N &
gl ** i? J:Q 1 _;- : ;'L A
h © s I e
R I AGRO S il
o 2, OB el
Eurépska Gnia U, o TECH ) ST
Eurdpsky fond regionalneho razvoja A, vEDY. o

Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/Projekt spolufinancovany zo zdrojov ES

Vybudovanie vyskumného centra ,,AgroBioTech*

Vybudovanie vyskumného centra "AgroBioTech"

ITMS 26220220180
Partner Ustav genetiKy a biotechnolégii rastlin SAV v Nitre
(Partner 2)
Aktivita | 3.1 Aplikovany vyskum v rastlinnych biotechnolégiach
Zodpovedna | RNDr. Alena GajdoSov3, CSc.
osoba
Ciel’ B. Realizacia aplikovaného vyskumu v oblasti rastlinnych biotechnolégif
Efektivne mnoZenie ekonomicky vyznamnych plodin vyuZitim in vitro
Vystup 2 kultar a zaclenenie do pol'nohospodarskej produkcie, co bude prispevkom
pre trvalo udrzatelné pol'nohospodarstvo, udrZanie biologickej diverzity a
potravinovu bezpecnost.
Autori RNDr. Alena GajdoSova, CSc.
RNDr. Gabriela Libiakova, CSc.
RNDr. Radoslava Matusova, PhD.
Doc. RNDr. Jan Salaj, DrSc.
Mgr. Martin Hajduch, PhD.
Mgr. Katarina Klubicova, PhD.
Mgr. Lubica Uvackova, PhD.
Mgr. Dasa GabriSova, PhD.
Ing. Dagmara KullaCova
V Nitre, diia:
RNDr. Alena Gajdosova, CSc. prof. Ing. Marian Bresti¢, PhD.
zodpovedna osoba odbornej aktivity 3.1 predseda vedeckého vyboru a vedecky

garant




A
Wowd

{
o r
1 A
N ~f
AGRO \ " il ”
10
B"foﬁy/ L) 11

= TECH ) s

* K 5
e
* *

b A ¢

INEXEIY
7 My
AN
2 2
M 4 tomad®

Eurdépska tnia

Eurépsky fond regionalneho rozvoja

»*

4

5,
V4, veD\. -

Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/Projekt spolufinancovany zo zdrojov ES
Vybudovanie vyskumného centra ,,AgroBioTech*

a) Efektivne mnoZenie vybranych druhov drobného ovocia vyuzitim in vitro kultir a
za€lenenie do pol'nohospodarskej produkcie

Autori: A. GajdoSova, Gabriela Libiakova

1. Stav rieSenia problematiky v zahranic¢i a na Slovensku

Drobné ovocie patri medzi hodnotné druhy ovocia s pozitivnym dopadom na l'udské zdravie.
V sucasnosti sa stava Coraz popularnejSie najmd z dovodu vysokého obsahu zdraviu
prospesnych latok, ¢im sa zvySuje dopyt po tomto ovoci. V 90-tych rokoch minulého storocia
bol na Slovensku zaznamenany prudky pokles v produkcii drobného ovocia napriek faktu, ze
Slovensko s jeho klimou, pol'nymi podmienkami, ako aj mnohymi pévodnymi odrodami
drobného ovocia pontka pocetné moznosti pre jeho intenzivne pestovanie. V sucasnosti sa
situdcia meni a je badatelny vzrastajuci zdujem o pestovanie a produkciu roéznych typov
bobul'ovin nielen u zahradkarov, ale aj u drobnych farmarov. Drobné ovocie je vSeobecne
jednym z najbohat$ich zdrojov antioxidantov spomedzi cerstvého ovocia a preto je Casto
povazované za funkénu potravu (Szajdek a Borowska, 2008).

Rubus idaeus L. (ostruzina malinova) a Rubus fruticosus L. (ostruZina Cernicova)
patria medzi hodnotné druhy ovocia. Plody malin st vyznamnou surovinou pre
spracovatel'sky priemysel, obsahuju priaznivé zastupenie vitaminu C, E, P, B1, B2, B6 a
provitaminu A 1 celého radu mineralnych latok, z coho je vyznamny vys$si obsah vapnika,
zeleza, draslika a kyseliny fosfore¢ne;.

Ako alternativne nekonvenéné ovocné dreviny su pre pestovanie v podmienkach
Slovenska vhodné niektoré introdukované odrody Vaccinium corymbosum L. (¢ucoriedka
chocholikata) a Vaccinium vitis-idaea L. (brusnica prava). Zaujem o tieto atraktivne druhy
drobného ovocia sa zvysuje. Predpoklada sa jeho Siroké uplatnenie na trhoch EU vzhl'adom
na nutriéni a dieteticki hodnotu plodov. St vyznamnou surovinou pre potravinarsky a
farmaceuticky priemysel. Zaujem o tieto druhy ovocia u nas vedie k neSetrnému zberu nasich
povodnych druhov Vaccinium myrtillus L. (brusnica ¢ucoriedkova) a Vaccinium vitis-idaea L.
(brusnica obycajnd), ktoré predstavuju vyznamné komponenty lesnych ekosystémov v
horskych a podhorskych oblastiach a ktoré sa nachadzaju prevazne uz len v tazko pristupnych
lokalitach, v narodnych parkoch a chranenych uzemiach. NeSetrny zber ma za nasledok
devastaciu povodne rozsiahlych porastov prirodzenych druhov. Prirodzené porasty je
potrebné revitalizovat’, zvlast' v nadmorskych vyskach, kde vykazuja protierézny efekt, maju
ekologicky vyznam, prispievaju k eviromentalne prijatelnému vyuzitiu vel'mi kyslych a malo
urodnych pod a taktiez k zachovanie biodiverzity. V sucasnosti existuje vel'a vyslachtenych,
produktivnych odréd druhov rodu Vaccinium, ktoré rozsirenim ich pestovania a zavedenim do
velkovyrobnej praxe umoziuju riesit” dopyt po ovoci na trhu, v spracovatel'skom priemysle,
ako aj u agropodnikatel'ov azahradkarov. NajvyuzivanejSim druhom pre velkoplosné
pestovanie je V. corymbosum L. (brusnica chocholikata). Odrody druhu V. corymbosum L. sa
selektované a pestované v odlisnych agroklimatickych podmienkach. Je potrebné overit’ ich
naroky na pestovanie a uplatnenie na Slovensku. Vyskum odrod, uskutociiovany na
pokusnych plochach Vyskumnej stanice v Krivej na Orave, poukazuje na uspe$nost
introdukcie tohto druhu v naSich podmienkach. Tento druh sa javi ako vhodny alternativny
druh brusnice cucoriedkovej s uplatnenim nielen v horskych a podhorskych oblastiach.
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Znacna pozornost’ je venovana aj pestovaniu vyslachtenych odrod Vaccinium vitis-idaea L.
na Slovensku (Simala et al., 2007).

