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Abstrakt

Cielom naSej prace bolo indukavgroces adventivnej organogenézy, ktora
predstavuje efektivnu techniku reprodukcie rastlfppdmienkachn vitro. Za tymto
Gucelom sme testovali vplyv cytokininov (zeatin, TDZp indukciu adventivnej
organogenézy pri vybranych odrodach dridaccinium corymbosur. ("Berkeley’) a
Vaccinium vitis-idaed.. ("Linnea’, “lda” a ‘Red Pearl’). Ako primarngkantaty boli
pouzité pletiva listov regenerantov odvodenych MKdte in vitro. Listy odréd
‘Berkeley’, 'Linnea’ a 'lda’ sme kultivovali na WPMeédium s obsahom zeatinu
aTDZ v koncentraciach 2,2 a 4,4 mg.IPri zeatine sme nedosiahli indukciu
adventivnej organogenézy. Na WPM médiu s TDZ nasfablukcia adventivnej
organogenézy pri odrodach "Berkeley’, "Linneaméaiu s niZz§im obsahom TDZ (2,2
mg.l) apri odrode ‘Linnea” pri koncentracii 4,4 rifg.lindukciu adventivne;
organogenézy sme dosiahli len pri odrode "Berkeles ktorej najvyssSiu proliferaciu
adventivnych vyhonkov (12,8 vyhonkov/explantat) smagnamenali pri koncentracii
1,1 mg.'TDZ. Experimenty nazmaju, 7e z testovanych odrod najlepsim

regeneranym potencialom disponuje odroda Berkeley' .

V d’alSich experimentoch sme testovali reakciu pletivody "Berkeley” na
selekné antibiotika - kanamycin, hygromycin a odréd Keéry’, ‘Linnea na
antibiotikum cefotaxim, ktoré sme aplikovali do #whéného média v réznych
koncentraciach so zamerom ovegh vplyv, pripadne zistikoncentraciu, ktora by pre
pletiva nebola toxicka. Pri pouZzitych koncentrébi&kanamycinu sa zniZzovalo percento
preZivajucich listov s idkou kultivacie a so zvySovanim koncentracie pgiséino
antibiotika. Zvolené koncentracie sa javili akdipriysoké. NajvySSiu toleranciu pletiv
listov sme pozorovali pri cefotaxime, ato pri aiko "Berkeley'. Ako najvhodnejSia

koncentracia cefotaximu sa ukazala koncentréciaT&f;]Dl.

KPucové slovad odrody 'Berkeley', ‘Linnea’, 'Ilda° a 'Red Pearhdventivna

organogenéza, cytokininy, antibiotika.



Abstract

The main purpose of my thesis was to induce adweusi shoot organogenesis,
which is very effective technique of vitro plant reproduction. For achievement of this
purpose we were testing different types of cytakn{zeatin, TDZ) for induction of
adventitious shoot organogenesis in chosen cudtighVacciniumspp., specifically
Vaccinium corymbosurh. - "Berkeley” andvaccinium vitis-idaed.. - "Linnea’, “lda’
and 'Red Pearl”. As primary explants were used tksfs ofin vitro plants. We
cultivated leaf discs of cultivars "Berkeley’, 'hea’ and ‘Ilda° on WPM medium
supplemented with zeatin and TDZ in concentrat®@sand 4,4 mg:. No adventitious
shoot organogenesis was observed on medium suppiednaith zeatin. On WPM
medium supplemented with 2,2 mb.l TDZ was observed adventitious shoot
organogenesis in cultivars Berkeley and "Linngal an a medium supplemented with
4,4 mg.* TDZ in cultivar “Ida’. The highest adventitiousosh proliferation was
achieved in cultivar "Berkeley” (12,8 shoots perplant), on WPM medium
supplemented with 1,1 mg.TDZ. According to performed experiments we canrolai

that the best regeneration potention has cultBarKeley’.

In other experiments we were testing reaction @if lessues on selection
antibiotics — kanamycin and hygromycin in cultivaBerkeley” and in cultivars
"Berkeley” and "Linnea” we tested also antibioéifotaxim. These antibiotics we add to
the regeneration medium after genetic transformatiso we tried to find the
concentration which is not toxic for the leaf tissu In used concentrations of
kanamycin, percent of lifeful explants decreasehwéngth of cultivation and with
increasing of concentration of this antibiotic. Gap concentrations of antibiotic
kanamycin were too high, leaf tissues were semsitiy these concentrations. The
highest toleration was achieved by adding antibiotfotaxime, in cultivar "Berkeley’.

As the best was showed the concentration 200°mg.!|

Key words cultivars - "Berkeley’, "Linnea’, “Ida’, "Red Péaaldventitious shoot
organogenesis, cytokinins, antibiotics.
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UvoD

Druhy roduVacciniumL. (Vaccinium vitis-idaed.. a Vaccinium corymbosum
L.) patria medzi nekonvéné druhy drobného ovocia, ktoré v ostatntase sa stavaju
predmetom zaujmu mnohych pestovate ZvySeny zaujem zrejme vyplyva
z poznatkov o ich vyzname Z¥ddiska vyZzivy, zdravia, ale aj pre ich Specifickiutt
Pod’a niektorych autorov patria tieto druhy k najzdfavSna svete. Plody maju
vSestranné vyuzitie - potravinarsky priemysel, faceuticky priemysel, priamy
konzum. VyuZivaju sa aj listy (hlavhe vo farmacekim priemysle). Uplatnenie
nachadzaju aj v zahradach drobnopestdeataa ich spestrenie, nielen ako Gzitkové
rastliny, ale aj ako okrasné rastliny. Odrody driMaccinium vitis-idaed.. su vhodné

tieZz do okrasnajasti zahrady — do vresovisk, ale aj do skaliek.

Uvedené druhy maju vo svete svoje nezastlipitemiesto a stale sa stavaju
popularnejSie. U nas patria k menej rozSirenym almukrobného ovocia. RozSirovanie
pestovania len pomaly napreduje. Zaasiny stav a rozvoj pestovania na Slovensku
vd’atime hlavne Vyskumnému Ustavu v Krivej na Orave VABIP v Banskej Bystrici
(Ing. Danielovi Simalovi), na ktorom v polovici 99ch rokov zaali s plantaznickym
pestovanim viacerych odrédruhuVaccinium corymbosur. a Vaccinium vitis-idaea
L.. Zistili, Ze Slovensko ma vo vysSich nadmorskygSkach vhodné klimatické a aj
podne podmienky na dopestovanie dostadbo mnozstva kvalitnych plodov.
V minulosti sa brusnice ziskavali len z prirodzdnymorastov, ktoré sa nachadzali na
severe Slovenska na kyslych a najchudobnejSichcpddé&iSina tychto porastov sa
vyskytuje v chranenych prirodnych rezervaciach arziplodov je zakazany.
Plantaznické pestovanie v spojeni s drobnym pasiav, nedokaze pokiydopyt na
Slovensku po tomto stale vyznamnejSom ovoci. asdosti dopyt je v&inou
zabezpeéovany dovozom zo zahrai, najmé Ptska. Dominantnym pestovéiten
a producentom  brusnic na svetovom trhu je USA,omotnasleduje Kanada
a z Eurépskych krajin Psko, Nemecko a Svédsko.

NajcastejSie pouzivanym spdsobom mnoZenia driVaecinium vitis-idaed..
aVaccinium corymbosuni. je vegetativhe mnoZenie, ktoré ma viac vyhoa ak
generativne mnoZenie. Vegetativnym sp6sobom rozavamia moéZzeme zabezpe

geneticky homogénne potomstvép pri generativnhom mnozZeni nie je moZzZné.



Vegetativne mnoZenie neprinasa len vyhody. Preftasovych choréb je najvaznejSim
problémom tohto rozmnoZovania. V ostatnych rokoahvguZivaji metddyn vitro,
zvla¥ meristémova kultara v kombinacii s termoterapipamocou ktorych mézeme
uskut@nit ozdravovanie rastlin. Rozvoj rastlinnych bioteddgo za ostatné
desd&rocie vyznamne napredujép malo za nasledok vznik sfahlivych a efektivnych
reproduknych metdéd. Kazda prinasa Specifické moznosti ingukmorfogénnych
procesov, ktoré je mozné indukeoviultivaciou izolovanych pletiv a organov a navyse
umoziuje ich priamu a nepriamu regeneraciu, ako aj Srepeeprodukciu celych

rastlin.

