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02 molekula kysliku
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Abstrakt

Strukoviny povazujeme v naSich podmienkach za kvalitné a vo velkej miere
pestované plodiny, pretoze maju vhodnu bielkovinovi a nutri¢na skladbu. SPachtenim a
pouzivanim biotechnologickych metdd sa ich vlastnosti daju este vylepsit. Tieto metody
suvisia s odoberanim réznych Casti rastliny a ich naslednym kultivovanim na zivnych
pddach. Podla druhu metdédy sa z tychto casti ziskavaju genticky variabilné alebo
geneticky rovnaké jedince. Tie st zékladom pre d’alSie spracovanie a néasledné vyuzivanie

strukovin v pol'nohospodarskom a potravinarskom priemysle (Bihariova, 2010).

KTIacové slova: biotechnologické metody, strukoviny, slachtenie, kultivacia in vitro

Abstract

In our conditions we consider pulse as high quality and widely grown crops,
because they have adequate protein and nutritional composition. With use of breeding and
biotechnological methods, their properties can still be improved. These methods are related
to procurement of various parts of the plants and then cultivated on nutrient soils. The
other method of receiving these parts genetically variable or genetically identical
individuals. They are the basis for further processing and subsequent use of legumes in

agriculture and food industry (Bihariova, 2010).

KTIacové slova: biotechnologické metddy, strukoviny, slachtenie, kultivacia in vitro
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Uvod
Vyuzitie in vitro kultar, tzv. explantitovych kultar, ako metédy mnoZenia a

Slachtenia rastlin ma velky hospodarsky vyznam pretoze sa nim dosiahla regeneracia

celych rastlin, doplnili sa techniky ozdravovania rastlinného materialu od patogénov.

Metoda in vitro kultivacie umoznuje rast izolovanych casti rastliny — primarneho
explantaitu v presne definovanych podmienkach kultivacného média. Kultivuje sa v
sterilnom prostredi za regulovanych fyzikalnych podmienok ako su teplota, svetlo, pH
kultivacného média, typ kultiva¢nej nadoby a 1.

Za posledné¢ desatroCie sa vytvorili zdsadné podmienky na vyuZivanie
explantatovych kultar ako novej metddy mnozenia a Sl'achtenia rastlin. Tieto techniky sa
doplnili aj o dalsie, ktoré umoznuju rieSenie problémov v oblastiach mikropropagacie
rastlin, ozdravovania rastlinného materialu od patogénov, netradicnych Sl'achtitel'skych
metod, otdzok cytologickych procesov, morfologie a patologie pletiv a je nedelitelnou
sucast’ou génovych bank.

Tieto techniky moézu byt vyuzité na masova produkciu rastlin pri zachovani
nezmeneného rastlinného genému. Z toho vyplyva, Ze rastlina bude mat’ presne tie isté
charakteristické vlastnosti ako mala materska rastlina. Na druhej strane mozeme vyuzitim
tychto technik ziskat’ vys$siu plasticitu rastlinného genému, ako napriklad vyssia tolerancia
voci biotickym alebo abiotickym faktorom, odolnost’ vo¢i vysokym koncentraciam soli v
pode a 1.

Metody in vitro kultivacie maju v dneSnej dobe vyuzitie hlavne v sl'achtitel'skom a

semendrskom procese, kde sa dosahuje predovsetkym:

e rychle rozmnoZovanie cennych rastlinnych genotypov vzniknutych Slachtitel'skou
¢innost'ou, tym rychlejsia tvorba novych vykonnych odrod,

e ozdravovanie rastlinnych materidlov od patogénov, najmd od virusov a tym
dosiahnutie vyssSich trod a nizsich strat,

e prekonanie nekrizite'nosti systematicky vzdialenych rastlinnych taxonov,

e dlhodobé udrziavanie genetickych zdrojov v kultire in vitro a tym podstatné

zlacnenie a zrychlenie Sl'achtitel'ského procesu,

e indukciu vzniku haploidnych a polyploidnych organizmov vyuzitim premenlivosti
rastlinnych pletiv a ziskania novych odrod pol'nohospodarskych a okrasnych plodin

v kratSom case,



e konStrukciu novych genotypov kultirnych rastlin. (Seman a kol. 1990)

Kolisanie trod strukovin je jednym z dévodov, ktory brani ich rozSirovaniu na
dalsie plochy. Pretoze ich vegetacné obdobia suvisia od poveternostnych podmienok.
Rozhodujuce su teplotné a vlahové podmienky vo faze kvitnutia a tvorby strukov. Ak sa
vyskytne v tomto obdobi nedostatok zradzok, vyska urody je ohrozena. Z tohto dovodu
pouzivame zavlahovy systém. A naopak v obdobi dozrievania je potrebné teplé a suché
pocasie. Medzi agronomické faktory, ktoré ovplyviiuji stabilitu urody strukovin patria,
odroda, vyziva, hnojenie, zber bez poskodenia semien. Urodovu neistotu spdsobuju dlhé
obdobie kvitnutia a zrenia, nachylnost’ na poliehanie a choroby, napadnutie Skodcami,

pukavost’ strukov, poskodenie semien pri mlateni. (Karabinovéa a kol. 1998)

Vsetky tieto faktory sa daji vhodymi in vitro technologiami bud’ potlacit’ alebo stimulovat’

v nas prospech.



2  CIEL PRACE

Cielom zadanej prace je spracovanie odbornej literatiry a vyhodnotenie technik
explantatovych kultar pri mnozeni a $l'achteni strukovin v podmienkach in vitro. Pracou by
som vam chcela priblizit’ techniky in vitro, ktorymi vylepSujeme a zvySujeme geneticka

variabilitu plodin a nasledne ich zmnoZzenie.



3 METODIKA PRACE

Na vypracovanie zadanej prace som zvolila postup:
e Hromadenie materialov

Pouzivala som literatiru domécu, zahrani¢nu a internetové stanky.

e Obozndmenie sa s problematikou

Studovanie materidlov o problematike a jej rieseni.

e Spracovanie

Poznatky a informécie z pouzitych zdrojov som spracovala formou kompilac¢nej prace.



4  SUCASNE RIESENIE PROBLEMATIKY

4.1 Botanicka charakteristika strukovin

Strukoviny zarad'ujeme do celade Fabacea, v naSich podmienkach maju

hospodarsky vyznam tieto rody a druhy:

Rod: Pisum sativum subsp. Arvense — hrach siaty, Vicia sativa- Vika siata, Lens esculenta-
SoSovica jedla, Glycine max- s6ja fazul'ova, Faba vulgaris- bob obycajny konsky a 1.