Dalsim atraktivnym nekonvenénym druhom drobného ovocia je muchovnik
(Amelanchier spp.). Muchovnik zahrfia asi 25 druhov krov a malych opadavych stromov z
cel'ade Rosaceae (ruzovité). Povodne pochddza zo Severnej Ameriky, ale aj na naSom tGzemi
st vhodné podmienky pre jeho pestovanie. Niektoré druhy muchovnika, ako A. ovalis
(muchovnik vajcovity), sa prirodzene vyskytuja v strednej i juznej Eurépe (Ochmian et al.,
2013). Plody muchovnika st vzhl'adom aj chut'ovo podobné ¢ucoriedkam, hoci ide o malvice.
Daju sa konzumovat bez upravy alebo spracovat’ pre vyrobu dzemov, sirupov a vin.
Muchovnik je mimoriadne mrazuvzdorna rastlina, v pripade A. alnifolia bola zaznamenana
odolnost’ az do -45°C (Junttila et al., 1983). Tieto rastliny st zaujimavé z vyzivového
hladiska, pretoze ich plody obsahujui velky podiel fenolov (antokyanov a flavonolov),
mnozstvo flavonoidov (quercetin) a antioxidantov (vitamin C). Okrem zna¢ného mnozstva
d’alsich vitaminov obsahuju aj vysoky podiel Zeleza, draslika a horéika (Ochmian et al., 2013;
Rop et al., 2013; Mazza a Cottrell, 2008). Napriek vSetkym tymto benefitom je komeréné
pestovanie muchovnika uzko obmedzené iba na niektoré oblasti USA a Kanady (Remphrey a
Pearn, 2006). Muchovnik ako netypicka plodina je na Slovensku vel'mi malo znamy a jeho
pestovanie nie je rozsirené. Jednym z dovodov je aj nedostatok sadbového materialu SirSieho
sortimentu odrdd.

Nedostatok kvalitného biologického materidlu je hlavnym limitujicim faktorom
rozsirenia produktivnych odrdd a realizacie ich plantdznického spOsobu pestovania na
Slovensku. Vyuzitie technik pletivovych kultir umoznuje dosiahnut' efektivnu masovu
produkciu novych vykonnych odrdd, produkciu zdravého biologického materialu, ale taktiez
je predpokladom pre aplikaciu genetického inzinierstva. Mikropropagécia je vyznamnou
sucastou komeréného mnoZenia mnohych druhov rastlin (Pierik, 1997). Vyvinuté boli
pocetné techniky mnoZenia rastlin in vitro, ktoré zahfiaju indukciu axilarnych vyhonkov z
dormantnych puacéikov a nodalnych segmentov, regeneraciu adventivnych vyhonkov,
kultivaciu izolovanych meristémov a regeneraciu rastlin somatickou embryogenézou (Razdan,
2003). Medzi hlavné vyhody vyuzitia explantatovych kultar patria: nezavislost’ od ro¢ného
obdobia a vyvinovej fazy rastliny, moZnost prekonat nekriZitelnost’ systematicky
vzdialenych rastlinnych druhov a umoznit’ tak vznik novych genotypov pol'nohospodarskych
a zéhradnickych plodin s vyznamnymi hospoddrskymi znakmi a vlastnostami, moznost
dlhodobého udrziavania genetickych zdrojov rastlin v in vitro kultire, moznost vyuzitia
selekcie v kultarach in vitro a tym urychlenie a skvalitnenie sl'achtitel'skej prace, moznost’
»konstrukcie* novych genotypov kultarnych rastlin metédami genetick€ého inZinierstva ci
moznost vyuzit biochemicky potencial in vitro kultir na produkciu farmaceuticky
vyznamnych latok (Salaj a Blehova, 2006).

2.Ciele vyskumu
Ciele vyskumu boli nasledovné:
- nadviazanie kontaktu so zahradnickou praxou za tGéelom spoluprace pri ziskavani
vychodiskového rastlinného materialu pre zakladanie in vitro kultar
- zaloZenie in vitro kultur vybranych odréd drobného ovocia
- nasledna mikropropagacia vybranych odrdd Rubus, Vaccinium a Amelanchier
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odovzdanie ziskaného rastlinného materidlu pre dalSie testovanie in vitro
vypestovanych rastlin v podmienkach in vivo

3.0bjekty experimentdlneho Studia

Vybrané odrody druhov:

Rubus fruticosus L. — ostruzina ¢ernicova

Rubus idaeus L. — ostruzina malinova

Vaccinium corymbosum L. — ¢ucoriedka chocholikata
Vaccinium vitis-idaea L. — brusnica prava

Amelanchier alnifolia var.Cusickii — muchovnik jelSolisty

4. PouZitd laboratorna technika
Pre rieSenie uloh vyskumu bola pouzitd existujuca laboratérna technika, ako aj niektoré
pristroje objednané, dodané a uz inStalované v ramci projektu AgroBioTech.

autoklav STURDY SA-260 MA

autoklav horizontalny (Laboklav 25-M) — zakipeny z projektu ABT
analytické vahy (Sartorius)

analytické vahy Kern — zakipené z projektu ABT

predvazovacky Unitwist (UniEquip)

pH meter Consort (Scientific Instruments)

laminarny box s HEPA filtrom UniFlow UVU700

laminarny box Labcare clean air

laminarny box Biohazard (Bioll Advance 6) — zakupeny z projektu ABT
lupy Binocular SMZ — 2T (Nikon); EZ4D (Leica); Stemi Dv4 (Zeiss)
svetelny mikroskop NU2 Carl Zeiss

fluorescen¢ny mikroskop Axioplan 2 (Zeiss)

invertovany mikroskop EC3 (Leica); TMS (Nikon)

susicky G100/250 (KBC), HS62A

laboratorna susicka (Memmert) — zakupend z projektu ABT

zariadenie na demineralizovani vodu AQUAL 29 (Merci)

pristroj pre vyrobu ultracistej vody (Simplicity UV) — zakupeny z projektu ABT
chladnicky, mrazni¢ky -20°C

kultivaéné miestnosti s regulovanou teplotou a svetelnym rezimom

5. Pracovné postupy
Vyskum bol rozdeleny na viaceré vzajomne sa prekryvajuce etapy:

Zber rastlinného materidlu z dospelych jedincov (z rastlin poskytnutych spolocnost'ou
Wellberry s.r.o. alebo zakupenych rastlin). Odber materialu, vyhonkov s dormantnymi
axilarnymi a apikalnymi pucikmi, bol realizovany v mesiacoch januar —februar 2014,
2015.