Jednou z metoéoh vitro, menej pouzivanou je adventivha organogenézalzasl
si zvySenu pozorn@s nakdko proces adventivnej organogenézy je o0sobitym
morfogennym prejavom, ktorého efektiviiogeprodukcie je prevazne vysoka
s moznosou a perspektivou uplatnenia aj pri genetickycndf@maciach réznych
rastlinnych druhoch, ako aj pri druhoch roMaccinium L. Dosiahnutie UspesSnej
regeneracie a efektivnej mikropropagacie druhgaccinium corymbosumL. a
Vaccinium vitis-idaed.. prostrednictvom adventivnej organogenézy uy@nam aj
z praktického .Padiska. Adventivhou organogenézou je mozné gigkastaténé
mnoZstva sadbového materialu, ktoré moéze prishipestovaniu a rozSireniu tychto

druhov drobného ovocia na Slovensku.
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1 LITERARNY PREH ’AD

1.1 Taxonomické zatriedenie a morfologick&d charakteriska druhov

rodu VacciniumlL.

Rad: Ericales—vresovcotvaré

Celad’: Vacciniaceaelindl. - brusnicovité

Rod: Vaccinium L. — brusnica

Rod je zastupeny 50 druhmi.

Druhy roduVacciniumL. rozSirené na Slovensku (Marhold a Hindak, 1998)

o

o

Vaccinium uliginosunh. — brusnica barinna (Sialenica)

Vaccinium myrtillus L. — brusnica¢ucoriedkova (zauzivany nazov -
cucoriedka)

Vaccinium vitis-idaed. — brusnica obsajna

Futak, Bertova (1982) @ervenka et al., (1986) uvadzaju tento druh pod
nazvom brusnica prava, syn. RRodococcum vitis-idada.

Vaccinium gaultherioideBigelow — brusnica drobnolistéu¢oriedka)
Vaccinium intermediuniRuthe — hybrid druhowWaccinium vitis-idaea...
aVaccinium myrtillud.. (Kresanek a Krep, 1982)

Vaccinium corymbosunk. — brusnica chocholikata (Marhold a Hindak,
1998)

Rod: OxycoccusHill — kT'ukva

Zastupenie druhov tohto rodu na Slovenskurpdeltaka a Bertovej (1982) je:

0]

(0]

Oxycoccus palustriBers — KRukva ma@iarna

Syn.Vaccinium oxycocook., Oxycoccus quadripetalusilib., Oxycoccus
vulgarisPurch.

Oxycoccus microcarpuburcz. in Rupr. — kukva drobnoploda

Syn.: Vaccinium oxycoccosubsp. Nanum (Baumg.) So@xycoccus

nanum(Baumg.) Thaisz.
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Vaccinium corymbosuml. — brusnica chocholikata je introdukovany drulgch@dza
zo Severnej Ameriky a patri do sek€@ganococcusdo ktorej patria, napriaccinium

angustifolium, Vaccinium myrtilloides, Vacciniunréale.

Brusnica chocholikata je na Slovensku znama aj mémizamic¢ucoriedka zahradna,
cucoriedka vysokagucoriedka kanadska&ucoriedka americka @ucoriedka vékoploda
(Hricovsky et al., 2002).

V praci sme pouzivali ndzvy druhov rodéiaccinium pod’a nomenklatury
Marholda a Hindéaka (1998).

Morfologicka charakteristika rodu Vaccinium L. a&ktorych jej druhov

Rod VacciniumL. - kri¢cky s drevnatejucimi, vzpriamenymi alebo poliehavym
stonkami a so striedavymi, celistvymi listami. isteopadavé alebo opadavé. Kvety
jednotlivé alebo v strapcoch. Kalich trvaci. Korukeiazkovita, zvonkovita, dgiata
alebo vajcovita. Haice na chrbtovej strane (dorzalnej) s 2 priveskaiebo bez nich.
Kvety su obojpohlavné. Plod je bdiau (Futak a Bertova, 1982).

Vaccinium vitis-idaed.. - nizky krtek (10 — 30cm), husto rozkonareny. Ma
plazivy podzemok. Konariky vystipené, oblé, za ralgohperisté. Listy koZovité,
neopadavé, kratko stopkaté, obratene vajcovitéirakas elipsovité, celistvookrajove,
tupé, slabo podvinuté, na rube s hnedymi bodkovi#lrazkami. Kvety vo vrcholovych
strapcoch, ovisnuté, listengervenkasté. Bobul&ervené, lesklé, daté (Dostal a
Cervenka, 1992).

Vaccinium myrtillud.. — vysoky kréek (30 — 50 cm), husto rozkonareny. Konéare
ma vystupené, hranaté, zelené. Listy opadavé, krétkipkaté, vajcovité az okruhlo
vajcovité, niekedy trochu kéisté, na baze ¥&inou zaokruhlené, na okraji drobno
pilkovité alebo zubkato az vrubkovane pilkovit&azielené, nelesklé. Kvety jednotlivé
v pazuchach listov, kratko stopkaté, previsnutébuBa gu’ovitad, modrdierna, vzacne

zelenkastobiela, oinovatena (Futak a Bertova, 1982)

Vaccinium uliginosuni. — vysoky krik (20 — 50 cm), konéare vystupenébal
vzpriamené. Listy opadavé, kratko stopkaté, liste@d 10 — 35 mm dlha, podlhovasto
az Siroko obratene vajcovitd, celistvookrajova, olaraji podvinuta, na vrchole
zaokruhlena alebo zriedka tupo Kmta, na lici sivozelena, na rube siva, s vyraznou
Zilnatinou. Kvety previsnuté na vrchole kratkychcbych konarov po dvoch, troch,

Styroch, zriedka jednotlivé. Kvetné stopky 4 — 8 nathé, v&Sinou dlhSie alebo
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rovnako dlhé ako koruna. Plody Igwité alebo hruSkovité bobule. dase zrelosti

tmavomodré.

Vaccinium gaultherioide®Bigelow — nizky, rozprestrety kik s poliehavymi
konarmi, vysoky najviac 15 cm. Listy husté, malé; 85 mm dlhé a 4 — 9 mm Siroké.
Kvety jednotlivé, vzacne po dvoch. Bdlaumensia ako piaccinium uliginosunt.., so

svetloruzovou duzinou (Futak a Bertova, 1982).

Vaccinium corymbosuni. — je vzrastny krik s opadavymi listami, ktory
v dobrych podmienkach dorastd az vySky 2 m. Lisy oelokrajove, ovalne, syto
zelené, lesklé. Na jesesa zafarbuju déervena. Kvety su obojpohlavné, Stvoiptmé.
Bobule st tmavomodré, plochoigwitého tvaru s priemerom 10 — 15 mm. Bobule su
modré, dlhé 7 — 10 mm. DuzZina je svetld afarbi epeako duzina brusnice

cucoriedkovej Yaccinium myrtillud_.) (Maresek, 1994; Dostal @ervenka, 1992)

1.2 PO6vod druhowaccinium corymbosuni. a Vaccinium vitis-idaea
L., histéria ich Sachtenia a selekcie

Brusnica chocholikata ma rézne nazvy ako najucoriedka hroznovita,
cucoriedka zahradna, Vkoploda, kanadska. Pochadza zo Severnej Amerikgy,jéabd
konca 19. stor®a intenzivne vyuzivana v ovocinarstve. \¢asnej dobe sa najviac
pestuje v USA, Kanade, Holandsku,'Bku a Nemecku (Matek, 1994).

V roku 1906 z#&al s pripravami nalachtenie druhaccinium corymbosur.
Severoametan Coville. Jeho prvym krokom bola selekcia vhodnyetraploidnych
foriem divorastacich druhov rodivaccinium na vychode USA. Ztejto selekcie
pochadzaju odrody "Brooks”, "Rubel” a "Russel’,na@ldokazali napliii poziadavky na
mnoZstvo avikos® bobd. Druhy krok vroku 1911 viedol k prvym Kkrizeniam
uvedenych odrdd, ktoré vznikli z oswedych foriem divorastucich odréd, z ktorych
druh Vaccinium corymbosunk. bol najviac uéujuci a smerodatny pré&achtenie

divorastucich foriem (Gotz a Silbereisen, 1989).