Listy maji najcastejSie perovito (vika) alebo dlanovito (d’atelina) zloZené, zriedkavo
jednoduché (krucinka). Prilistky su trvace, velké a ndpadné md hrach u agatu st
premenené na tfne. Perovito zlozené listy mozu byt ukoncené uponkou (hrach) alebo
hrotom (hrachor). Stkvetie bobovitych rastlin je strapec alebo hlavka. Kvety stimerné
typickej stavby s charakteristickym C lupienkom. Horny C lupienok je strieSka vexillum,
ktory moze smerovat’ dopredu alebo je naspét’ ohnuty. Dva bo¢né lupene su vol'né a tvoria
kridla alae, dolné st zrastené a tvoria ¢Inok carina. V ¢lnku st tyCinky a jednoplodolisty
piestik. Plodom je rézne tvarovany struk spravidla pukavy alebo prie¢ne zaskrcovany
pastruk. Semend v struku ¢asto v pocte 1-4 s obsahom oleja, ale aj bielkovin. Vyznamnou

¢rtou semien je tvrdost’.

Pre bobovité rastliny je charakteristicka symbidza s nitrogénnymi baktériami, ktoré viazu
vzdus$ny dusik a premienaji ho na dusi¢nany. Na korenioch rastlin sa po vzideni zacinajt
tvorit’ hr¢ky, ktoré sa tvoria po infekcii koreniovej sustavy hrékotvornymi baktériami rodu
Rhizobium. Baktéria je schopnd viazat’ vzdusny kyslik. Tento vztah nazyvame symbiodza.
Hostitel'ska rastlina vyuziva dusik ako ndhradu energeticky zdroj vo forme cukru

(Karabinova , 1998).
St to hlavne byliny a v mensej miere dreviny, vyuzivané ako krmoviny (d’atelina, lucerna),
olejniny (s6ja), medonosné (agat, komorica) a lie€ivé rastliny (agat, bol'hoj).

Pozname aj jedovaté druhy (Stedrec, lupina) ale aj okrasné najm:i agaty. (Baranec a kol.

2004)



4.2 Chemické zlozenie semien strukovin

Tab. 1 Obsah jednotlivych zloziek semien strukovin
Plodina N- Latky Tuk Bezdusik. . |Vlaknina Popoloviny
Hrach siaty 23,4 1,8 52,6 5,5 2,8
Fazul'a pol'na 23,6 1.9 55,6 3,9 3,6
Bob obycajny 254 1,5 48,5 7,1 3,2
Sosovica jedla 25,5 1.9 52 3.4 3
Vika siata 20 1,7 49.8 6 3,2
Soja fazulova 33,2 17,5 30,2 4.4 4,7
Tab. 2 Plochy a urody strukovin v roku 1993
Druh Vymera v hektaroch Uroda v ha na tonu
Jedl¢ strukoviny 62763 1,89
Hrach 59424 1,93
Sosovica 1356 1,03
Fazula 1983 1,33
Strukoviny kifmne 3508 1,83
Bob 1144 1,31
Strukoviny spolu 66271 1,88

4.3 Rast a vyvoj strukovin

4.3.1 Kli¢enie semien strukovin

Cas pri nedostatku vody v prostredi a niz$ej teplote sa predlzuje. Pri napuéiavani su
schopné prijat’ 75 -140% vody z ich hmotnosti. Z tychto dovodov sadime strukoviny hlbsie
do pody. Najvyssia rychlost’ klicenia sa pohybuje pri teplote 18 —20°C.

Podl'a ekologickych podmienok vschadzanie trva 8 az 20 dni. Obdobie pomalého
rastu trva od spotrebovania dusika zo semien do rozvoja korienkov. Toto hladové obdobie

sa da prekonat’ hnojenim.

Dalsie obdobie je charakteristické ako faza hlavného rastu. Zakladaju sa kvety, kvitnu



kvety a tvoria sa plody. Kvitnutie prebieha v rastline zhora nahor.
V zelenej faze zrelosti su listy a struky zelené, semena v struku mékkeé.
Zlta zrelost je typicka ZItnutim rastliny, semena tuhnu, tvrdna a typicky sa vyfarbuji.

Vo faze plnej zrelosti schni a opadavaju listy, pukavé struky puknt a semend st tvrdé

(Karabinova, 1998).

4.3.2 Vyvoj strukovin

Pri ozimnych druhoch nie je taky vyrazny ako u obilnin. VSetky ozimné druhy
kvitna na jar. Jarné druhy maju Siroké rozmedzie teplot s rovnakym ucinkom na priebeh

jarovizacie (Karabinova, 1998).

4.4 Technologia pestovania

4.4.1 Hrach siaty

V ramci osevu sa vysadza po obilninach. Na jednom poli ho mozno pestovat’ az o
dalsich 4-6 rokov. Podu pripravime jesennou orbou, urovnanim, jarnym smykovanim,
branenim a kyprenim. Hnojime na jesenn fosforeCnymi alebo draselnymi hnojivami.
Odporucané davky su 24-40 kg dusikatych, 8 kg fosforeénych, 35 kg draselnych a 24 kg
véapenatych. Sejba — §irka medziriadkov je 125- 300mm a pocet semien na 1m” od 80 do
125. Hibka sejby je 50- 70mm. Osivo morime. Ochrana porastu proti burinam, virusovym
ochoreniam, hubam a Skodcom je potrebna pocas celého vegetaéného obdobia. Zberu
hrachu na semeno sa uskutociiuje priamym zberom pomocou kombajnov pri 18-22%

vlhkosti. Zeleno semenné odrody20-25%, kimny hrach 35-40% (Karabinova, 1998).

4.4.2 Soja fazulova

Najvhodnejsia predplodina sa pouzivaji okopaniny. Podu pripravime jesennou
orbou, urovnanim, jarnym smykovanim, brdnenim a prekyprenim. Hnojime vySSimi
davkami dusikatych hnojiv 60-150 kg, 20-40 kg fosfore¢nych a 70-120 kg draselnych.
S6ju sejeme v 250-400mm rozostupoch. Sejeme &asto aj v dvojradoch. Hibka sejby je 40-



60 mm. Vysev semien 100-140kg na hektar. Po sejbe pddu zvalcujeme a ak treba
zavlazujeme. Na s@ji su Casté virusové choroby- mozaika, kuceravost. Hubové choroby a

tiez bakterialne ochorenia ¢i Skodcovia (Karabinova, 1998).

4.4.3 Bob obycajny

Sejba je ¢o najsor na jar (polovica marca). Pripravenie pddy na jesenl zahffia orbu
do 25cm hibky, prekyprenie 80-100mm a je doleZité miniméalne smykovanie aj dalie
operacie. Aplikujeme hnojiva fosfore¢né 40kg, draselné az 80kg a pri dusikatych hnojivach
maximalne 20kg na hektar. Rozostupy riadkov sa pohybuju od 150 do 250mm, pricom
hibka riadku je 60-80mm. Vysevok bobovych semien je rozdielny od vlhkosti pody. Pri
such$ich pddach musime vysiat’ vdcSie mnozstvo,aby bola dobra troda, az 300kg osiva.
Pre vlhké pddy staci menej a to 250kg osiva na hektar. Po sejbe pddu povalcujeme. Pred

chorobami, Skodcami a burinami porasty bobu oSetrujeme chemickymi latkami.

