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Metodiky pre mikropropagaciu vybranych druhov a odrod drobného ovocia

Autori: Alena GajdoSova, Gabriela Libiakova, Jilia Hunkova

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

Mikropropagacia je spdsob mnozenia rastlinného materidlu vyuzitim modernych metod
pletivovych kultur s cielom produkcie vel'kého poctu identickych rastlin. Jej aplikécia je v
mnozeni novych cennych genotypov, ktoré boli vytvorené klasickym Slachtenim alebo
geneticky modifikovanych genotypov. Je taktiezZ vyuzivanad pre rychle a masové mnozenie
vegetativne rozmnoZovanych rastlin alebo rastlin, ktoré neprodukuji semena.
Mikropropagacia je vyznamnou sucast'ou komeréného mnozenia mnohych druhov rastlin.

ZvySeny dopyt po drobnom ovoci vyvolal potrebu zakladania novych produkénych
vysadieb, pre zalozenie ktorych je potrebné vel'ké mnozstvo kvalitného sadbového materialu.
Prave pletivové kultary st vhodnym ndstrojom pre rychle a ekonomicky vyhodné mnozenie
sadbového materidlu pri ovocnych drevinach.

Mikropropagacia bola $tudovana pri rozliénych genotypoch rodu Rubus (Graham et al.,
1997; Mezzetti et al., 1997; Palonen a Buszard, 1998; Gajdosova et al., 2006; Ruzi¢ a Lazi¢,
2006; Lazi¢ a Ruzi¢, 2007; Zawadska a Orlikowska, 2006; Wu et al., 2009; Dziedzic a Jagla,
2013). Mikropropagaénym technikam za ucelom regeneracie a reprodukcie druhov rodu
Vaccinium sa venuje zna¢na pozornost v zahrani¢i (Marcotrigiano a McGlew, 1991;
Popowich a Filipenya, 1997; Gonzales, 2000; Serres et al., 1994; Jaakola et al., 2001) avsak
na Slovensku je tento spésob mnoZenia sadbového materialu malo vyuZivany.

Vysledky spominanych $tadii ukazali, Ze vyvoj uCinnych a Siroko aplikovatelnych
regeneracnych systémov je pri tychto druhoch zlozity pre ich velka genotypovu diverzitu a
vysoko genotypovo Specificki schopnost’ regeneracie. Napriek dosiahnutym c¢iastkovym
vysledkom je efektivna regenerdcia a mikropropagéacia pri niektorych odrodach stale
obmedzena a vyzaduje optimalizaciu regenera¢nych a multiplika¢nych protokolov.

Udaje o mikropropagacii druhov rodu Amelanchier sa velmi limitované a starSicho data.
Mikropropagaciou muchovnikov sa v zahrani¢i zaoberal Bishop a Nelson (1980) a Pruski et
al. (1990). Na Slovensku je muchovnik prakticky neznamou ovocnou drevinou a udaje o jeho
mikropropagécii nie st dostupné.

In vitro kultivacia rastlin je ovplyvnend mnohymi faktormi, ako st genotyp, kultiva¢né
médium, rastové regulatory, agar, typ explantatu a svetelné podmienky. Naviac, regeneracia
je ovplyvnena vekom a fyziologickym stavom donorovej rastliny, ¢o robi regenerdciu z
dospelych pletiv ovocnych drevin zvlast obtiaznou. Z tohto dévodu je potrebné sustredit’ sa
na vypracovanie u¢innych mikropropagacnych protokolov hlavne pre nové produkéné odrody
drobného ovocia, schopné rast’ a poskytovat’ urodu v nasich klimatickych podmienkach.

2. Ciele vyskumu

Ciel'om vyskumu bolo vypracovat’ protokoly pre mikropropagaciu vybranych druhov a odrod
drobného ovocia, aby tieto boli k dispoziciii pre potreby mnozitel'skej praxe.
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3. Objekty 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. PouZita 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) - 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 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

5. Pracovné postupy

Zber rastlinného materialu z dospelych jedincov. Odber materidlu, vyhonkov s
dormantnymi axilarnymi a apikadlnymi pucikmi, bol realizovany v mesiacoch januar —
februar 2014, 2015.

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

ZalozZenie in vitro kultar - vysadenie vysterilizovanych explantatov na kultivacné
médium. ZloZenie kultivaéného média zodpoveda kultivovanému rastlinnému druhu.
Iniciacia rastu vyhonkov z pucikov - na kultivaénych médiach s rastovymi latkami
auxinmi a cytokininmi.

Multiplikacia vyhonkov - opakovanou subkultivaciou vyhonkov na médiach so
znizenou koncentraciou cytokininov.
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- Zakoreiiovanie vyhonkov in vitro - na médiach s auxinom IBA.

6. Vysledky a oc¢akdvané prinosy
Vysledkom vyskumu st vypracované protokoly pre mikropropagaciu druhov rodu Vaccinium
(Priloha ¢.7), Rubus (Priloha ¢.8) a Amelanchier (Priloha ¢.9).

Meratel’né ukazovatele vysledkov

HRICOVA, Andrea - GAJDOSOVA, Alena - LIBIAKOVA, Gabriela. In Vitro shoot
multiplication in Vaccinium corymbosum L. and Rubus spp. cultivars. In Plant Biology
Europe FESPB/EPSO 2014 Congress, 22 - 26 June, 2014. Dublin, FESPB/EPSO, 2014, p.
321.

Podiel ABT—50%

GAJDOSOVA, Alena - LIBIAKOVA, Gabriela. Uplatnenie pletivovych kultur v klondlnom
mnozeni drevin. In Zbornik referatov z vedeckej konferencie ,,Dendrologicke dni v Arboréte
Mlynany SAV 2014 18.9.2014, Vieska nad Zitavou, Arborétum Mlynany SAV, s. 55-56.

Podiel ABT- 33%

LIBIAKOVA, Gabriela - SUKEN{KOVA, 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.

Podiel ABT — 33%

HUNKOVA, Jilia — LIBIAKOVA, Gabriela — GAJDOSOVA, Alena. Optimalizacia
podmienok pri zakladani in vitro kultur Actinidia arguta a Vaccinium corymbosum (zadané do
tlace).

HUNKOVA, Jilia — ZAUJECOVA, Marcela — LIBIAKOVA, Gabriela — GAJDOSOVA,
Alena. Mikropropagacia Amelanchier alnifolia var. cusickii (zadané do tlace).
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Priloha ¢. 7: Protokol pre mikropropagaciu vybranych odréd druhov rodu Vaccinium
Priloha ¢. 8: Protokol pre mikropropagaciu vybranych odrdd druhov rodu Rubus
Priloha ¢. 9: Protokol pre mikropropagaciu druhu Amelanchier alnifolia

Praca bola riesena v ramci projektu Europskeho spolocenstva: Vybudovanie vyskumného
centra ,,AgroBioTech", projekt cislo 26220220180.
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