realizacie projektu. Vsetky problémy vyplyvajuce
Z realizécie aktivity sa budu riesit’ operativne tak, aby nedoslo k
posunu harmonogramu naplanovaného v projekte.

Ocakavany dosah
aktivity

Zakupené zariadenia a pristroje budi k dispozicii vyskumnym
timom zucastnenych partnerov a odbornikom z praxe a budu
vytvarat bazu pre vybudovanie pracoviska komplexného
vyskumného, inovaéného a kompetencného regionalneho centra
na SPU v Nitre pri UGBR SAV.

Rastlinné biotechnolégie predstavujii na Slovensku strategicku
oblast’ ekonomiky treticho tisicroc¢ia. Aktivita je v priamom
stlade s vecnymi prioritami vyskumu a vyvoja SR, ktoré su jasne
zadefinované v dokumente ,,Dlhodoby zamer Stitnej vednej a
technickej politiky do roku 2015

Aktivity projektu prispeju k rozvoju rastlinnych biotechnologii a
k zintenzivneniu spoluprace vyskumno-vyvojovych institicii so
spolo¢enskou a hospodarskou praxou, k intenzivhemu transferu
ziskanych poznatkov do praxe, k ich uplatneniu pri produkcii
hodnotnych potravin a tym nielen k zvySeniu potravinovej
bezpecnosti  krajiny, ale aj k procesu tvorby znalostnej
spolocnosti, k zvySeniu vzdelanosti obyvatel'stva a tymto
sposobom aj k akcepticii a pochopeniu modernych
biotechnologickych postupov, bez ktorych sa ekonomika tretieho
tisicro¢ia nezaobide ani na Slovensku. Aktivita 3.1 prispeje tym k
zvySovaniu hospodarskeho rastu regionov a celého Slovenska.
Predpoklada sa, Ze ziskané vystupy aplikovaného vyskumu buda
vyuzivat existujlice a novo vytvorené sukromné spolocnosti a
drobni Zivnostnici, hlavne ti, ktori sidlia v nitrianskom regione.
Vysledky naSho vyskumu resp. obstarand infraStruktira budu
pravidelne prezentované resp. vyuzivané Studentmi univerzit
sbiologickym zameranim vo forme prednaSok a stdzovych cviceni
na UGBR SAV. Tito budi predstavovat potencialnych
vyuzivatel'ov vysledkov aplikovaného vyskumu.

Naklady/vydavky na
realizaciu aktivity

Opravnené vydavky: 978 706,83 EUR
Neopravnené vydavky: 0,00 EUR
Nepredpokladdme v ramci aktivity projektu generovanie prijmu.

Zodpovednost’ za
implementaciu aktivity

Partner 2 — UGBR SAV