4.5 Biotechnologické metody

Rozdelenie explantatovych kultir méze byt z viacerych hladisk.

Delenie podl'a typu vychodiskového explantatu:

e organové kultary- explantatom je diferencovany organ
Embryokultury
Pel'nicové kultury
Kulttra izolovanych korenov

e Pletivové kultury- explantat je ¢ast’ somatického pletiva
Meristémové kultiry
Iné pletiva

e Bunkové kultury -vychodiskovy materidl je izolovana bunka

e Protoplastové kultiry- vychodiskovym materidlom je bunka zbavend bunkovej

steny



Delenie podl'a schopnosti zachovania genetickej stability expalntatovej kultury:
e Zachovavajlce relativnu geneticku stabilitu

Embryokultary

Meristémové kultary

Mikropropagacia
e Explantatové kultury rozsirujiice geneticku variabilitu:

Kalusové kultary

Bunkové kultary

Protoplastové kultary

4.5.1 Embryokultury

Ciel'om je ziskanie zivotaschopného organizmu z embrya. Zrelého alebo nezrelého.
Primarnym explantdtom je Embryo vznikajlice zo zygoty, ktoré tvori zédklad novej rastliny

zo zakladmi pucika, korena na kli¢nych listov.

Embryokulturu zakladame zo zrelych alebo nezrelych embryi tzv. proembryi. Nezrelé
maju viaceré vyvinové Stadid — Globularne, srdcovité, torpédovité a pre rast potrebuji
okrem zékladnych latok kultivaéného média aj vitaminy, aminokyseliny, reguldtory rastu a
zvySenu koncentraciu sachardzy (8-12%). Tato sposobuje podobné osmotické podmienky
ako sa vytvaraju pri raste embrya v zarodocnom mieSku. Dva tyzne rasti na zivnej pode a
prenasané su na médium s vysSou koncentraciou sacharozy a rastovymi regulatormi, ktoré
navodia rast embrya a tvorbu vyhonkov. Ak s tymto spdsobom nepodari navodit’ rast
embrya, prenaSame ho na iné médium,ktoré navodi tvorbu kalusu.
Zrelé embrya s pouzivané u kultir zrelych embryi. Embryo je plne vyvinuté a ma zéklady
pucika- plumuly, korena- radikuly a kli¢nych listov- kotyledonov. V zivnej pdde staci
zrelym embryam na rast a tvorbu vyhonkov len anorganické soli a sacharéza.
(Hrubikova a kol. 2009)

Embryokultury umoznuji urychlenie §l'achtitel'skych procesov mézu byt’ vhodné aj

pri modernych metédach génového inZinierstva (Pretova, 1995).

4.5.2 Meristémové kultary

Primdrnym expantitom pri kultivdcii je meristém. Je to centrum aktivne sa



deliacich buniek v rastline, kde vznikaju bunky pre pletiva a organy. Bunky meristému
maju izodiametralny tvar, hustd cytoplazmu, tenku bunkovl stenu, vel'ké jadro, malé

vakuoly, nezelené proplastidy a su bez medzibunkovych priestorov.

e Protomeristémy su zaloZzené z inicial, teda buniek ktoré vznikli bezprostredne z

embryonalnych buniek.

e Primarny meristém vznikol delenim inicial a jeho delenim vznikaji bunky trvalych
pletiv — krycie pletiva, vodivé pletiva a zakladné pletiva.

e Sekundarny meristém tvoria bunky s obnovenou schopnost'ou delenia sa.

e Vrcholovy meristém tzv. aplikdlny, nachadzajuci sa na koncoch listov a stoniek.

Déva zaklad listom, stonkam, kvetom a podiel’a sa na bo¢nom rozkonarovani.
e Bocny meristém tzv. lateralny je ulozeny s osou organu napr. kambium v stonke.
e Vc¢leneny meristém tzv. interkaldrny. Medzi trvalymi pletivami napr. Baza listov
e Okrajovy alebo marginalny meristém, teda na okraji organov, napr. listov
e Koretlovy meristém nachadzajici sa v rastovom vrchole korefia a tvoria sa z neho
korenové pletiva. (Hrubikové a kol. 2009)
Metoda vyuzitia vrcholovych meristémov patri medzi najefektivnejsie sposoby

produkcie sadby a ozdravovania zdroja. Pozostdva z komplexu ndro¢nych
technologickych postupov a etap. Zakladom je ziskanie zdravych a reprodukcie schopnych

regenerantov (Smahlik a kol., 1988).

4.5.3 Pelové a pel'nicové kultury

Techniky spojené s vyuzivanim androgenézy tj. Tvorbou haploidnych rastlin
obsahujucich poloviénu geneticki vybavu len od samcich pohlavnych buniek. Na
navodenie androgenézy musime rastlinku vystavit’ stresovym faktorom — tepelné alebo

chladové Soky, zmena vyzivy, reguléacia fotoperiody, centrifugaciou a i.

Zakladom techniky je potlacenie rastu pelnic a tym aj pelovych zin, aby sa nemohli
vyvinut’ na pohlavné bunky. Predchodcom tejto techniky bola vzdialena hybridizacia, ale

neposkytovala pozadované vysledky.
Primérnym explantatom st mladé kvetné puciky s nezrelymi pel'nicami. Sterilizujeme ich a
odstranime kvetné lupienky, izolujeme pelnice a nechdme kultivovat na Zivnej pdde.

Kultary po 3 az 8 tyzdiloch regeneracii v podmienkach in vitro sa sfarbia na hnedo. Zacina



sa tvorit’ kalus, ktory nuti pel’nicu otvorit’ sa. Kalus vznika s dediferencovanych pelovych
zfn. Rastlinka sa po urcitej dobe (30 az 50mm) z kalusu oddeli a prenesie na médium s

podporou rastu. Po zakoreneni sa prenesie na sterilni pddu, napr. v kontorlovanom

sklenniku (Hrubikova a kol., 2009)

4.5.4 Kalusové kultary

Kultiru zakladdme =z diferencovanych buniek, pletiv alebo orgéanov.
Dediferenciaciou sa tieto Struktury stani neorganizovanymi tj. Vytvoria zhluk
neorganizovaného pletiva Kalusu. Pocas procesu dediferencidcie sa Specializované bunky
dostavaju do povodného stavu, kedy nie st schopné uskutocnit’ svoj geneticky program.
Nato, aby sme indukovali tento proces potrebujeme pridat’ do zivnej pddy rastové
regulatory endogénneho alebo exogénneho pdvodu.