Prvotni osadlici v Severnej Amerike rychlo objavithody brusnic od Indianov
a prvy popis poslali do Europy pravdepodobne kapit@ Johnom Smithom v roku

1614. On ich popisal ak@ervené bobule pomenované Kermes" (Trehane, 2004).

Druh Vaccinium vitis-idaed.. (brusnica ob¥ajna) rastie dobre na chudobnych

13



pdbdach v suavislych porastoch borovicovych a smrgklo lesoch a suchych
raSeliniskach, strednych polohach i vo vySSie paigZh oblastiach takmer po celej
Eurépe, Azii a Severnej Amerike. Kultirne odrodyniki vyberom z poévodnych

ekotypov a su nieklkonasobne vynosnejSie akol'me rastice (Matek, 1994).

Pestovanim druhu a jeha&htenim sa najviac venovali a venuji vo Svédsku.

V ramci Fachtitd’'ského programu bolo vo Svédsku sustredenych 2®daénych

lokalit prevazne z tejto krajiny, ale aj NOrskanska, pobaltskych republik, strednej
Eurdpy, Ruska, Kanady a Japonska. Boli uskueaé mnohopsetné krizenia s cfem

ziskania heterozygotnych foriem. Vo Svédsku sacasipsti pestuje 12 odréd, ktoré
boli vysachtené z divorasticich rastlin (Gustavsson, 1993)statnych rokoch sa
rozSiruje plantdZnicke pestovanie uvedeného draoielen vo Svédsku, ale aj
v Nemecku a inych krajindch Eurépy a tiez v USA hil€ Zaujem o pestovanie

vyslachtenych, viami produktivnych odréd brusnice sa zvySuje aj sLha

1.3 Ekologické naroky a podmienky pestovania druhuVaccinium
corymbosum L. a Vaccinium vitis-idaea L.

Vaccinium corymbosum L.

Niekd’korotné skusenosti s pestovanim druWaccinium corymbosum L.
v podmienkach Slovenska maju na Vyskumnej staréciQrave VUTPH v Banskej
Bystrici (Simala a Ostrolucka, 2005 a, b), kdeku 1993 bola zaloZzena prodné
vysadba a testovanych 12 odrdd uvedeného dr8imdla, 1999).

Rastliny brusnice chocholikatej su né&wé na svetlo a vodu, preto najlepSie
rastl a najkvalitnejSie Urody poskytuju na shgh stanovistiach s dostatkom vlahy.
SInené paasie a dostatok vlahy je zvtagotrebné &ase dozrievania a zberu, vtedy je
velkos’ i kvalita plodov najvysSia. Pre uspesné pestovamieriedky chocholikatej je
potrebna trka vegetaného obdobia minimalne 150 dni.
(http://www.wellberry.sk/index.php?page=4&jazyk=&ed &modul=0 [online]).

V tychto zemepisnych Sirkach s kontinentalnym dkigram pd@asia je to az po
nadmorsku vysku 700 — 750 m s priemernainow teplotou na 6 °C. Predpokladame tu
v3ak len uplatnenie skorych a stredne skorych odsidsenosti z pokusov dokazuju,
Ze rastliny su dostatoe mrazuvzdorné, znasaju bez poskodenia aj polhesyzh

teplot pod - 30 °C, prindSaju vSak nizSie Urodyledsom premrznutia kvetnych
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pi&ikov. Mrazuvzdorno v znanej miere ovplyiuji také faktory ako je fdka
veget&nej doby, urové hnojenia (hlavne dusikom) ¢&s vegetacie, odroda, vykyvy
v priebehu poasia vjeseni amas zimy (aklimatizacia rastlin), vyskyt a vyska
snehovej pokryvky i pestovd®ké podmienky.

Brusnica chocholikatd méa Specifické poziadavky ddup VyZzaduje priepustné,
l'ahké az stredngazké piesénaté az piesmatohlinité pody s dostatkom humusu (nad 3
%) a vémi kyslou pédnou reakciou. Optimalne pH pédy je 38 do 4,5 (v KCI),
zahrevné raSelinné pédy mézu tmpH do 4,9. Pre jej pestovanie su vhodné aj
skeletovité a menej urodné pdody, pretoze kovg systém brusnice chocholikatej Zije
v symbiéze s mykoriznymi hubami, ktoré napomahajékavaniu Zivin z menej
pristupnych foriem.

Pred vysadbou pozemok zbavime burin. Z herbicidmwipgeme pripravky na
badze glyphosatu. Nasledne plochu zorieme a vyroendmykovanim, W&i sklon
upravime terasovanim. P&du je potrebné prigravilostaténom ¢asovom predstihu
a kvalitne. Pokih sme s pripravou pody &li na jar a vysadzovabudeme v jeseni, je
potrebné plochu obsiamedziplodinou, ktord mézZzeme potizia zelené hnojenie, aby

sme zabranili zaburineniu.

Optimalny termin vysadby sadenic je skoraiesekora jar. V tomto obdobi
nastava intenzivny rozvoj karevého systému, preto rastliny maju dostataku na
adaptaciu a minimalizuje sa presadzovaci Sok. Brasohocholikata ma kotevy
systém rozloZzeny plytko pod povrchom pddy a tomjetqotrebné podriadi hibku
vysadzania. Ak je pdda dostate Uahnuta, rastliny (so zemnym balom) sadime
takmer zarovno s pddou, pripadne 30 — 50 mm hlBSialita rastlin a prava'sodrod je
dolezity faktor, ktory rozhoduje o efektivnosti esticie. NajlepSie je pouZi
vzrastnejSie dvojiiné sadenice (mnoZené z odrezkov algbeitro), ktoré rychlejSie
vchadzaju do obdobia plodivosti (Simala, 2007a, b)

NovozaloZzené vysadby su v prvych dvoch az Styro&bch mimoriadne citlivé
na zaburinenie. Bezprostredné okolie rastlin ueérhej Sirke asi jeden meter bez burin,
medziradie zv§ajne zatravnime menej intenzivnymi druhmi trav.r@abenie medzi
radmi je nevyhnutné na svahoch ohrozenych erézZibwicovanie je vémi Gginny
prostriedok v boji proti burinam. MéludrZuje priaznivé vihkostné iteplotné pomery
v pode, obohacuje ju o organickl hmotu a v zimndodobi zniZuje prefzanie pody.

Brusnica chocholikata je imi nara@na na vlahu ajej rovnhomerné rozdelenie, ale
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neznaSa zamokrenie. Patri k ovocnym druhom meme¢man na Ziviny a je citliva na
vysoku koncentraciu soli v péde. Délezita je nietidvka, ale aj forma pouzitého
hnojiva. Optimalizaciu potrieb hnojenia presnejStanovime rozborom pody alebo
analyzou listov (Simala, 2007c). Drifaccinium corymbosurh. kvitne az v maji,
takZze netrpi zmrznutim kvetov. Dozrieva v juli aigaste v zavislosti od odrody
a oblasti pestovania. Plodi na dvdjrom dreve, takZze na prvé plody si musimekpt
az do druhého roku veku. PInu plodivatosahuje v Stvrtom az piatom roku pestovania
a dokaze nas odmenvelmi peknou urodou tri az Sekilogramov z jedného krika.
Zivotnog’ uvedeného druhu je minimalne 25 rokov a niektoogagty su v pinej
plodivosti aj vo veku 40 aZ 50 rokov. Plody zberapniblizne p& dni po dosiahnuti
plného modrého vyfarbenia, kedy dosiahnu lahodmaksi chdi, ktora je osobita
a nenapodobitaa (http://www.zahradaweb.cz/informace-z-oboru/marska-
vyroba/Skusenosti-s-pestovanimkkeplodych-cucoriedok  s513x44672.html

[online])
Vaccinium vitis-idaea L.

Podobne ako pri druhvdaccinium corymbosum. boli v r. 1994 na lokalite obce
Kriva (Vyskumna stanica v Krivej na Orave) zap2 pokusy s pestovanim odrody
"Koralle” druhuVaccinium vitis-idaed_. (Simala, 1999), ktoré sa rozsirilo o testovanie
a Uspedné pestovanfalsich odrod (Simala et al., 2007).