Sterilizacia rastlinného materialu (nodalnych segmentov nestcich 1 pucik) v 70 %
etanole - 2 min., 0,1% HQgCl, . 6 min., nasledné premyvanie v sterilnej destilovanej
vode 3 x15 min.

Aktivita 3.1 projektu 26220220180 4
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e Vysadenie vysterilizovanych explantatov na kultivacné médium. Zlozenie kultivacného
média bolo stanovené podla rastlinného druhu: MS - Murashige a Skoog (1962)
médium pre druhy rodu Rubus a Amelanchier a WPM - Woody Plant Medium (Lloyd
a McCown, 1980) pre druhy rodu Vaccinium;

e Kultivacia in vitro kultur vybranych odrod Rubus spp. a Vacinium spp. na kultivaénych
médiach s roznymi kombinaciami a koncentraciami rastovych latok a opakovana
subkultivacia na ¢erstvé Kultivaéné médium.

e Experimentdlne  testovanie  réznych  faktorov  ovplyviujucich  U¢innost
mikropropagécie, ako st:

- typ a koncentrécia rastovych latok pre iniciaciu rastu vyhonkov

- typ a koncentracia rastovych latok pre multiplikaciu vyhonkov

- typ a koncentracia rastovych latok pre dlhodobu opakovant subkultivaciu
vyhonkovych kultar (tzv. udrzovacie médium)

- testovanie rozneho zdroja a koncentréacie Zeleza v kultivatnom médiu

Pre posudenie vhodnosti kultivatnych podmienok bol hodnoteny pocet a vitalita

vyhonkov na explantat.

Testovanie zakorenovania vyhonkov ziskanych in vitro na médiach s auxinom;

e Vsetky spominané experimenty smerovali k vypracovaniu a optimalizacii protokolov
pre mikropropagaciu vybranych odrod.

6. Vysledky a oc¢akdvané prinosy

UGBR SAV ma od roku 2011 uzatvoreni1 bilaterdlnu zmluvni spolupracu so spoloénostou
WELLBERRY, s.r.0. (Priloha ¢. 5) zamerant na in vitro mnoZenie vybranych druhov a odrod
drobného ovocia a testovania ich adaptability v podmienkach Slovenska. Ugelom spoluprace
je zefektivnenie rieSenia vyskumnych vedeckych uloh s vyuZitim vysledkov vyskumu v praxi
na baze vzajomnej vyhodnosti a reciprocity. V ramci tejto zmluvnej spoluprace zmluvné
strany intenzivne spolupracuji pri poskytovani biologického materidlu spoloc¢nost’ou
Wellberry s.r.o. pre vyskumné ucely (mnozenie a genetické vylepSenie druhov drobného
ovocia aplikdciou biotechnologickych postupov), pri dodévani rastlinného materialu
vyprodukovaného na UGBR SAV v in vitro podmienkach spolo¢nosti Wellberry, s.r.o. pre
ucely testovania jeho rastu v podmienkach in vivo. Intenzivna dlhoro¢na spolupraca existuje
tiez s Ing. Danielom Simalom, poprednym odbornikom pre pestovanie V. corymbosum a V.
vitis-idaea na Slovensku.

Na UGBR SAV bol v roku 2014 a 2015 zalozeny $iroky sortiment odrod Vaccinium
corymbosum L.- ¢ucoriedka chocholikata (Chandler, Hannah’s Choice, Berkeley, Liberty,
Aurora, Nelson, KazPliszka, Bluecrop, atd’.), Rubus idaeus L.-ostruzina malinova
(Lesni¢anka), Rubus fruticosus L.-ostruzina &ernicova (Black Satin, Cacanska Bestrna),
Amelanchier alnifolia L. var. Cusickii-muchovnik v kultarach in vitro s cielom optimalizacie
ich mikropropagacie. Rastlinny material Vaccinium corymbosum (priblizne 200 rastlin)
ziskany z in vitro experimentov bol v stadiu niekol’ko mesa¢nych zakorenenych rastliniek v
plastovych sadbovacCoch v roku 2015 poskytnuty spolo¢nosti Wellberry s.r.o. Tieto rastliny
budl priebezne hodnotené na plochach spolo¢nosti Wellberry s.r.o. (porovnanie rastlinného
materialu produkovaného konvencnymi postupmi a materialu ziskaného z in vitro
experimentov).

Aktivita 3.1 projektu 26220220180 5
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Vypracované boli mikropropagaéné protokoly pre druhy drobného ovocia (Vaccinium
corymbosum,Vaccinium vitis-idaea, Rubus idaeus, Rubus fruticosus, Amelanchier alnifolia),
ktoré umoznuju dosiahnut efektivnu mikropropagaciu S$irokého sortimentu odrod
produktivnych v naSich klimatickych a ekologickych podmienkach, s cielom zaclenit’ ich do
produkéného systému. Taktiez druhy prirodzene rozsirené na Slovensku - Vaccinium myrtillus
L. a Vaccinium vitis-idaea L., ktoré predstavuju vyznamné komponenty lesnych ekosystémov
v horskych a podhorskych oblastiach, m6ézu byt mnozené tymto spdsobom s cielom
zachovania ich biodiverzity, revitalizacie prirodzenych porastov a to zvlast' v nadmorskych
vyskach, kde vykazuju protierozny efekt a maju znacny ekologicky vyznam. Vypracované
protokoly ako aj odborné poradenstvo st k dispozicii ostatnym pestovatelom a mnozitel'om u
dr. Gajdosovej. Efektivne mnoZenie vybranych odrod drobného ovocia vyuzitim in vitro
kultar a zaélenenie do pol'nohospodarskej produkcie bude prispevkom pre trvalo udrzatelné
pol'nohospodarstvo, udrzanie biologickej diverzity, potravinovi bezpecnost' a v neposlednej
miere prispieva k ochrane prirodzenych porastov divo rasticich druhov bobul'ovin (brusnice
cucoriedkovej, brusnice pravej), ktoré si ohrozené nesetrnym zberom.