Kalusové bunky maju vel'ké jadro, su bez vakuoly, bunkova stena je u vsetkych buniek
rovnaka. V podstate mézeme povedat, ze neobsahuju Specializovant Struktiru a nemaju

ziadnu funkciu.

Navodenie tvorby kalusu je potrebny rozny €as. Zavisia od viacerych faktorov.
— Druh explantatu, cytologicka, geneticka a fyziologicka vybavenost’
— podmienky kultivacie

V prirode by sme objavili kalus na ranach rastlin (Hrubikova a kol., 2009).

Kalusovi kultaru je mozné odvodit z kazdej Casti rastliny, ktord obsahuje

parenchymatické bunky, schopné delit sa a vytvorit' proliferujicu masu buniek

(Kamenicka, Rypak, 1989).

4.5.5 Bunkov¢ kultary

Na zaloZenie bunkovych kultiur vyuzivame drobivy alebo rozpadavy kalus.

Kultivacia ja na tekutej zivnej pdde. St to vlastne kalusové bunky rozptylené v
premiesavanom médiu. PremieSavanie jepotrebné pretoze kalus ma schopnost’ zhlukovat
sa do celkov, retiazok. Do média preto pridavame vysoké koncentracie auxinov a
citokininov (Hrubikova a kol., 2009).

Bunkové kultary je mozné na regeneraciu bezvirdéznych regenerantov odvodenych

z chorych rastlin. AvSak k ucelom praktického ozdravovania tento sptisob nie je vhodny



vzhl'adom na geneticku nestabilitu. Genetické variabilita sa zvy3uje s dizkou kultivacie in

vitro a potlacit’ ju mozno navodenim embryogenézy (Novak a kol. 1990).

4.5.6 Protoplastové kultary

Protoplastom nazyvame bunku tplne zbavent bunkovej steny. Tvori ju len
cytoplazma, jadro a organely v bunke. Sféroplast je bunka Ciasto¢ne zbavena bunkovej

steny.

Plazmolyzou bunky alebo enzymatickym rozkladom dok4dzeme bunkovu stenu odstranit’.
Plazmolyzu docielime zmenSovanim obsahu vody v bunke alebo pouzitim hypertonického

roztoku. 1zolovana protoplazma je protoplast.

Enzymami celuldza a pektindza docielime to isté. AvSak najprv musime izolovany preparat
mechanicky rozdrvit. Podmienky pre pdsobenie enzymov st 23-30°C, tma, pH 5,8.
Izolované protoplasty premyjeme a ocistime filtraciou, alebo centrifugéciou (Hrubikova a

kol., 2009).

Fuzia protoplastov vedie k ziskavaniu buniek, ktoré obsahuji zmes organel oboch
faznych partnerov. Pri medzidruhovych somatickych hybridoch existuje problém nadbytku

neziaducich vlastnosti netirodného druhu (Greplova a kol., 2006).

4.5.7 Mikropropagacia in vitro

Mikropropagacia je proces namnozenia rastlinného materidlu vyuzitim modernych
metod pletivovych kultar. Pricom cielom produkcie je ¢o najvyssi pocet identickych
rastlin. Aplikovanie je v mnoZeni cennych genotypov, ktoré boli vytvorené klasickymi
metddami $l'achtenia alebo genetickymi modifikaciami.
Stadia mikropropagacie:

e ZaloZenie sterilnej kultiry: Vysadenie explantatu na kultivaéné médium a nasledne
iniciacia jeho vyhonkov. V zavislosti na type explantidtu je tvorba vyhonkov
iniciovana z existujucich meristémov apikalnych a axilarnych pucikov vznikajucich
de novo.

e Multiplikdcia: Tvorba mnohopocetnych vyhonkov, ktoré vytvarajd zhluky



vyhonkov. Oddelenie vyhonkov a ich kultivacia na kultivatnom médiu, z ktorého

ho m6Zeme opakovane odobrat’ a preniest’ na nové.

e Tvorba korenov: Zakorenovacie Stddium sluzi na pripravu rastlinky na prenesenie z
iv vitro do ex vitro podmienok. Smeruje k tvorbe, predlzovaniu,korenov a ukoncuje

sa zasadenim v kontrolovanom a nasledne na kone¢nom stanovisku.
e Aklimatizacia: Rastlina je na konecnom stanovisku vystavena vpyvu prirodnych

javov. Nastava modifikacia listov, ich prieduchy sa zfunkcuniuju a vytvara si ochrannu

voskovu vrstvu (Hrubikova a kol. 2009).

4.6 In vitro techniky vyuzivané pri SPachteni strukovin

4.6.1 Hrach

Hrach siaty Pisum sativum je v naSich klimatickych podmienkach najpestovanejSou
strukovinou. M4 mnoho vlastnosti vyuziteI'nych vo vyzive I'udi, hospodarskych zvierat a
plodin. K potravinarskym ucelom sa vyuzivaji semena na pripravu réznych pokrmov, v
potravinovom priemysle sa spracuva na polotovary, konzervované semena, alebo tiez ako
Cerstva zelenina. Ku kfmnym ucelom sa pouzivaji Srotované semend hrachu nevhodné k
potravinarskym ucelom. Odrody vysokého rastu sa vysievaju spolu s hrachom rol'nym na

zelené kfmenie (Karabinova, 1998).

Pri $lachteni moZzno vyuzit tieto biotechnologické metody:

® meristémové kultiry k ozdraveniu od virusov, k dlhodobému skladovaniu
genetickych zdrojov, k indukcii mutagennézy, somatické embryogenézy a k selekcii

in vitro (Graman, Curn, 1998),
e kultury rastovych vrcholov, mikropropagacia in vitro,
e kalusové kulttry,
e cembryukultary,

® protoplastové kultury (Seman, 1990).



4.6.1.1 Meristémov¢ kultury, kultary rastovych vrcholov, mikropropagacia in
VItro

Meristémové kultiry st techniky, ktoré maji vel'mi blizko ku praktickému
aplikovaniu. Pri hrachu je vychodiskovym explantatom apikalny alebo axildrny meristém,
z ktorého dochddza k tvorbe celistvej rastliny v dosledku totipotencie. Regenericia je
dvojbodova a spociva v tvorbe vyhonkov a navodenia rizogenézy, Cize tvorby korenov.
Druhym stupiiom je, aby rastlina zacala tvorit’ vyhonky.

Do kultivacného média sa musia pridat’ cytokininy BAP. Limitujicim faktorom

tohto postupu je indukcia rizogenézy, ktora je ovplyvilovand druhom a koncenticiou

auxinov IAA, NAA, IBA, mineralnych soli a sachar6zy (Seman, 1990).