Je zname, Ze druhy rodu Vaccinium su acidofilin&idtavky na pH pody su
podobné ako pri brusnici chocholikatej ( 3,5 — 4\bpripade, Ze pdda nema vhodné pH
urobi sa Uprava jej kyslosti. Rastliny brusnice @lpyej maju plytky korgovy systém
a z toho dévodu starobit Upravu kyslosti len doibky 0,2 — 0,3 m. NajvhodnejSie
rastliny na vysadzanie su jednoné, ktoré by mali by uz dostatdne zakorenené,
minimalne s troma vyhonkami. V &snosti sa pouzivaju &inou odrody, ktoré plodia
dvakrat za rok. Dolezitym krokom pred vysadbou jj@dstranenie vytrvalych burin.
Vhodnym na pestovanie tohoto druhu je &irée stanoviste, podobne ako pri brusnici
chocholikatej. Hnojenie nie je az takym vyznamny@aktérom v podmienkach
pestovania brusnice obgjnej. Dokaze priniesdobru Urodu aj bez prihnojenia. Rast
adalSi vyvin rastlin ovplyiuje podiel organickej hmoty v péde. Nanogs’ brusnice
obycajnej na vodu je nizSi ako pri brusnici chocholékaY¥ pripade, Ze pestujeme tento
druh v juznejSich oblastiach Slovenska naroky mduval vysSie ako na severe, kde je
potrebné zavlazovanie len minimalne. Na kvalitu wgel brusnica ob¥ajna tak isto
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narana. Boj proti burindm je neodmysliteou sdag’ou oSetrovania rastlin. NajlepSie
v boji proti burinam sa osveéilio nastielanie (mwovanie) okolia rastlin drvenou kérou
a pilinami (z ihlenatych drevin) a aj ikdim, pripadne lesnou hrabankou. Nastielanie
zabezpéuje rastlinam rovnomernua vihkods zniZzuje straty vody z pddy vyparovanim

(http://www.agroporadenstvo.sk/rv/ovocie/brusnita.fonline])

1.4 Introdukcia produktivnych odrdd druhu Vaccinium corymbosum

L. a Vaccinium vitis-idaeaL. a ich struéna charakteristika.

Prvé pokusy s testovanim pévodnej brusnicetajogj (Vaccinium vitis-idaea
L.) a achtenej odrody 'Koralle' saéadi na Slovensku v roku 1994 na lokalite Kriva
na Orave, na ktorej je priemern&ma teplota vzduchu 6 °C, &y Ghrn zrdZzok 800 —
900 mm. Pdda je kysla, pigsmto-hlinita poda (pH 3,92). V &snosti sa na uvedenej
lokalite pestuju uspesne dlSie odrody, napr. ‘Ida’, "Linnea’, "Red Pearl".

Pri brusnici chocholikatejMaccinium corymbosunk..) bolo testovanych 12
odréd: “Atlantic’, "Berkeley’, ‘Bluecrop”, "BluefayBlueetta’, "Burligton”, "Darrow’,
"Goldtrauben’, “Iranka’, "Jersey’, ‘Record” a “2Zutkube” (Simala, 2001a). Vysledky
pokusov dokazali, Ze druhvaccinium corymbosurh. je mozZné uspeSne pestéva

v tychto podmienkach Slovenska (Simala, 2001b).

V skasnosti je vysadenych zhruba 16 ha plantazi prevatiorskych oblastiach
(Liptov, Orava). Z odrdd su najviac zastupené: &iop‘ (55 %), ‘Blueray’ (25 %) a
‘Duke’ (15 %). Ostatné odrody tvoria 5 %. Zaujermpestovanie brusnice chocholikatej
v poslednom obdobi ztlae stupa, avSak z#md rozdrobenas a nevysporiadané
vlastnicke vfahy k pdde su naj¢dou prekazkou, ktord brani podstatnému rozSireniu
pestovatiskych pléch na Slovensku. Zakladanie praghykh vysadieb sa nggstejSie
realizuje z dvojrénych sadenic mnozenych takmer \yla technolégiouin vitro®.”
(Simala, 2007a). Prirodzené porasty brusnice prsa@ja Slovensku vyskytuju od nizin
az po vysoké horské polohy. Véasnosti uz existuje Ya vy¥achtenych a mimoriadne
produktivnych odréd, ktoré by nemali chyba Ziadnej zahradke. Uplatnenie najdu aj
ako dekorativne vzdyzelené rastliny v okrasn&gsti zahrady (vresoviskach)

(http://www.agroporadenstvo.sk/rv/ovocie/brusnitah
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1.4.1 Sw&asny stav pestovania produktivnych odréd druhu Vadoium

corymbosum L. a Vaccinium vitis-idaea L.

Brusnica chocholikata {accinium corymbosum L.

Perspektivy pestovania tohto druhu na Slovenskeetmi vel'ké, nakdko je to
plodina vhodna na vyuZzitie malo Grodnych a kyslpéa, ktorych mame na Slovensku
dostatok. Svojou vySSou prodirog’ou, kvalitou a stabilitou Urod dokaze vhodne
nahradi nedostatok plodov brusnic&coriedkovej. Z jedného hektara plantaze je
mozné v tychto podmienkach kazdeme ziskd 6 az 12 t plodov, pfom Zivotnos

plantaze je aj viac ako 30 rokov (Simala, 2002).

Brusnica obyajna (Vaccinium vitis-idaeal.)

SlEasna vymera prirodzenych porastov brusnicecajmgj a jej celkova
produkcia na Slovensku je zanedliate V s@asnosti je cela poziadavka plodov
brusnice ob¥ajnej rieSena dovozom najmad zI'Bka, Pobaltia, Ruska. Z USA sa
dovazaju do Eurdpy takmer vyine plody druhu brusnice ¥eoplodej {accinium
macrocarpon Ai). Slovensko ma vhodné Kklimatické podmienky a dokta
nedrodnych, extrémne kyslych péd na zintenzivngeistovania brusnice otgjnej.
Svedtia otom aj vysledky pokusov v Krivej na Orave, riéosa tam realizuju od
spominaného roku 1995. Vysledky dokazuju predn§istchtenych foriem brusnice
obycajnej, hlavneco sa tyka vekosti Urod a kvality plodov, oproti pévodnej forme.
Brusnica obyajnd je malo nakmy, ekologicky prijatény a zarova velmi
perspektivny ovocny druh pre tie najkyslejSie ahaglobnejSie pody horskych oblasti
Slovenska. V stasnosti je k dispozicii uz viacero odrdd, vhodnyak pre produkciu

plodov, ako aj na dekorativnéaly (Simala, 2005).
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1.4.2 Charakteristika odréd druhu Vaccinium corymbosum L. a Vaccinium vitis-
idaea L.

Vaccinium corymbosuni..

‘Berkeley' — povod odrody je z USA, kde bola \igEhtena a v roku 1949 a aj
zaradena do pestovania. Ma silny rast a tvori mA&ry so silnymi vyhonkami. Jeden
z charakteristickych znakov tejto odrody jelk@st’ listov, ktora je vé&Sia ako
pri ostatnych odrodach. Sfarbenie listov je svetleré a zo spodnej strany striebristé.
.Bobule su véké, az vémi vel'ké s vyraznou kaliSnou jamkou. Maju takmer ity
tvar s nepatrnym sploStenim. Duzina je pevna, statbenkava, pokryta jemnou Supkou,
malo aromaticka, vinovosladka, ale dobra. Plodyumajrovnani vékos’ asu v
riedkom, vékom strapci. Bobule po dozreti maju atraktivhu lewebdra farbu
s intenzivhym voskovym nadychom, na oslnenej stistniebristé, akoby ,posypané
mukou“. Je cudzoopelivd a aj samoopeliva. Patriznsttedne neskoré odrody a jej
dozrievanie prichddza o 4 az 6 dni neskér ako @df8tlecrop”. Medzi jej vyznamné
vlastnosti patri produktivita, pod ktorou sa mystvne vémi skora plodnasa vysoké
arody. Odrode sa dari vo vSetkych vyrobnych oldakti NeznaSa silné zimné mrazy.
V zimach s vysokou snehovou pokryvkou trpi&nan poskodenim (polamanim) krov
vplyvom tazkého topiaceho sa snehu. Treba potizoxereny mnozitésky material,
pretoZe odroda je citliva na virusové choroby. Rlsa daju pouZina priamy konzum,

ale aj na zmrazenie (Hovsky et al., 2004).