V jini 2014 bola dr. Gajdosovou v spolupraci s Wellberry s.r.o. vypracovana Stadia pre
pestovanie drobného ovocia pre potreby praxe (k dispozicii na UGBR SAV — interny material
pre potreby spolo¢nosti Wellberry s.r.o.).

Meratel’né ukazovatele vysledkov:

LIBIAKOVA, Gabriela - SUKENIKOVA, Miroslava - MATUSOVA, Radoslava -
GAJIDOSOVA, Alena. Adventitious shoot regeneration in vitro Rubus fruticosus L. In
Applied Natural Sciences 2013: The 4™ International Scientific Conference, Novy Smokovec,
2-4 October 2013. Trnava, University of SS. Cyril and Methodius, 2013, p. 108. ISBN 978-
80-8105-501-0.

Termin kedy bola publikacia vydana: oktober 2014

Podiel ABT — 33%

SUKENIKOVA, Miroslava — LIBIAKOVA, Gabricla — MORAVCIKOVA, Jana -
HRICOVA, Andrea - GAJDOSOVA, Alena. Agrobacterium tumefaciens-mediated
transformation of blackberry (Rubus fruticosus L.). In Plant Cell Tiss Organ Cult.,2015, 120,
351-354.

Termin kedy bola publikécia vydana: 2014

podiel ABT- 25 %
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b) Udrzanie potravinovej bezpe¢nosti ochranou poPnohospodarskej produkcie
vyznamnych plodin pred parazitickymi rastlinami

Autori: Radoslava Matusova, Dagmara Kullacova

1. Stav rieSenia problematiky v zahranic¢i a na Slovensku

Parazitické rastliny rodov Phelipanche, Orobanche a Striga st holoparazitické a
hemiparazitické rastliny, ktoré pre svoj rast a ukoncenie Zivotného cyklu ziskavaji vodu a
vsetky ziviny z korefiov hostitel'skych rastlin. Nasledkom st znizené vynosy a kvalita
pol'nohospodarskych vyznamnych rastlin a pri vysokom zamoreni pody dochadza az k
znehodnoteniu celého porastu. V celosvetovom meradle tieto druhy ovplyviiuji vynosy
pol'nohospodarskych plodin na ploche viac ako milion hektdrov pol'nohospodarskej pody
(Cardoso et al. 2011; Fernandez-Aparicio et al. 2011; Gomez-Roldan et al. 2008). Na
Slovensku je zaznamenany vyskyt zarazovca konaristého (Phelipanche ramosa L. Pomel.) v
pol'nohospodarskych oblastiach juhozapadného Slovenska, kde st najviac postihnuté porasty
rajciakov.

Parazitické buriny cerpaji Ziviny cez korene hostitel'skych rastlin a tak mechanické
odstraniovanie rastlin z pddy poSkodi aj korene hostitel'skych rastlin. Taktiez nie st zname
ucinné selektivne herbicidy. Pri rieSeni daného problému zlyhdvaju vSetky zname postupy
odstraniovania danych burin z pody. Komplikaciou je aj fakt, Ze parazitické rastliny kli¢ia iba
V pritomnosti a V tesnej blizkosti korefiov hostitel'skych rastlin. Korene hostiteI'skych rastlin
vylucuju do rizosféry chemické latky (strigolaktony), ktoré indukuji kliCenie parazitickych
rastlin a tie nasledne napadaji hostitel'ské rastliny (Bouwmeester et al. 2003; Matusova et al.,
2005; Matusova et al. 2004). Preto sa v sucasnosti pozornost’ vedcov zameriava na Stadium
mechanizmov rozpoznania strigolaktonov semenami parazitickych rastlin a spojenia korefiov
hostitel'skych rastlin s haustoriami parazitickych rastlin. Pre skimanie funkcii génov
podielajicich sa na vytvoreni funkéného spojenia je nevyhnutné vypracovanie protokolov pre
genetické transformacie parazitickych rastlin. V sucasnosti nie je publikovany ziadny protokol
pre genetické transformacie P. ramosa.

Aktivita 3.1 projektu 26220220180 7
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2. Ciele vyskumu

Zname a konventne vyuzivané metdody v ochrane proti parazitickym rastlindm rodu
Orobanche st v pol'nohospodarskej praxi do zna¢nej miery netcinné. Je velmi tazké
kontrolovat’ a odstrafiovat’ tieto koretiové parazitické rastliny z pody, rovnako Slachtenie
rezistentnych a tolerantnych odrdd pol'nohospodérskych plodin prinasa iba kratkodobé efekty,
rychlo dochadza k selekcii a rozsireniu odolnych burin. Cielom prace je Studovat’ podmienky
rastu P. ramosa ako modelovej rastliny v in vitro podmienkach pre moznost' naslednej
genetickej transformacie P. ramosa za ti¢elom jej eliminacie.

3. Objekty experimentdlneho Studia

Objektom experimentalneho $tadia je zarazovec konaristy, jediny zastupca burinnych druhov
koreniovych parazitov rodov Phelipanche a Orobanche na Slovensku. Do vyskumu sme
zaradili P. ramosa pochadzajice z réznych lokalit rozsirenia P. ramosa v ramci Europy.

4. PouZita laboratorna technika

Pouzivame kombinacie laboratornych technik pre pracu s rastlinami v podmienkach in vitro

(techniky pletivovych kultur) a technik pre pracu so semenami parazitickych rastlin.
e autoklav STURDY SA-260 MA

autoklav horizontalny (Laboklav 25-M) — zakipeny z projektu ABT

analytické vahy (Sartorius)

analytické vahy Kern — zakupené z projektu ABT

predvazovacky Unitwist (UniEquip)

pH meter Consort (Scientific Instruments)

laminarny box s HEPA filtrom UniFlow UVU700

laminarny box Labcare clean air

laminarny box Biohazard (Bioll Advance 6) — zakupeny z projektu ABT

lupy Binocular SMZ — 2T (Nikon); EZ4D (Leica); Stemi Dv4 (Zeiss)

svetelny mikroskop NU2 Carl Zeiss

fluorescenény mikroskop Axioplan 2 (Zeiss)

invertovany mikroskop EC3 (Leica); TMS (Nikon)

susicky G100/250 (KBC), HS62A

laboratorna suSicka (Memmert) — zakupend z projektu ABT

zariadenie na demineralizovani vodu AQUAL 29 (Merci)

pristroj pre vyrobu ultracistej vody (Simplicity UV) — zakupeny z projektu ABT

chladni¢ky, mraznicky -20°C

kultivaéné miestnosti s regulovanou teplotou a svetelnym rezimom

elektroforetické aparatiry — zakipené z projektu ABT

Termocyklér — zakupeny z projektu ABT

centrifuga chladena — zakupend z projektu ABT

Inkubator — zakupeny z projektu ABT

Aktivita 3.1 projektu 26220220180 8
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5. Pracovné postupy