4.6.1.2 Embryokultary

Zakladom je proces embryogenézy, kedy zo zygoty vznikd zarodok a nasledne celd
rastlina. Kultivacia zygotickych embryi patri k najstar§Sim explantdtovym technikam. U
kultivacie hrachu su dolezité nutricné hodnoty zrelych a nezrelych embryi a tiez
akumulécia proteinov a ich porovnavanie s vyvinom embryi in vivo (Pretova, 1995).
Kultary nezrelych embryii predstavuju preoembrya. Moze sa vyskytnat’ v globularnom
Stadiu alebo srdcovitom ¢i torpédovom S$tadiu. Pri kultivovani potrebuju viac latok v

kultivatnom médiu pre rast a tvorbu vyhonkov.

4.6.1.3 Protoplastové kultury

Protoplastové kultary rastlin hrachu vznikli bud’ odstraneni m bunkovej steny
enzymom alebo plazmolyticky. Protoplasty su z hrachu izolované z mladych listov,
rastovych vrcholov, koreniov a koreniovych hl'izok. Bunkové stena sa odstrani pdsobenim
enzymov, celulazy (0,5-1%) alebo pektinazy (0,25-0,5%). Stabilizacia obnazenych buniek
protoplastov sa vykondva v osmotickom roztoku cukrov: sachardza, glukdza, manitol,
(0,3-0,6 mol). Pred kultivaciou sa protoplasty premyju od zvySkov pletiv filrtaciou,

centrifugaciou alebo jednoduchym premytim médiom.

Splyvanie s inymi protoplastami-fiziou eSte nepronieslo regenerovanie celej rastlinky

(Seman, 1990).



4.6.1.4 Kalusové kultary

Pojom kalus rozumieme nediferencivany zhluk buniek, ktory sme vytrvorili z
izolovanych delivych pletiv hrachu. Indukcia tvorby kalusu sa vykondva z macerovanych
rastovych vrcholov. Regeneracia vyhonkov sa indukuje kombinaciou rastovych latok BAP

a NAA. PouZiva sa striedava teplota 20°C a 15°C, fotoperidda 16 hodin (Seman, 1990).

4.6.2 Séja

So6ja fazulovd Glycine max L. je jednoro¢nd strukovina s vysoko cenenou
nutri¢nou a biologickou hodnotou. Zo strukovin ma prvé miesto v oblasti vysokého obsahu
bielkovin (az 40%) a tuku (18-20%), s vysokym podielom linolovej kyseliny.

Vo vyzive 'udi ma vyznam ako vyrobky- sdjové mlieko, méso, sdjova muka.

Techniky biotechnologickej kultivacie soje patria:
® meristémové kultiry, kultury rastovych vrcholov a mikropropagécia in vitro
e embryokultary
® protoplastové kultiry

® oplodnenie in vitro

4.6.2.1 Meristémové kultury, kultary rastovych vrcholov a mikropropagacia
in vitro

Meristémové kultiry soje a jej mikropropagacia su techniky, ktoré slizia na
ziskanie velkého poctu rovnakych rastliniek. Tekéto pocty su dolezité pre vyuzitie soje
nielen pre spotrebu u ludi, ale aj preto ze sa priddvaji do kimnych zmesi.
Regenerovanie rastlin s meristémov je pomocou rastovych latok NAA a BAP. Pri kli¢eni
semien rastlina potrebuje zase BAP, pri tvorbe pucikov BAP a KIN. Ak sa snazime o

predlZzovanie vyhonkov musime =znizit hladinu regulatorov a pocas zakorenenia



nepridavame regulatory do média.

4.6.2.2 Embryokultary

Vyuzitie tejto techniky je najmé pri tvorbe medzidruhovych hybridov. Spojenim s
kultarami vaji¢ok sa podarilo ziskat’ medzidruhové hybridy. Je ale problém s praktickym
uplatiovanim takychto hybridov, lebo st sterilné. Pouzivaju sa hlavne nezrel¢ embrya aj
semend. Viaceri vedci mali snahu o prekrizenie s divymi druhmi. V sucasnosti vyuzivame

spojenie s mutagenézou (Seman, 1990).
4.6.2.3 Protoplastové kultary (Seman, 1990).

Metodiky u so6je sa zhoduji s technikami ako u ostatnych metéd. Splyvanim
protoplastov réznych druhov ako ja¢men, ryza, hrach sa podarilo tiez vytvorit’ hybridy.

Vedcom sa podarilo regenerovat’ aj celé rastliny s6je z protoplastov.
4.6.2.4 Oplodnenie in vitro

Je to metdda, ktord zahfna vyuzitie haploidného pel'u na tvorbu rastlin. Pouzivame
tri druhy technik, ktorymi to dosiahneme. Ako prvé aplikujeme pel’ na bliznu piestiku.
Druhou metddou je aplikacia pel'u na izolované placenty s vajickami. Vyuzivand je aj
izolacia vajicok a aplikécia pel'u na kultivatom médiu. Nevyhodou je, Ze na Gspesny vyvin
st nepostradatel'né rastové regulatory-IAA, NAA, 2,4-D, GA;, tieZ prvky bor, vapnik,
draslik, hor¢ik a hydrolyzat kazeinu (Seman, 1990).

4.6.3 Bob

Druh Vicia faba L. BOb obycCajny je iba kulturna plodina, ktord pochédza z
Blizkeho Vychodu. Taxonomicky blizka je Vicia narbonensis. Bob je tiez samoopelivy aj
cudzoopelivy druh plodiny. VSetky vnutrodruhové rastliny st schopné sa medzi sebou
krizit. AvSak je tu vysokd reprodukéna izolovanost. Pocet chromozémov je 12 (Toth,
2007). Podla vyuziteInosti v oblasti kimenia hospodarskych zvierat je az za sdjou. Ako
jadrové krmivo alebo na zeleni hmotu. Pretoze bob nedéva stabilné trody snazime sa aj o
iné ako klasické metody slachtenia. Vychodiskom je pouzitie biotech-metod. Su dolezité,
aby sme nimi zvys$ili najmé odolnost’ bobu proti negativnemu vplyvu prostredia, suchu aj

skratili obdobie kvitnutia (Seman, 1990).

Z biotech- metdd sa uplatiuji:



® meristémové kultary, kultary rastovych vrcholov a mikropropagacia in vitro
® pelnicové kultary
® protoplastové kultiry

e kalusové a suspenzné kultiry.

4.6.3.1 Meristémové kultury, kultary rastovych vrcholov a mikropropagacia
in vitro

Meristémy su bunky, ktoré sa zucastiiuji na aktivnom deleni buniek. Touto
metodou sa zaoberali viaceri genetici. Francuzski vedci testovali odrezky semenacikov a
zistili, Ze tvorba koreniov sa so vzdialenostou od rastového vrchola zniZzuje. Reguldtorom

rastu NAA sa problém tvorby koretiov vyrieSil. Vhodné je kombinacia BAP a NAA pri

znasobeni vyhonkov- proliferacii.