'‘Bluecrop' — odroda pévodom z USA, kde bola ¥g8éhtena krizenim hybridov
(Jersey x Pioneer) x (Stanley x June) a do pestavaaradena v roku 1952. V
sitasnosti patri medzi najbbbenejSie a najviac preferované odrody vo svete. Ma
vzpriameny ker, gilovitého tvaru, stredne husty a s bujnym rastom.vianelené listy
su v&Sie. Rastlina dorasta aj do vysky 2m. Bobule slik&eaz vémi velké
plochogwovitého tvaru, v stredne hustom strapcilkastne vémi vyrovnané. Maju
atraktivnu svetlomodra farbu s intenzivnym voskovyovliakom (oinovatenim).
KaliSna jamka bobule je ¥mi mala. Plody maju \eni pevna Supku. V dazdivom
pocasi nepraskaju a po dozrétstane opadavaju. Odolndsoci chorobam je stredna
az vysSia. Neprekazaju jej ani suchsSie stanoviltrazuvzdornos preukazuje v dreve
a aj kvete. Ostatné uvedené vlastnosti uigy Ze je vhodna do vysSich drsnejSich

polbh, ¢o sa prejavuje aj na kvalite plodov.dénie optimalneho terminu zberu je pri
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tejto odrode vemi dblezité a vyzaduje si &t skiuseno& Predasny zber ma za
nasledok vysoky podiel nerovhomerne vyfarben§etvenkastych boliti Pre udrzanie
stability Grod, vékosti a kvality bobil vyZzaduje prisnejSi rez, pretoZze ma sklon
preplodzovéd. Vyznam plodov je v tom, Ze su prednostn&ng na priamy konzum v
cerstvom stave, ke su plody dostatoe pevné, znaSaju transport a aj skladovanie.
DalSie vyuZitie je v zmrazovani alebo pouZiti naobr kompétov (Heovsky et al.,
2004).

‘Bluejay' je stredne skora odroda, ktorej vzrast je silfkeaslabo az stredne
rozlozity. Plody su stredne Meé az véke, slabSie oinovatelé s tendenciou drobenia
plodov. Délezitymi vlastna@ami je aj pevnasa odolnos vaci praskaniu plodov. Ich
chuw je vinovo sladka. Mrazuvzdorrntbge pomerne dobr&o patri pri tejto odrode k
tym lepSim vlastnostiam. Odroda je dostato prispdsobena aj k mechanizovanému
zberu. Plody sa menej vyuzivaju na predajevstvom stave a ich hlave vyuZitie je
v spracovani (Htiovsky et al., 2004).

'‘Blueray' — odroda vyBachtena v USA v roku 1934. Pochadza z krizenia
hybridov (Jersey x Pioneer) x (Stanley x June) pbmdulkinej vyroby bola zaradena az
v roku 1955. Rast je Veni silny, vyhonky vzpriamené, neskor SirSie rozkemdé.
Tmavozelené listy su Vké. Pri  porovnani s odrodou “Bluecrop” su podohle.
samoopeliva a aj cudzoopelivd, gom cudzoopelenie Veni pozitivne vplyva na
vel’kog® bobd’. Plody su vémi podobné odrode ’“Bluecrop”. Bobule su
plochogwovitého az glovitého tvaru, s malou kaliSnou jamkou, niekedyicje tvar
Ciastane zdeformovany vplyvom toho, Ze odroda vytvardasSkeasa tesné strapce, ktoré
zabraujua pravidelnému vyvinu tvaru bobidzZelenkava duzina plodu je pevna, sladka a
jej chuwoveé vlastnosti su Veni dobré. Délezitou vlastnésu je pevnos plodov p@as
dazf’ov a zrenie nastava dva, tri dni skér aleb&aste s odrodou "Bluecrop”. Okrajové
oblasti su najvhodnejSie pre odrodu "Blueray’, gtetma lepSiu mrazuvzdornos
porovnani s odrodou “Bluecrop”. V horicom podnebjeg tiez vémi dobre dari. Jej
arodnog je dobra ale ma tendenciu preplodzbv&tabilitu Urod, kvalitu a aj Veos’
bobd’ dokdzeme udrZaprisnejSim rezom a regulaciou plodonosného ohragtu
horskych podmienkach Slovenska (Orava) dava kaZdereysSie Urody ako odroda
Bluecrop. Nevhodné polohy su veterné, kde mézenadea k nadmernému ohybaniu
az vylomeniu a to najméa kvéli vzrastu a Urodnodtiodly. Hlavné vyuZzitie je na priamy

konzum ale vhodné pouZitie je aj na zmrazenie¢@¥sky et al., 2004).
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'‘Duke’ - ker vzpriameny, otvoreny s rozvetvenym kioim. Je to vitalna a
velmi produktivna odroda. Plody sulké, svetlomodré, pevné, prijemnej chuti. Pre
tuto odrodu je typickd J&a vyrovnanos plodov po celd dobu zberu. Vyznamnymi
znakmi tejto odrody je pevntsa krehkos duziny. Chti je priemerna ale zlepSuje sa
skladovanim v chlade. VyZitie plodov je na zmrazogai predaj vcerstvom stave
(Hricovsky et al., 2004).

‘Earliblue’ - najneskorSia odroda. Tvori pevny vzpriameny kgomalSim az
mierne silnym rastom. Plody su svetlomodré pevtiédee véké az véké, po dozreti
neopadavaju a dobre sa oberaju. Maju dobr&’.cRumodukuje prvotriedne plody a je
stredne produktivna. Neznasa mrazové kotliny aostlibnazované (nestruktirne) pody.
Mechanizovany zber je celkom UspeSny sl'ame pouZitia plodov na spracovanie
(Hricovsky et al.., 2004).

'Herbert' — odroda pévodom z USA, kde bola Vg8htena z odréd Stanley x (
Jersey x Pioneer ), ale na pestolsité &ely zaradena az v roku 1962. Odroda dostala
nazov po zndAmom americkorfeghtitelovi menom Herbert Beebe. Rastie silno, &sav
rozlozité stredne vzrastné kry. Vyhonky su hrubgomerne pevné. Listy ma stredne
velké a tmavozelené. Kvitne neskoro. Dozrieva o 8 2zddi neskorSie po odrode
"Bluecrop” a takmer sasne s odrodou “Jersey’.Iwf@ produktivna odroda, ale menej
mrazuvzdorna. Je samoopeliva a aj cudzoopeliva.zMddlezité znaky patri Vkos’
plodov, ktoré su vi&ké az vémi vel’ké. Patria medzi naj¢die z pomedzi vSetkych
odréd (Hrtovsky et al., 2004). Bobule sulk& a maju vyrazne splosteny tvar. Rastu vo
velkych, tesnych strapcoch, Rkwstne pomerne vyrovnané, s menej osrienenym
povrchom, aromatické, vinovokyslej, ale dobrej cl dozreti) (Simala a Ostrolucka,
2002). Ak je pdas zberu dazdivé pasie vo vySSich polohach, plody mézu’ limprsej
chuti i kvality. Tato odroda je najvhodnejSia dplgSich nizinnych oblasti, kde sa da z
nej vytazi maximum. Nema nachylntsia choroby a Skodcov. Odpoaisa skér do
zéhrad alebo mensSich produakch vysadieb ako na intenzivne vysadby z dévodu
nachylnosti na ottgenie. Plody su aj menej oinovatelé. SU hlavngng na priamy
konzum (Hréovsky et al., 2004).

‘Jersey' — povod odrody je v USA, kde bola Vg&€htena v roku 1916, a tym sa
zaraluje medzi najstarSie vidchtené odrody. Do pestovania bola zaradena v roku

1928 a pochadza z odrod Rubel x Grower. Rast mg skKry m6zu dosahoveacez dva
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metre, pritom nemaju sklon k zalfosaniu. Zltozelent farbu maja vyhonky hlavne
v zime. Listy su vEké, Sirokoovalneho tvaru. V naSich klimatickych puoénkach
dostaténe mrazuvzdorna (Hiovsky et al., 2004). Bobule su strednékées vyraznou
kvetnou jamkou, Vikostne malo vyrovnané. Maju vinovosladka a dobrat'cfpo
dozreti). SU vhodné na priamy konzum a na spradevdddroda sa odpota do
zéhradiek v niz8ich polohach s dlhdim vegefan obdobim (Simala a Ostrolucka,
2002).