Pre stadium molekularnych mechanizmov podielajucich sa na interakcidch hostitel'skych
rastlin a parazitickych rastlin je nevyhnutné mat’ vypracované postupy pre in vitro kultary
skimanych druhov a postupy regeneracie pre ukoncenie ich zivotného cyklu (ziskanie
semenného materialu). Nakol’ko P. ramosa ako holoparaziticky druh nesyntetizuje chlorofyl a
pre rast vyhonkov je nevyhnutna pritomnost’ hostitel’skej rastliny, na ktoré musia napojit’ svoj
korenovy systém v priebehu niekolkych dni od vyklicenia, pracovné postupy zahfnaju
zavedenie pletivovych kultir P. ramosa — detekcia vhodnych §tadii kli¢enia a vyvinu pre
indukovanie pletivovych kultur, testovanie vhodnych kultivaénych médii pre ich rast a
moznosti regeneracie pletiv, skimanie mozZnosti napojenia in vitro rastacich pletiv na korene
hostitel'skych rastlin. Praca s in vitro rastGcimi pletivami zahfiia aj vyber vhodnych
selekénych markerov pre selekciu transgénnych pletiv.

6. Vysledky a oc¢akdvané prinosy

Mnohé parazitické rastliny, patriace do ¢elade Orobanchaceae (zarazovité) sa zarad’uju k
celosvetovo vyznamnym rastlinnym Skodcom hospodarsky dolezitych plodin. Maji vysoko
negativny dopad na produkciu tak vyznamnych plodin, ako st napr. rajéiaky, repka olejka,
tabak, mrkva, zemiaky, strukoviny, slnecnica, kukurica a cirok (Afrika), ¢im ohrozujt
potravinovii  bezpecnost’. Stadium mechanizmu rastu a mnoZenia parazitickej rastliny
Phelibanche ramosa v in vitro podmienkach nam umoznilo ziskat informacie, ktoré
napomdzu elimindcii tejto parazitickej rastliny z polnych kultur.

V préci sme sa zamerali na skimanie optimalnych podmienok pre klicenie P. ramosa,
vyber vhodnych §tadii rastu P. ramosa na indukciu pletivovych kultar a zloZenie kultivaénych
médii pre rast P. ramosa in vitro. Dosiahnuté¢ vysledky sme prezentovali vo forme
prednaskovych a posterovych prezentacii na medzinarodnych konferenciach a formou ¢lanku.
Ocakavanymi prinosmi st poznatky z bioldgie parazitickych rastlin rodu Phelipanche, ich
moznosti rastu v in vitro podmienkach s cielom vyuzitia poznatkov pri $tadiu interakcii
parazitickych rastlin a hostitel'skych rastlin a pri objasfiovani funkcii génov. Ziskané poznatky
mozu byt’ vV pol'nohospodarskej praxi v budicnosti vyuzité pri vytvarani komplexného navrhu
na elimindciu tychto parazitov.

Meratel’né ukazovatele vysledkov
KULLACOVA, Dagmara — MATUSOVA, Radoslava. Establisment of Phelipanche ramosa

tissue culture and effect of kanamycin on culture growth. Journal of Microbiology,
Biotechnology and Food Sciences, 2015, sp. issue 2, p. 63-65. ISSN 1338-5178.

MATUSOVA, Radoslava. Strigolactones and parasitic weeds. In Advances in Plant Breeding
& Biotechnology Techniques. 27-29 April, 2014. Pannonian Plant Biotechnology
Association, 2014, p. 66-67. ISBN 978-963-89129-5-4.

KULLACOVA, Dagmara — MATUSOVA, Radoslava. Biotechnological approach to control
parasitic weeds. In Advances in Plant Breeding & Biotechnology Techniques. 27-29 April,
2014. Pannonian Plant Biotechnology Association, 2014, p. 87-88. ISBN 978-963-89129-5-4.
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c) Optimalizacia procesu mikropropagacie pomocou somatickej embryogenézy pri
hospodarsky vyznamnych plodinach a drevinach

Autori: Terézia Salaj, Radoslava Matusova, Jan Salaj

1. Stav rieSenia problematiky v zahranici a na Slovensku

Z ekonomického hladiska je najvyhodnejSie mnozit' vacSinu rastlin (a Specialne ihli¢naté
druhy) iba semenami. Avsak, zlepSovanie ich produkénych ¢i inych vlastnosti iba klasickym
kriZzenim a mnoZenim prostrednictvom semien je Casovo naro¢ny proces, ked’ze niektoré
plodiny — a najmi dreviny - maji dlhy reprodukény cyklus. Riesenim tohto problému méze
byt pouzivanie technologie tzv. ,,umelych semien®, ktora je zalozena na produkcii dobre
vyvinutych somatickych embryi, ktoré su ,,zaliate” v nejakom ochrannom médiu (zvycajné
alginaty).

Somatickd embryogenéza je najucinnejSim systémom in Vitro regeneracie a
mikropropagacie vacSiny rastlinnych druhov a je aj idealnym experimentdlnym systémom na
stadium fyziologickych (Hazubska et al., 2013), strukturnych (Salajova a Salaj, 2001),
biochemickych (von Arnold et al., 2005) a molekularnych (Steiner et al., 2012) charakteristik
skorych vyvinovych $§tadii rastlinného organizmu. Proces somatickej embryogenézy sa
indukuje v in vitro podmienkach a primarnymi explantatmi st juvenilné pletiva ako nezrelé a
zrelé zygotické embrya (Montalban et al., 2012) alebo segmenty kli¢nych rastlin (Salajova a
Salaj, 2001) a ojedinele explantaty odobraté z dospelych stromov (Klimaszewska et al.,
2011).