Pre regenerovani z rastovych vrcholov je na mikropropagaciu st potrebné tiez regulatory
NAA,BAP-na vyvolanie rastu vyhonkov a IAA na rizogenézu. Regeneracia je naruSovana

nekrdzami explantatov, ¢o je dosledkom oxidacie polyfenolov (Seman, 1990).

4.6.3.2 Pel'ové a pelnicové kultury

Metody su zalozené na tvorbe haploidnych, €ize n rastlin. To znamend s
polovicnym poctom chromozémov. Snazime sa o zastavenie vzniku pohlavnych buniek.
Explantatom st nezrelé pelnice, ktoré sa kultivuji na médiu s obsahom NAA a KIN prei
deleni pelovych zfn bobu. Aby sa diferencoval kalus pridali sme eSte kokosové mlieko a

aktivne uhlie (Seman, 1990).

4.6.3.3 Kalusové a suspenzné kultiry

Zakladom je kalus, Cize nadiferencované pletivo u suspenznych kultir ide o
drobivy kalus. Tvorba kalusu sa dd u bobu navodit’ z rastového vrcholu aj nezrelych
kliénych listov. Potrebné su opit’ rastové latky. NAA pre tvorbu vyhonkov, BAP pre

zakorenenie. Kalusy z kli€nych listov vznikli po velkom zniZeni obsahu sacharézy. To



znamena, ze okrem rastovych latok su potrebné u bobu aj iné faktory (Seman, 1990).

4.6.3.4 Protoplastové kultary

Protoplasty st teda bunky zbavené bunkovej steny plazmolyzou alebo enzymami.
Pri fuzii protoplastou bobu sa tvoria zhluky nediferencovanych buniek. Ich vplyvom sa po

urcitom Case delenie buniek bobu zastavi (Seman, 1990).

4.6.4 Ostatné strukoviny

Genetické zdroje st hlavnym zdrojom prace VURP Piestany, kde tvoria asi 16%

tam ulozenych zdrojov (Subova, 2002).

Strukoviny patria k nutricne hodnotnym plodindm, avSak stdle v menSej miere ako
obilniny. Pre rozvoj genotypov a rozSirovanie genetickej diverzity je potrebné uchovavat

genetické zdroje (Benkova, 2004).

U fazule zdhradnej mame 4 druhy: Phaseolus vulgaris L., Phaseolus cocinneus L.,
Phaseulou lunatus L. a Phaseolus acutifolius L. VSetky tieto druhy pochéadzaju z divo
zijucich rastlin. Povodnd oblast vyskytu je Juznd Amerika. VSetky druhy maja v
chromozoéme 2n = 22. Zakladnou prekazkou pri krizeni je neschopnost’ tvorit' normalny
zarodok. NajlepSia krizitelnost je s druhom  Phaseolus cocinneus L. Fazula je
samoopelivy aj cudzooplelivy druh rastlinky. Preto je tu zvySena moznost prekrizenia s

GMR (Téth, 2007).

4.7 Podmienky kultivacie

Kultivéacia in vitro je ovplyvitovana podmienkami kultivacie. St to
® vonkajsie

e vnutorné faktory

4.7.1Vonkajsie faktory



Svetlo

Spektralne zloZenie svetla pozitivhe ovplyviluje cerstvii hmotnost’ kultiry, pocet
axildrnych a adventivnych vyhonkov a tiez vplyva na predlZzovaci rast (Hrubikovéa a kol.,

2009).

EK podla poziadaviek na fotoperiodu delime rozdelujeme na kultiry s nepretrzitym
osvetlenim alebo s rovnomernou dizkou fotoperiédy. Optimélna dizka osvetlenia je 16 —

18 hodin (Hrubikova a kol., 2009).

Teplota

Optimalne teplotné rozmedzie pri kultivovani explantatov je 20 az 25°C. Dobre vplyva na
enzymatické procesy zlozenie a vlastnosti plazmalemydormanciu , adapltabilitu, hustota
média a koncentraciu plynov. V znacnej miere pdsobi pri chemickych vlastnostiach

hormonov, vitaminov alebo na expresiu génov (Hrubikova a kol.,2009).

Voda

Voda je pre primarne explantaty potrebna z hl'adiska priaznivého vodného potencialu, pre
rast kultary a pre spravne fungovanie prieduchov. Voda riadi aj aktivitu pletiv a zmenu

relativnej vlhkosti ¢o vedie k adaptovaniu rastliny (Hrubikové a kol., 2009).

Osmoticky potencial

Vhodné rozmedzie pre kultivaciu je od 37 — 219 kPa. Rast a vyvin pletiv,tvorba vyhonkov
a korenov, somatickd embryogenéza a zviacSovanie biomasy su podmienené vhodnymi

hodnotami osmotického potencialu (Hrubikova a kol., 2009).
pH kultivaéného média

Optimum je 5,0 az 6,0 to znamena mierne kyslé hodnoty. To preto, aby bol zabezpeceny
prijem i6nov a potrebnd hustota média. Rast, vyvin buniek a pletiv je tiez spity s pH

média. (Hrubikova a kol., 2009).

Matri¢ny potencial

Je merné vol'né energia vody v bunke. Zahfiia vSetku vodu, ktora je pre bunku dostupné a



nie je viazana chemickou vdzbou. Mézeme ho regulovat’ koncentraciou agaru.

Pdsobi na vitrifikéaciu, teda uriti poruchu rastu pletiv, ktora sa prejavi ako zoslizovatenie
¢1 zosklovatenie. Dostupnost’ vody je dolezitad aj pre rovnomerny rast a vyvin celistvej

rastlinky (Hrubikova a kol., 2009).

Koncentracia plynov

Koncentracia CO, vplyva na fotosyntézu rastliny a O, vplyva na dychanie rastlinky.
Hodnoty koncentracie plynov koliSu a su zavislé od rychlosti vymeny plynov medzi
kultirou a médiom, vymeny plynov medzi niddobami a fyzikdlnymi vlastnostami

kultivacnych nddob (Hrubikova a kol., 2009).

Etylén

Pouzivame v médiu ako nativny rastovy regulator a v priebehu kultivacie sa jeho
koncentracia zvysuje. Mézeme nim bud’ stimulovat’ alebo inhibovat’ zlozky v kultivacnom
médiu. Pre rastlinu je pritomnost’ etylénu nevyhnutnd pre sprdvny rast a vyvin kultiry.

Posobi aj pri tvorbe ligninu a na zakorefiovanie rastliny (Hrubikova a kol., 2009).