'Spartan' — ker ma rovnomerny rast so strednou silou. Uredrdnsahuje
priemerné hodnoty. Plody su z kvalitativneh@adiska na vysokej arovni. Bobule su
dostaténe veé’ké s vybornou chiou, preto su wite odpordéané na priamy konzum.
Kvitne neskoro, ale dozrieva skoro aje mrazuvzgoBobule su vBmi atraktivne,
¢asto s povlakom na Stvrtine plodu. VyZzaduje Spelaifi polohy dahkymi dobre

drendzovanymi podami (Hiavsky et al., 2004).

Vaccinium vitis-idaeal.

'lda’ — stredne skora odroda, \ig&htena v roku 1997 vo Svédsku. Vznikla
vol'nym opelenim z vychodiskového materialu pochadedjacz provincie Smaland.
Rast rastlin je vzpriameny a silny. Vytvara niz&empaktné, viémi dekorativne kry

guratého tvaru. Dospelé rastliny dosahuju vysku 1dn-00,2 m. V porovnani s odrodou

'Koralle' sa slabSie rozkonaruje podzemnymi vyhaomkalisty su tmavozelené,
pomerne vEké a lesklé, na vrchnej strane s vyraznou Zilnatiidpbule su giovitého
tvaru, atraktivnej Ziariwervenej farby, viké az vémi vel'ké (0,5 — 0,8 g). Oproti
odrode ‘Linnea’ ma nizSi obsah kyselin a antokygtovarbiv. Bobule su uloZené v
podlhovastom, kratkom, stredne hustom strapci (b bob®). Velkostne sU menej
vyrovnané. Kvitne dvakrat za vegetaciu a aj dozrieverminoch ako odroda 'Koralle',
preto sa odpokia na vysadbu len po nadmorskd vySku 750m. Je dostat
mrazuvzdornd, stredne Grodné odroda (100 — 15Gpploa 1 ker) (Simala, 2005).
'‘Koralle' — pdvod odrody je v Holandsku, kde bola kgéhtena (v r.1969). Jej
prvotné vyuzitie bolo ako okrasna rastlina, az Begu zaradili na produkciu plodov.
Odroda disponuje dobrou produkciou, nadpriemernyprigsmenym rastom (0,3 m).
Korenovy systém, listy ale aj kvitnutie a dozrievanievgfmi podobné ako pri odrode

‘lda’. Bobule su diatého az podlhovastého tvaru, strednék&eaz malé (0,39),
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atraktivnej jasnéervenej farby s mensim obsahom kyselin. Plody mé#&stmené vo
vel’kom, podlhovastom, stredne hustom strapci. SU poeneyrovnanej vikosti, ale
nerovnomerne dozrievajuce najma v druhom, jesenroene. V prvej arode je podiel
hniloby plodov vysSi, v druhej Urode sa hnilobadalv vyskytuje len nepatrnej miere.
NajvhodnejSie polohy su pre odrodu humozne, diies dobre drendZzované, ato
z hradiska vysokych arod. Prvy zber sa robéne, pretoze méze ptik poruSeniu
kvitnucich rastlin alebo nasady plodov. Vocsich produknych vysadbach sa prvy
zber nepouziva. OVa dolezZitejSi je druhy zber, ato kvoli kvalite gty a vékosti
arody. Okrem raného zberu je pri druhom (jesennom) zbere moZnéZipoai

mechanicky (Hdovsky et al., 2004).

'Linnea’ — pochadza tak isto ako odroda ‘lda” z Balsgard zédska, kde ju
vySFachtili v roku 1997. Patri medzi novSie, mrazuvrdor hlavne perspektivnejsie
odrody, atym ma lepSie moznosti vyuZitia v prattulch vysadbach. Tvori silnég,
vzrastné, vzpriamene rastlce, slabo sa rozkon&ukamenpaktiné kry. Dospelé rastliny
maju vySku od 0,15 — 0,25 m. Listy su tmavozeldngchu v&Sie od inych odrod.
Kvitne va’mi skoro az skoro, gasne s odrodou Koralle, ale dozrieva neskoro. Psody
stredne viké (0,33g), vyrovnanej Vkosti, uloZzené vo J&om a hustom strapci,
pomerne rovnomerne dozrievajuce. Bobule majiogity az slabo plochodovity tvar.
Plody su vyraznej tmavervenej farby, kyslé, Jieni odolné v@i hnilobe. Tato odroda
je vhodna do zahrad ale tak isto aj dékewyroby, ale na Slovensku eSte pomerne malo
vyskusSana (Htiovsky et al., 2004).

'Sanna' — pbévod ako pri odrodach “Ida” a "Linnea’. Odrodaabo}¥achtena
v roku 1988. Tvar kra je diaty so stredne silnym az silnym rastom. Vyska iras0,2
— 0,3 m. Vytvara viké strapce. Bobule su stredne’kée az véké(0,369), v stredne
hustom strapci - J&ostne menej vyrovnané, pomerne rovnomerne dojdeea
Odroda dosahuje vynikajuce urody v idealnych podkaeh (sIngné stanoviste,
humozne, piasté, dobre drenazované). Véasnosti patri medzi odrody najvhodnejSie
do va’kovyroby (Hricovsky et al., 2004).

'Sussi' - licenne chranend odrodRast kra je rozlozitejsi a rastliny dosahuju
vySku 0,15 — 0,25 m. Vhodna do skaliek (vresoviBkddy su stredne Vké az véke,
vybornej kvality. V strapci hromadne dozrievajiggzmiestnené na povrchu kra. Uroda
Z jedného kra méze Byaz 200 gramov. Je dobrym dpgatom pre odrodu "Sanna’.
(Hricovsky et al., 2004).
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'Red Rearl' — stredne produktivna odroda , Vgghtena v Holandsku. Kry rastu
vzpriamene adosahuju vySky az 0,35 m. Plody s@dse véké az véké
tmavaiervene] farby avybornej kvality. Listy su lesklémavozelené, \ani
dekorativne. Urodu prina3a dvakratme. Je dobrym ofievaiom pre odrodu “Koralle”.
(Hricovsky et al., 2004).

1.5 Vyznam a praktické vyuzitie druhov (V. corymbosuniL., V. vitis-

idaeal..) rodu VacciniumL.

Druh Vaccinium corymbosuni.

Plody cucoriedok pravom zarfujeme medzi najzdravSie ovocie. Obsahuju
vitaminy, mineralne latky a farbivd (antokyany)odé& maja mimoriadne priaznivy
vplyv naludsky organizmus. ZvySuju obranyschophgmdporuju rast u deti, vyborne
posobia proti hngkam, slizia ako podporny prostriedok pri che cukrovky
a reumatizmu (DuSkova a Kitipa, 2003). Maju ochranny ¢inok vcei srdcovym
chorobdm, rakovinovym ochoreniam a starnutiu. Biivae extrakty lesnych
cucoriedok, bohaté na antokyaniny a proantokyanidigligazujl vyrazna antioxidau
aktivitu. Antioxidatna kapacitatucoriedok je ovplyviovana r6znymi faktormi (teplota,
pH, oxidacia). V porovnani s lesnymi jahodami ainahi je asi 3-nasobne vysSia, ale
obsah vitaminu C asi 4-nasobne niz8ucoriedky sU povaZzované za jeden z
najbohatSich zdrojov antioxitiaych latok a potvrdili v nich tiez linearny tah medzi
antioxida&nou kapacitou a celkovym obsahom antokyaninov gfg@uoblov. V $ave
cucoriedok (vyazok 74 az 83%) obsah antokyaninov predstavuje Z8% a celkovy
obsah polyfenolov 36 az 39%. ZloZenie a obsah &ych zl&enin vcucoriedkach sa
meni vo vZahu k odrode, ému obdobiu, ako aj lokalite rastu. Vyznamnymi
zlozkamic¢ucoriedok su esencialne prvky (K, Ca, P, Mg, Al, Bj, Ee, Na, Mn a Zn),
pricom priaznivym faktorom préudsky organizmus je nizky obsah Na (Vollmannova
et al., 2009)Cucoriedkova ava, konzervovanéucoriedky alebo marmelada z plodov
su vynikajucim prostriedkom na &dbu zapalov Ustnej dutiny a hltana (Volak et al.,
1983).
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Druh Vaccinium vitis-idaeal.