Napriek tomu, ze indukcia bola zaznamenana pri viacerych rastlinnych druhoch,
problémy stale pretrvavaji. Problémom st najmi nizke frekvencie indukcie, (ktoré s vyrazné
najmd pri druhoch rodu Pinus) a tiez restrikcia indukcie na juvenilné pletiva, (ktoré st
geneticky nezname pdvodu). Tieto aspekty vyzaduju d’alSie stidium.

Aktivita 3.1 projektu 26220220180 10
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Embryogénne pletivd sa indukuju a udrziavaji na médiach s obsahom exogénnych
rastovych regulatorov, ktoré sa dodavaju do médii empiricky na zaklade predchadzajiacich
skusenosti alebo literarnych udajov. Pomerne malo informacii je k dispozicii o interakcii
exogénnych rastovych regulatorov a endogénnych rastovych hormoénov (Jimenez a Bangerth,
2001; Jimenez a Thomas, 2006) a o vplyve tychto interakcii na rast a vyvin somatickych
embryi. Je to téma na hlbSie Studium obsahu endogénnych hormoénov, ktorych mnozstva
(obsah) v explantatoch st nezname.

Je vSeobecne zndmym javom, Ze embryogénne pletiva po urcitom case kultivacie stracaju
regenera¢nt schopnost’ a tym aj schopnost’ produkcie rastlin. Na tento neziaduci jav zatial’
nebolo predlozené relevantné vysvetlenie. Predpoklada sa, Ze strata regeneracnej schopnosti
moze byt dosledok genetickych zmien pocas kultivacie (von Aderkas et al., 2003), alebo
tento jav je vyvolany zmenou obsahu endogénnych rastovych horménov (Jimenez a Bangerth,
2001).

S ciel'om optimalizacie procesu somatickej embryogenézy v poslednom obdobi sa viaceré
studia sustredili na identifikdciu molekularnych markerov. Tieto prace odhalili pritomnost’
niekol’kych proteinov, ktoré moézu zohravat vyznamna ulohu ako molekularne markery
embryogénnej kapacity. DoterajSie Stidia sa zameriavali najmé na krytosemenné rastliny ako
je Medicago (Imin et al., 2005), Vitis vinifera (Marsoni et al., 2008), Coffea arabica (Tonietto
et al., 2012), Theobroma cacao (Noah et al., 2013), zatial ¢o prace zaoberajuce sa S
ihlicnatymi drevinami st ojedinelé (Lippert et al., 2005).

2. Ciele vyskumu

Kone¢nym cielom vyskumu bola optimalizacia procesu somatickej embryogenézy a
vypracovanie postupu na praktické vyuZitie vo vegetativnom mnozeni tazko mnoziteI'nych
druhov, ¢1 vel'mi vzacnych hybridov.

Vseobecnym cielom vyskumu bola charakteristika jednotlivych §tadii somatickej
embryogenézy (SE) sledovanych druhov z fyziologického, biochemického a molekularneho
hl'adiska na indukovanych a vyselektovanych embryogénnych liniach.

Konkrétnym cielom je Studovat’ tlohu vybranych rastovych latok v jednotlivych Stadidch
tvorby a vyvinu somatickych embryi, ako aj zlozenie bielkovinového spektra pocas tychto
Stadii a jeho podiel pri regulacii procesu somatickej embryogenézy.

3. Objekty experimentdlneho Studia

Experimentalnymi rastlinami st hospodarsky vyznamné druhy - borovica ¢ierna (Pinus nigra
Arn.) a jedl'a biela (Abies alba a jej hybridy), ktoré st vyznamnymi komponentami naSich
lesov.

4. PouZita laboratorna technika
Pre rieSenie tloh vyskumu bola pouzita existujuca laboratorna technika, ako aj niektoré
pristroje objednané, dodané a uz instalované v ramci projektu AgroBioTech.
o fluorescen¢ny mikroskop Axioplan 2 (Zeiss)
fluorescenény stereomikroskop Leica MZ F10, vybaveny CCD kamerami
invertovany mikroskop EC3 (Leica); TMS (Nikon)
stereomikroskop BinStemi Dv4 (Zeiss)
svetelny mikroskop NU2 Carl Zeiss

Aktivita 3.1 projektu 26220220180 11
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mikrotém Microtech Cut 4079

autoklav horizontalny (Laboklav 25-M) - zakupeny z projektu ABT
analytické vahy (Sartorius)

analytické vahy Kern — zakupené z projektu ABT

predvazovacky Unitwist (UniEquip)

pH meter Consort (Scientific Instruments)

laminarny box s HEPA filtrom UniFlow UVU700

laminarny box Biohazard (Bioll Advance 6) — zakupeny z projektu ABT
susicky G100/250 (KBC), HS62A

laboratorna susicka (Memmert) — zakupend z projektu ABT

pristroj pre vyrobu ultracistej vody (Simplicity UV) — zakupeny z projektu ABT
zariadenie na demineralizovani vodu AQUAL 29 (Merci)

chladni¢ky, mraznicky (-20°C)

kultivacné miestnosti s regulovanou teplotou a svetelnym rezimom

5. Pracovné postupy
Na indukciu somatickej embryogenézy u druhov Pinus nigra a Abies alba (a jej hybridov) a
udrziavanie embryogénnych a neembryogénnych pletiv sa pouzivaju in vitro metody
kultivacie rastlinnych explantatov (priprava zivnych médii, pravidelné pasdzovanie kultur).
Okrem rastovych regulatorov sa testuje aj vplyv inych zloziek médii (polyaminy), ktoré nie st
beznou sucastou zivnych médii, ale moézu prispievat k optimalizacii indukcie a vyvinu
somatickych embryi.

S cielom dlhodobého uchovavania kultir sa testujeme metédy pomalého zmrazovania
(slow-freezing method) na kryokonzervaciu pletiv.

Na cytologicku (farbenie acetokarminom a orceinom) a histologicku (parafinové rezy)
charakterizadciu embryogénnych kultar a somatickych embryi sa pouzivaji metddy svetelnej
a fluorescencnej mikroskopie (FDA metdda).

6. Vysledky a ocakdvané prinosy

Optimalizovali sme proces mikropropagacie pomocou somatickej embryogenézy pri borovici
z nezrelych zygotickych embryi (ktora je relativne nizka v porovnani s inymi druhmi) z pletiv,
ktoré pochadzaju zo stromov znameho genotypu (Priloha &. 6).