Typ kultiva¢nej nadoby

S nadobami mé& byt jednoducha manipuldcia a zaroven Cistenie, taktiez ich musime
sterilizovat’. Spravnym vyberom kultivacnej nadoby sa d& ovplyvnit’:

rychlost’ rastu

vitrifikdciu

kvalitu vyhonkov a celej rastliny (Hrubikova a kol., 2009).

4.7.2 Vnutorné faktory

Dormancia

Je to fyziologiou rastlinky podmienené obdobie vegetatného pokoja. Spojené je so
znizenym metabolizmom rastliny. Jej vznik mézeme podporit’ viacerymi poklesom teploty
a metabolickej aktivity alebo zvySenym obsahom kyseliny abscisovej ABA (Hrubikova a
kol. 2009).



4.8 Kultivacné média

Delenie kultivaénych médii:
® podla druhu rastlin
® podla typu explantatu
® podla pitomnosti regulatorov rastu

® podla konzistencie média

Zakladnymi zlozkami kultivaénych médii st hlavne uhlikaté zluceniny, anorganické soli,

organické latky, vitaminy, regulacné latky a agar.

Uhlikaté latky
Ako zdroje uhlikatych zla€enim s najvhodnejSie sacharidy. NajcastejSie pouzivané su
Sacharoza, Gluko6za, Fruktdza. Koncentracia na liter média je 2-5 g. Sachardza sa rozklada

v médiu na zékladné zlozky, Fruktozu a Glukozu.

Anorganické soli

Zékladnymi zlozkami su Makroprvky a Mikroprvky, ktoré su potrebné pre stavbu
nukleovych kyselin, aminokyselin, enzymov, bunkovej steny rastlin a v chlorofyle.
Makroelementy st obsiahnuté v koncentracidch vysSych ako 0,5mmol/l. Za makro latky
povazujeme dusik, draslik, vapnik, fosfor, siru a horcik. Makroelementy st vo vyssej

miere potrebné u suspenznych kultir.

Koncentracia mikroelementov je nizsia ako 0,5 mmol/l média. Su to Zelezo, mangan, bor,

zinok, jod, med’ a i.

Organickeé latky

V kultivacnych médiach st povazované za organické nukleotidy, organické kyseliny,
komplexné organické extrakty a aminokyseliny. Komplexnymi latkami chépeme
kvasni¢ny extrakt, kokosovy endosperm a ZivociSne uhlie. Aminokyseliny su glycin,

asparagin, tyrozin, arginin alebo cystein.



Vitaminy

Do kultivaéného média sa pridavaju vitaminy ako katalyzatory metabolizmu. Vitaminy B
skupiny tiamin, kyseliny nikotinova, riboflavin, pyridoxin a biotin. Tiez vitaminy E a C.
Vitaminy B skupiny rastlina potrebuje pre metabolizovanie tukov, cukrov a bielkovin.

Vitamin C a B2- riboflavin st zastipené v niz§ich mnozstvach.

Regulatory rastu

Zakladnymi reguldtormi st auxiny a cytokininy. Tieto maju stimulacny vplyv na rastlinu.
Mozu byt prirodného aj syntetického povodu. Prirodné regulatory, ¢ize fytohormony,
posobia aj pri malych mnozstvach. Syntetické hormdny nazyvame regulatory rastu.

Auxiny su zodpovedné za delenie buniek a tvorbu kalusu, podporuju aj predlzovaci rast a

tvorbu rizoidov.
Cytokininy sa pouZivaji na navodenie tvorby vyhonkov a podporujii pésobenie auxinov

pri deleni buniek. St hlavnym dévodom preco rastliny tvoria korene a axilarne vyhonky.

Agar

Zahust'ovacia zlozka v médiu, ktora je vyrabana z ¢ervenych morskych rias. Agar je latka
s vysokou molekulovou hmotnostou. Pre médium aj pre rastlinu je potrebna, lebo médze
udrziavat’ vodu. To je dolezit¢ pre spravny rast a vytvorenie celistvej rastlinky.

Koncentracia agaru v médiu je 0,6-1% (Hrubikova, 2009).

4.9 ZaloZenie embryokultiury hrachu siateho Pisum sativum. L

Biologicky materidl: Semend hrachu siateho

Kultiva¢né média:

Murashige-Skoog médium bez rastovych latok-kultivacia embryi hrachu

Pracovné nastroje a laboratorne pomodcky: Petriho misky, skalpel, pinzeta, kultivacné
pohare, gul'6¢kovy sterilizator

Chemikalie: 96% etanol, 5% roztok Chloraminu B, Tween 20, BAP, Sterilna destilovana

voda



e Pracovny postup:

e zrelé semend hrachu siateho sme kratko preplachli v 96% -nym etanolom,

e sterilizacia 30 minut v 5%- nom Chloramine B,

e preplachnutie v sterilnej destilovanej vode, explantat sme sterilizoval vo Fatrane,
e semena stali 24 hodin v destilovanej vode, aby nabobtnali a zmékli,

e izolacia embryi hrachu sme vykonali pomocou pinzety a skalpela v boxe,

e embrya sme ulozili na kultivaéné médium,

e nadobu sme oznacili udajmi o zaloZenej kulture,

e kultivicia embryi prebicha pri 23°C a 16/8 hodinovej fotoperidode, bielym
fluorescenénym svetlom a 50L p mol/M™>S™ (Hrubikové a kol. 2009).

Zlozenie Murashige-Skoog kultivaéného média:
® makroelementy
® mikroelementy
e 7elezo

® vitaminy.

zlozky mnozstvo v g na 100ml
Makroelementy

NH,NO, 6,6
KNO, 7,6
CaCl,. 2H20 1,76
MgSO, 7H20 1,48
KH,PO, 0,68




zlozky mnozstvo v g na 11

Mikroelementy

H,BO, 0,62
MnSO,.4H20 2,23
CaCl,.6H20 0,00250
CuSO,.5H20 0,00250
ZnSO4. 7.H20 0,86
NaMoO,.2H20 0,025
KI 0,083
zlozky mnozstvo v g na 11

Zelezo

FesO,.7H20 1,112
Na,EDTA.2H20 1,492
Vitaminy

Tiamin- HCI 0,001
Pyridoxin — HCI 0,005
Kyselina nikotinova 0,005
Glycin 0,020

Zhodnotenie pokusu:

Z troch embryi hrachu siateho, nam zacali po 3 dnoch kli¢it 2 embrya. Po 7 dioch
kultivacie mali rastlinky 2-3cm a korienky asi lcm. Pricom do média neboli pridané
rastové regulatory. Po mesiaci kultivovania bol rastlinny material vhodny na presadenie do

kontrolovanych sklennikov.