Brusnica obyajna je pre svoju Specificki chuplodov a li€ivé &inky u
konzumentovcoraz olfubenejSia. Plody obsahuju hlavne cukry, organickeekny,
pektiny, mineralne latky (P,K), flavonidy, glykozidarbutin) a vitaminy (C a P). VysSi
obsah kyseliny benzoovej v plodoch zvysuje ichrivast. Ovocie mozno spracova
na kompoty, gavy, dzemy aj likéry, daju sa zmrazdvasusi’. Maju Siroké pouzitie v
potravinarskom priemysle. Plody sluzia ako podpgurgstriedok v prevencii a libe
zapalov mooveho Ustrojenstva, reumatizmu a dny. Pdsobia tkime na traviacu
sUstavu, pouzZivaju sa pri dige nachladnuti (zniZzuju hatky). ZvySena konzuméacia
plodov sa vak neodpafa@ludom nachylnym na tvorbu obtkiovych kaméov (Simala,
2005).

1.6 Metody rozmnozovaniaVaccinium spp.

1.6.1 Klasické metddy rozmnoZovania - generativna a vegatvna produkcia

Generativne rozmnozenie

RozmnoZenie semenom predstavuje najprirodzenejSetéda mnoZenia.
Velkou nevyhodou je vSak Stepenie znakov a vlastnBsts$tliny vzniknuté zo semien
maju len malé percento zhodnych alebo podobnyclstndati materskej rastline
(Duskova a Kofiva, 2003).

Vegetativhe mnozenie

Mnozenie drevnatymi odrezkaiei najpouzivanejsi spdosob mnozenia. Odrezky
sa odoberaju v marci az aprili. Silné, zdravé aelolyzreté vyhony, tensie ako ceruzka,
davaju najlepSi mnoziteky material. Vyhony mali by dlhé od 53 - 75 cm.
Neodoberame vyhony tenké a makké, ani vyhony skweit pikmi. Skoélkarske
podniky odoberaju vyhony uz vo februari a poneciidveh vo vihkej raseline pri
teplote 0 — 5°C. Vyhony sa narezu na 10 — 12 cré dlirezky s 5 — 6 @gikmi. Spodny
rez musi by vedeny nad piikom. PretoZze odrezky korenia pri teplote okolo °Z)
musia by umiestnené v skleniku. NajvhodnejSia zmes pre reékwanie odrezkov su
tri diely cistej raSeliny a jeden diel piesku. Rast kone podporuje pouzitie vhodného

stimulatora. Odrezky korenia len pri dodrZzanej pniamej vihkosti a vzduSnosti
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substratu, pri vys$Sej vzdusnej vihkosti, dostatketla a teploty okolo 20 °C. Pri silnom
slne&gnom osvetleni je nutné zatienenie. Koncom julahjedné podpotirast koréov
slabSimi davkami hnojiv. Hnoji sa dvakrat v intéevasi desiatich dni. Od polovice

augusta sa odrezky uz hriofiesmu.

Mnozenie bylinnymi odrezkaiei spésob sa pouziva zviaglete. Tieto odrezky
musia by umiestnené v mnoziarni s regulovanou teplotoun&od’ou. NajvhodnejSia
teplota je vrozmedzi 20 — 25°C. Zakorenené odrezkyovembri presadime do
kontajnerov a prenesieme do sklenika. Na dJaiSieho roku zakorenené odrezky

vysadzame do JImého priestranstva.

Potapanie— po odkvitnuti silnejSie vyhony, ktoré v spodiagti zdrevnateli
zohneme na zem, prichytime ich vidlicou alebo dngwe kolikom a nahrnieme na ne
asi des& centimetrov vysoku vrstvu zeminy. Na jaseu uz vyhony zakorenené
a mbdzeme ich oddél{Duskova a Kopiva, 2003).

1.6.2 Rozdelenie a charakteristika kultdr in vitro

Kultdry in vitro rozdd'ujeme na:
» Organizované kultary — predstavuju organy alebo ich zaklady, ktoré su
pestované v podmienkacin vitro spbésobom, ktory umaibje ich rast
a diferenciaciu, ptiom sa zachovava ich stavba a funkcia. Prikladom
organizovaného rastu su:
» Meristémové kultary
» Kultary rastovych vrcholov
* Nodalne kultary
e Embryokultary
e Kultdry izolovanych korgov
» Kultary s neorganizovanym rastors ak do vyvinového cyklu explantatovej
kultiry je zahrnuta faza dediferenciacie a vysledkkultivacie in vitro je
produkcia pletiva, ktorému chybajérty organizovanych Struktdr. Genotyp
regenerantov je ovplyvneny touto cytogeneticky ai@stou fazou kultdryin
vitro. Vysledkom su genetické a karyologické zmeny &agll genotyp

a fenotyp regenerantov.
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Typickym prikladom neorganizovaného rastu su:

» Kalusové kultary

* Bunkové suspenzné kultary

* Protoplastové kultury

» Pdnicové a mikrospérové kultury

Organizované kultury- diferencované bunky organov alebo pletiv izotged

z donorovych rastlin najprv prechadzaju procesordifelenciacie. Vysledkom je
proliferacia neorganizovane rasticeho kalusu, ®kim sa zmenou kultizaych
podmienok indukuju procesy morfogenézy aregeners@l kompletné rastliny.
Regeneracia rastlin z neSpecializovanych a neargaamych buniek kalusu sa
ozna&uje ako nepriamy spOsob regeneracie, a to neptaorganogenézou alebo

nepriamou somatickou embryogenézou (Salaj a Blet2@E6).

1.6.2.1 Regeneréacia a reprodukcia rastlin vyuzitim kuhdvitro a prednosti

uvedeného spbsobu ich rozmnozavan

Meristémoveé kultury s poda Hay a Tsiantisa (2005) pletiva, izolované
z p&ikov a pestované v podmienkaichvitro. Meristémy su zhluky nediferencovanych
buniek, ktoré sa zakladaju gas embryogenézy rastlin. Predstavuju pletivo najgitdn
casti vrastlinnom organizme, ktorého bunky vyapa zna&nou totipotenciou
a schopna®u intenzivne sa déli Nachadzaju na vegeétaom vrchole vyhonku
a rastovom vrchole hlavného kaee Castellano a Sablowski (2005) tvrdia, Ze nové
bunky neustale produkované meristémami podliehajérehciacii, formuju pletiva

a nové organy, a tak vytvaraju zakladnu stavbdimagtho organizmu.

Meristémové kultiry zakladame izolaciou a kultivaci miniatirnych
meristémov rastovych vrcholov. Explantaty izolujemapikalnych alebo lateralnych
pikov. V ¢ase izolacie ichidka dosahuje 0,2 — 1 mm, obsahuju apikalny merist@m

listové primordia (Salaj a Blehov4, 2006).
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Axilarny padik

Obrazok 1. Rastovy vrchol s lokalizdciou meristému, listolyprimordii a axilarnych

p&ikov ( George, 1993).

Rastové centra vyhonkov mézeme kultivoweez preruSenia ich organizovaného
rastu. Vysledkom su vyhonky, ktoré sa m6zu zakdreni ma véky prakticky vyznam

z hradiska mikropropagécie rastlin.

Z praktického Hadiska su meristémové kultiry Ivei cenné avyznamne,
nakd’ko umo#uju eliminaciu virusovych choréb. Pri zaloZzeni removej kultlry
plati vSeobecna zasada, @ mensi je primarny explantat, tymégé nie vysSia je
pravdepodobna’s odvodenia bezvirusového jedinca, ale preZivanielovanych
meristémov klesa so zmensSujucou skkeg’ou. Neznamena vsak, Ze explantat zbaveny
patogénov si svoju odolnbgachovava trvale. Na uplnu likvidaciu virusov saiZiva
termoterapia a chemoterapia (fred, 1995).

Produktom meristémovej kultary je fenotypovo homuuge a geneticky stabilné
potomstvo. Odchylky prevazne odrazaju suboptimdodmienky kultivdcie a maju
charakter vyznievajacich modifikacii. Frekvencia témii v klonovom potomstve
neprevysuje frekvenciu mutacii pri mnozZeni téagm spbésobom vegetativheho

klonovania (Kamenicka a Vizarova, 2000).