Analyza obsahu endogénnych rastovych horménov v pletivich s rdznou Struktirnou
organizaciou umoznila vzt'ahovat' endogénny obsah rastovych latok na morfogénnu, resp.
embryogénnu kapacitu pletiv.

Proteomické analyzy poskytuju udaje o pritomnosti proteinov, ktoré zohravaji tlohu pri
vyvinovych procesoch pocas in vitro kultivacie a Specidlne v somatickej embryogenéze
ithli¢natych drevin.

Udaje ziskané &i uz na urovni analyz rastovych hormoénov alebo proteomiky mézu vyznamne
prispiet’ k objasneniu pri¢in straty embryogénnej kapacity pletiv. Ziskané embryogénne linie
mozu byt uchovavané kryokonzervaciou a mézu byt kedykol'vek k dispozicii pre mnozenie
tychto druhov.

Aktivita 3.1 projektu 26220220180 12
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Meratel’né ukazovatele vysledkov

SALAJ, Terézia - MATUSOVA, Radoslava — SALAJ, Jan. Conifer somatic embryogenesis —
an efficient plant regeneration system for theoretical studies and mass propagation.
Dendrobiology 2015, 74 (prijaté do tlace).
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d) Vyuzitie genetickych zdrojov a biologickej diverzity pre medicinske tacely

Autori: Martin Hajduch, Lubica Uvackova

1. Stav rieSenia problematiky v zahranici a na Slovensku

Strom Ginko dvojlalo¢né je medzi rastlinami nazyvané aj ,, zivd fosilia “ a je jediny Zijuci
reprezentant rodu ,,Ginkoaceae* (Chen a kol., 2001; Mc Kenna a kol., 2001; Tremouillaux
Guiller a kol., 2002). Ginko je dolezity medicinsky a okrasny strom, ktory je do zna¢nej miery
odolny vo¢i roznym patogénom a hmyzu (Major, 1967) a taktieZ ma schopnost’ obyvat rézne
prirodné prostredia. Listy ginka sa uz po tisicro¢ia pouzivaju v ¢inskej medicine (DeFeudis a
kol., 2000; Glisson a kol., 1999). Extrakt z listov ginka obsahuje rozne sekundarne metabolity
s pozitivnym vplyvom na zdravie (Smith a Luo, 2004; Mazza a kol. 2006; Ude a kol., 2013)
vratane protirakovinotvornych uc¢inkov (Sparreboom a kol., 2004; Sagar a kol., 2006).
Proteomické analyzy stromov st limitované kompletnostou databaz proteinovych sekvencii.
Aj napriek tymto obmedzeniam, proteomické analyzy boli vykonané na viacerych stromoch
(Abril a kol., 2011; Quiala a kol., 2012; Valledor a kol., 2012), vratane ginka dvojlalo¢ného,
kde vysledky poskytli novy pohl'ad na ploiditu a celkovy metabolizmus (Yang a kol., 2013;
Wei a kol., 2013).

2. Ciele vyskumu
Cielom vyskumu bolo uskuto¢nit’ systematicki charakterizaciu proteinov obsiahnutych v
listoch ginka.

3. Objekty experimentdlneho Studia
Objektom vyskumu boli listy zozbierané zo sam¢ieho stromu Ginko biloba, ktory sa nachadza
v Nitrianskom mestskom parku.

4. PoufZitd laboratérna technika
Pri vyskume sa pouzivali vahy, aparatira na proteinovi dvojrozmernu elektroforézu (2-DE),
softvér urCeny na vyhodnotenie proteinovych gélov, vakuovd odparka a hmotnostna
spektrometria (MS/MS) pre identifikaciu proteinov.

5. Pracovné postupy
Pracovné postupy zahrnovali protokoly pre extrakciu proteinov, 2-DE, MS/MS, a
bioinformatické spracovanie vysledkov.

6. Vysledky a ocakdavané prinosy
Ginko biloba je druh s vyznamnym medicinskym vyuzitim. Proteomickymi analyzami tohto
druhu sa v listoch ginka kvantifikovalo a identifikovalo 158 proteinov, z ktorych najviac bolo
asociovanych s energetickymi reakciami bunky. Dalie proteiny moézu najst’ uplatnenie a
potencialne vyuzitie v medicine. Tieto proteiny boli pouzité na zostrojenie referencnej mapy
proteinov nachadzajucich sa v listoch stromu ginko.
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Meratel’né ukazovatele vysledkov
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Ludovit — MIERNYK, Jan,A. — HRUBIK, Pavel - HAJDUCH, Martin (2014). Establishing a
leaf proteome reference map for Ginkgo biloba provides insight into potential ethnobotanical
uses. J Agric Food Chem. 62, 11547-11556.
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e) Mikropropagacia pomocou somatickej embryogenézy kukurice - vyuZitie
proteomickych metdd pre charakterizaciu procesu

Autori: Martin Hajduch, Lubica Uvackova

1. Stav rieSenia problematiky v zahrani¢i a na Slovensku

Vyvin vyssich rastlin za¢ina fuziou pelovej a vajickovej bunky do zygoty. Totipotencia je
biologicky fenomén, pri ktorej sa zo somatickej bunky vyvinie kompletnd rastlina bez
vytvorenie zygoty prostrednictvom procesu somatickej embryogenézy (SE) (Buss, 1987;
Kaplan a Cooke, 1997). Pocas procesu SE sa nova rastlina vyvinie de novo priamo z
pletivovej bunky, ¢o bolo prvykrat demonstrované na mrkve koncom patdesiatych rokov
minulého storo€ia (Steward, 1958; Reiner, 1959). Vyvin embrya cez SE vykazuje podobné
morfologické charakteristiky ako po¢as normalnej, zygotickej, embryogenézy (Zimmerman,
1993; Golberg a kol., 1994). Aj napriek dlhoro¢nym vyskumom, proces SE je stale zahaleny
tajomstvom.

V stcasnosti sa proteomika uspeSne pouziva na porozumenie procesu SE. Napriklad, pri
modelovej strukovine, Medicago truncantula, rozdielne abundantné proteiny boli detegované
medzi embryogénnymi a ne-embryognénnymi bunkami (Almeida a kol., 2012) ktoré sa lisili v
SE potencidli (Imin a kol., 2005). Vo vSeobecnosti, proteomické vyskumy prispeli k
charakterizacii procesu SE prostrednictvom identifikacie proteinov, ktoré by mohli byt
potencialne zapojené do procesu SE.