5 Zaver

VyuZzivanie rdéznych in vitro technik teda v zna¢nej miere ul'ahcuje tvorbu novych

odrdd, regenerovanie celistvych rastlin, alebo multiplikovanie geneticky rovnakych rastlin.

Vybrat’ najvhodne;jsiu technolégiu je zdihavy a naroény proces, pretoze medzi jednotlivymi
druhmi strukovin su odliSnosti. Mdézu byt viac alebo menej naro¢né,v rozli€nych
vyvojovych etapach, na obsah sacharidov, rastovych latok alebo prvkov v kultivaénom

médiu. Pre dokonalt regeneraciu musia byt vSetky naroky rastliny splnené.

Zakladmi vednej discipliny explantitovych kultir sa v znacnej miere zasluZzili
hlavne pokusy s embryami Hrachu v rokoch 1902 -1929. W. Kotte a W. J. Robbins
kultivovali korenové $picky hrachu a kukurice v sterilnych podmienkach.

V procese Slachtenia vyrazne prispievaji najmd somatickd embryogenéza.
Realizovat’ ju moézeme priamo z bunky izolovaného pletiva alebo nepriamo cez Stadium
kalusu. Embrya indukované zo somatickych teda telovych buniek vyuzivame pri mnozeni
rastlin, somatickej hybridizacii, genetickej transformacii a tvorbe umelych semien, ktoré su

ulozené v gélovom obale s zivinami.

Meristémovymi kultirami sa nam dari rastliny ozdravovat’ od virusov. Je to vd’aka

ich schopnosti mitoticky sa delit’.

Kalusové kultary st potrebné pre produkciu sekundarnych metabolitov a enzymov.
Kalusy sa zase pouzivaji ako primarne explantity na Sl'achtenie novych odrod alebo pri

vegetativnom mnozeni rastlin.

Protoplasty davaju tiez zaklad ziskavaniu geneticky jednotného potomstva.
Prostrednictvom protoplastov dokdzeme zaclenovat’ cudzi gény do gendmu rastlin, teda
ganeticky rastlinu transformovat’. Takto sa vyslachtili aj hybridy medzi rodmi hrachu a

soje odolné voci roznym nepriaznivym faktorom a latkam.

Rastlinky rezistentné voci herbicidom st kli¢ovou generdciou produktov transgénnych
rastlin. Gény rezistencie na tieto latky pdsobia rozne a su z viacerych zdrojov. Niektoré
gény produkuji enzymy degradujuce herbicidy, druhé vytvaraji enzymy na znecitlivenie
voci t¢inkom herbicidov. Rezistencia voci Glyfosatu a voci Fosfinotricinu.

Bunkové kultary st vyuzitelné pre produkciu sekundarnych metabolitov. Pred

tymto postupom musime vybrat vhodné rastlinky podla poziadaviek na produkt



metabolizmu. Z nich na vhodnom médiu zalozit' kalusovt kultaru a dlhodobo udrziavat'.
Toto uchovavanie je potrebné na ustdlenie tvorby metabolitov. Vel'mi dolezitou Castou
procesu je testovanie a vyber najproduktivnejsich linii. Znich zalozime bunkové kultary s

vlastnost’ou produkcie pozadovaného metabolitu.

Vo vSeobecnosti sa pre tvorbu celistvej rastliny pouziva ako primarny explantat
hlavne apikalny a axildrny meristém. Avsak je dolezitd pritomnost’ rastového regulatoru
BAP. Je doélezity pre tvorbu vyhonkov, multiplikécie. Aby sme navodili tvorbu koretiov je
potreba Auxinu [AA, IBA, NAA.

Pri kultivacii in vitro sa mézu vSak vyskytnit aj rozne problémy. Niektroé
explantaty obsahuju pigmenty, ktoré uvoliuji z reznej rany do média Co znizuje
regenerant schopnost’. Odstranime ho sterilizaciou povrchu, premyvani v sterilnej vode,
kultivovanim na poérovitych materidloch, absorpciou na aktivnom uhli, alebo pridanim

antioxidantov.

Dal$im problémom je hyperacidita v rastlinnych pletivach sa hromadi voda a pletivo je
vodnaté akoby sklovité. Tento stav moze spdsobit’ pritomnost’ cytokininov, malym

percentom agaru v médiu.

Stagnécia rastu a mnohopocetnej tvorby vyhonkov je tiez velkym problémom. Faktormi
vzniku tohto problému st nedostatok zivin , hlavne vépnika, nedostato¢né zloZenie

kultivaéného média.

Zafarovanym kruhom je aj navyk kultary od rastovych reguldtorov (cytokinin) tzv.
habitacia kultiry. Vznikd pocas dlhodobej kultivacie na médiu, kedy po preneseni na
médium bez rastovych latok pozorujeme proliferaciu kratkych vyhonkov bez schopnosti

predlzenia a tvorby korenov. V horSom pripade sa straca schopnost’ regeneracie rastliny.

Somatoklonalna variabilita je d’alSim problémom pri kultivacii. Sposobena je genetickou
nestabilitou primarneho explantatu aj nestabilita vyvinu kultary. Je typickd pre rastliny

regenerované z kalusu (Hrubikova, 2009).

Roc¢na produkcia soje sa pohybuje okolo 150 milién ton, pricom hlavny producenti
su USA, Brazilia, Argentina a Cina. Viac ako polovicu produkcie v USA tvori transgénna
soja. Soja sa v sucasnosti vyuziva pre tvorbu viac ako 60 potravin po tepelnom spracovani.

Zakladnou formou v potravinarstve je micka, olej, koncentrat, lecitin a 1.

Na uzemie Slovenska dovdzame ro¢ne niekol’ko stoviek ton séje aj z obsahom transgénne;j

soje, pretoze mame obmedzené podmienky na jej pestovanie.



Vhodné podmienky su pre pestovanie hrachu, je tu vSak viacero problémov.

obsah bielkovin je vyssi u soje ako u hrachu, ale hrach netreba tepelne upravovat’

pred vyzivou

— import sdje na naSe Gzemie je vysoky a pestovanie hrachu sa znizuje

— do krmiv sa priddva s6ja hoci je drahSia a na druhej strane dostupnejSi hrach
pol'nohospodari vyuZzivaji v mensej miere

— slovenské odrody hrachu sa u nas pestujil menej ako v zahranici

— pestovanie geneticky upravovanej soje na naSom uzemi zdkon zakazuje, ale

produkty z takejto s6je na trhu méame, ale obyvatelia o tom ¢asto ani nevedia (T6th,

2007).

Pri Slachteni sa snazime o zvySovanie urody, kvality, ¢i uz vyzivovych vlastnosti alebo
rezistencie voc¢i Skodcom, virusom, patogénom a herbicidom. Tieto vlastnosti sa daju

dosiahnut’ genetickym manipulovanim.
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