2. Ciele vyskumu
Cielom tohto vyskumu bolo prispiet k pochopeniu procesu SE identifikaciou novych
proteinov potencialne zapojenych do tohto procesu a tak dospiet’ k optimalizacii procesu
somatickej embryogenézy.

3. Objekty experimentdlneho Studia
Ako rastlinny material sa pouzila kukurica linie A19, z ktorej sa pomocou in vitro metod
vygenerovali embryogénne (EC) a ne-embryogénne (NEC) bunky.

4. PouZita laboratorna technika
Pri vyskume sa pouzivali vahy, aparatira na proteinovu dvojrozmernu elektroforézu (2-DE),
softvér urCeny na vyhodnotenie proteinovych gélov, vakuova odparka a hmotnostna
spektrometria (MS/MS) pre identifikaciu proteinov.

5. Pracovné postupy
Pracovné postupy zahrnovali protokoly indukciu EC a NEC kalusov in vitro, protokoly pre
extrakciu proteinov, 2-DE, MS/MS, a bioinformatické spracovanie vysledkov.

6. Vysledky a oéakdvané prinosy
Celkovo sa identifikovalo 361 2-DE skvin v EC a NEC, ktorych 44 bolo rozdielne
abundantnych. Pomocou MS/MS sa v 44 diferen¢ne abundantnych 2-DE spotoch
identifikovalo 33 proteinov. Z identifikovanych proteinov, 39% bolo asociovanych s
metabolizmom a energickymi reakciami. Na zaklade identity identifikovanych proteinom, bol
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navrhnuty pracovny model pre rastlinni totipotenciu. Tento model poukazuje na to, ze
reprogramovanie somatickej bunku k EC je spojené suvolnenim glukozy, biosyntézy
pyruvatu a detoxifikaciou peroxidu vodika.

Meratel’né ukazovatele vysledkov

VARHANIKOVA, Miroslava - UVACKOVA, Lubica — SKULTETY, LCudovit - PRETOVA,
Anna — OBERT, Bohu§ — HAJDUCH, Martin (2014). Comparative quantitative proteomic
analysis of embryogenic and non-embryogenic calli in maize suggests the role of oxylipins in
plant totipotency. J Proteomics 104:57-65( IF 3.9).
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f) Stidium adapticie rastlin v prostredi kontaminovanom ridioaktivitou —
prispevok k udrzaniu biodiverzity a trvalo udrZatelnej pol'nohospodarskej
produkcii

Autori: Martin Hajduch, Katarina Klubicova, Dasa GabriSova

1. Stav rieSenia problematiky v zahrani¢i a na Slovensku

Prezivanie rastlin v prostredi kontaminovanom radioaktivitou je spojené so zvySenou troviiou
DNA mutacii (Moller a Mousseau, 2015). Nakolko bolo ukazané, Ze korelacia medzi
urovhami expresie transkriptov a proteinov je mala (Hornshoj a kol., 2009; Hajduch a kol.,
2010) je pre komplexné pochopenie fenoménu rastlin rasticich v radioaktivite dolezité
obohatit’ data z genomickych analyz analyzami na proteomickej urovni. Predchadzajiice
analyzy protedmu rastlin rastucich v radioaktivnej Cernobyl'skej oblasti ukazali limitovany
efekt radioaktivneho prostredia na protedm semien prvej generacie soje a 'anu (Danchenko a
kol., 2009; Klubicova a kol., 2010). Pri druhej generacii sdje, proteomické analyzy zistili
zvySenu akumulaciu zasobnych proteinov pocCas vyvinu semena v radioaktivnej oblasti
(Klubicova a kol., 2012). Okrem toho sa zistila v druhej generacii 'anovych semien zvySena
abundancia proteinov spojenych s biosyntézou pyruvatu, dehydrogenaciou isocitratu alebo
oxidaciou etanolu (Klubicova a kol., 2013).
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2. Ciele vyskumu
Ciel'om vyskumu bolo pokracovat v tychto vyskumoch a charakterizovat’ tretiu generaciu
lanu rasticeho v radioaktivnej Cernobyl'skej oblasti.

3. Objekty experimentdlneho Studia
Objektom Studia boli l'anové semend zozbierané z tretej generacie lanu rasticeho v
radioaktivnej Cernobyl’skej oblasti.

4. Poufita laboratorna technika
Pri vyskume sa pouzivali vahy, aparatira na proteinovi dvojrozmernu elektroforézu (2-DE),
softvér urCeny na vyhodnotenie proteinovych gélov, vakuovd odparka a hmotnostna
spektrometria (MS/MS) pre identifikaciu proteinov.

5. Pracovné postupy
Pracovné postupy zahriiovali protokoly pre extrakciu proteinov, 2-DE, MS/MS a
bioinformatické spracovanie vysledkov.

6. Vysledky a ocakdvané prinosy
Celkovo boli vytvorené expresné profily pre 130 2-DE 8kvin poc¢as vyvinu 'anového semena
Vv neradioaktivnej a radioaktivnej Cernobyl'skej oblasti, z ktorych 46 vykazovalo rozdiely
medzi oboma oblastami. Z nich sa pomocou MS/MS identifikovalo 21 proteinov, z ktorych
najvicsiu skupinu tvorili proteiny zo skupiny cupin. Na zéklade vysledkov sa poukazalo na
pravdepodobnt ucast’ tychto proteinov v prezivani rastlin v radioaktivnom prostredi.

Meratel’né ukazovatele vysledkov

GABRISOVA, Dasa — DANCHENKO, Maksym — KLUBICOVA, Katarina — BEREZHNA,
V.Valentina — SKULTETY, Ludovit — RASHYDOV, Namik,M. — HAJDUCH, Martin.
Proteomics analysis of developing flax seeds suggest the role for seed allergens cupins in
plant survival in radio-contaminated Chernobyl environment. Frontiers in Plant Sciences (IF
3,6, in review)
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Priloha &. 5: Zmluva o spolupraci medzi UGBR SAV a Wellberry s.r.o.
Priloha ¢. 6: Mikrorozmnozovanie rastlin (ihliénatych drevin) metédou somatickej embryo-
genézy

Praca bola rieSena v ramci projektu Eurdpskeho spolocenstva: Vybudovanie vyskumného
centra ,,AgroBioTech", projekt ¢islo 26220220180.
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