Kultdra apikalnych a axilarnych pw@ikov — proliferacia axilarnych vyhonkov
z izolovanych apikalnych alebo axilarnychépov je iniciovana vplyvom relativne
vysokej koncentracie cytokininu. (George, 1993)tal@afastejSie pouzivana alrei
spd’ahliva metéda mikropropagacie rastlin. Z tejto kmjtsa odvodi kultlra vyhonkov.

Kultdru vyhonkov — cidom tejto kultiry je multiplikacia opakovanym
axilarnym vetvenim. Explantat obsahuje intaktny kajsly meristém a dosahuje

priblizne dzku 20 mm. Explantaty sa izoluju z aktivne rastidcigzghonkov. Ak je

28



mozné, odporfa sa poufi explantdt skér w&ich rozmerov. Zaisje to lepSiu
manipulaciu pri izolacii a zakladani kultary a otgi@ viac axilarnych pifikov. Pri
vacSich rozmeroch explantatov je nevyhodou komplikey&ia sterilizacia. Pomerne
¢asto sa pouzivaju ako explantaty vyhonky ziskam&zstémovych kultar, ktoré su bez

virusov (Salaj a Blehov4, 2006).

Nodalne kultary (segmentované a nesegmentované). Primarnym e&joant
moézu by hlavny alebo laterdlny vyhonok s viacerymi nodigoilami). Kultivacia sa
uskut@ni nasledovne: Vyhonok zbavime listov, pokrdjamesegmenty — jednonodalne
alebo viacnodalne. Kazdy segment obsahujecikpu(jednonodalny segment)
a viacnodalny segment viac gkov. Segmenty polozime na meédium. Teoreticky
z kazdého uzla, ktory obsahujeépavyrastie vyhonok, ktory méZzeme odizolava
zakorenf alebo pouZijeme ako explantat na opakovant mikiéipiu. DalSou metédou
je kultivacia nesegmentovanych vyhonkov s uzlameségmentované nodalne kultary).
Po odstraneni listov vyhonok s pazusSnymtikini poloZzime v horizontalnej polohe na
médium. Teoreticky z kazdého uzla méze vyrasvy vyhonok, ktory zakorenime,

alebo pouzijeme na opakovanu multiplikaciu (SalaBé&ehova, 2006).

1.6.3 Charakteristika procesov morfogenézy v ktire in vitro a tloha rastovych

regulatorov pri ich regulécii.

Morfogenéza je proces diferenciacieldtir a organov. Diferenciacia réznych
novych organizovanych Struktdr a organov na explach, kultivovanych na Zivhom
médium, je prejavom totipotencie somatickych rastlich buniek. V podmienkadin
vitro mdZzeme regulova smer procesu morfogenézy. Morfogénny proces vzniku
a diferenciacie Struktur a organov, ktoré v povadnexplantate neboli, méze viek
organogenéze alebo embryogenéze, a to modifikagiagtornych a vonkajsich faktorov
morfogénny. Morfogenézouwle novo diferencované organy (adventivne Ciay,
somatické embrya) nazyvame adventivne organyj(&&tehova, 2006).

Regeneracia v prirodnych podmienkach a regenernacigitro ma niekdko
spolanych charakteristik, avSak Specifické podmienkytikatie navodia niektoré
odliSné procesy (napr. dediferenciaciu), ktoré gairodnych podmienkach vyskytuju

zriedkavo alebo vobec (Hrubikova et al., 2009).
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Proces morfogenézin vitro (v smere organogenézy alebo embryogenézy) oipjyv
viaceré faktory, z ktorych najdélezitejSie su:
» kultivatcné podmienky (zloZenie Zivného média, zvl&§p a koncentracia
rastovych regulatorov, fyzikalne faktory),
* genotyp kultivovaného rastlinného materialu,
» fyziologicky stav explantatu (rastova faza, obsatdogénnych rastovych

regulatorov, zdravotny stav donorovej rastliny).

Morfogenéza z&na bunkovym delenim, ktoré vedie kvzniku buniek
meristematického typu. Zoskupenim buniek takéhgpta sa vytvoria podmienky, ktoré
dovd’ujd meristematickym bunkam, zoskupenym v meristeloch, za istych
podmienok reagovaa smerové k organizovanému vyvinu na vysSej urovni. Tato
predstavuje regulaciu polarity a medzibunkovy peemaformécii o funknom stave
okolitych buniek.(Bobak a Samaj, 1999).

Z&kladom adventivnych organov alebo somatickyctbrgimsu morfogénne
meristémy. Morfogénne meristémy sa zakladajd’ fpuniamo v pévodnom explantate
diferencovanych buniek (priama cesta) alebo v regrgvanom kalusovom pletive,

ktoré je vysledkom dediferenciacie pletiv pévodnéhkplantatu (nepriama cesta).
Salaj a Blehova (2006) uvadzaju nasleddstaélia morfogenézy:

> Stadium dediferenciacie — v tomto $tadiu bunky adnl schopnaosreagové
na morfogénny stimul. Nastava ich dediferenciacia.

> Stadium indukcie — v tomto 3tadiu s bunky deteowémé na diferenciaciu
Specifického organu (koiie vyhonok) arozhodujuce je Specifické pbsobenie
rastovych regulatorov.

> Stadium morfologickej diferenciacie arastu — ptedminacii na 3Specificky
vyvinovy program v druhom Stadiu proces prebidlaéej. Postupne sa objavuju
diferencované Struktury, ktoré su z2eyne aj morfologicky rozliSiimé. Toto

Stadium zvyajne uz nevyzaduje pésobenie rastovych regulatorov.
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Rastove regulatory
Rastlinné rastové regulatory boli prvykrat obja&ewnrastlinach na zatku
dvadsiateho stotte. Endogénny rastovy regulator sa nazyva rastovygrménom
(fytohormon) - v akademickej terminolégii “orgakéczlteniny syntetizovaneé v jednej
casti rastliny a translokované do irejsti rastliny, kde vo vieni nizkych koncentraciach
spbsobuju fyziologické reakcie ”. &sné poznatky, ako aj kondagé pouzitie rastovych
regulatorov sa zvySovalo. Zeniny extrahované predtym z rastlin s&atiavyrdba
synteticky, a tak v siasnosti mame rastové regulatory prirodného (fytoidory), ale ajj
syntetického pbévodu. Synteticky rastovy regularSjruktirou podobny rastlinnému
horménu ale nepovaZuje sa za rastlinny horméon (Berga Lessenger, 2006).
- Rastové regulatory, ktoré vplyvaju na procesy raswyvinu pozitivne,
ozna&ujeme akaestimulatory(auxiny, cytokininy, gibereliny,).
- Latky, ktoré brzdia rast avyvin rastlin nazyvarmibitory (napr.
kyselina abscisova, fenolové latky, etylén).
- Stimulatory vo vysSich mnozstvach mdéZu rast inkdboa inhibitory
v nizkych mnozstvach stimulovgHudak et al., 1991).
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Tab. 1. Rozdelenie rastovych latok a rastovych redgtorov (Sebanek et al., 1983)

Nativne — rastové latky (fytohormoén

Auxiny
IAA — kyselina indolyl-3-octova

IAN — indolyl-3-acetonitril

PAA — kyselina fenyloctova

cytokininy

Rastove zeatin — 4-hydroxy-3-metyrans-2-butenylaminopurin

stimulatory zeatinribozid

IP — izopentenyladenin

IPA - izopentenyladenozin

difenylmaiovina

Gibereliny

A1, Ay, A3’ LA ald.
ABA — kyselina abscisova

Rastové xantoxin

inhibitory fenolické latky

kyselina jasmonova

Etylén

Syntetické— rastové reqgulator

IBA — kyselina indoly-3-maslovi
NAA - kyselinaa-naftyloctova

Auxinoidy 2,4-D — kyselina 2,4-dichlérfenoxyoctova

2,4,5-T — kyselina 2,4,5-trichlorfenoxyoctova

MCPA — 4-chlér-2-metyl-fenoxyoctova

kinetin — 6-furfurylaminopurin
Cytokininy BA - benzyladenin
PBA — tetrahydropyranyl-benzyladenin

MH — hydroxid kyseliny meleinovej
Retardanty CCC - chlércholinchlorid

TIBA — 2,3,5-trijodbenzoova
CEPA kyselina 2-chléretylfosfonova
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Auxiny — patria medzi prvé objavené rastlinné hormony. kurd926 ich
identifikovali ako chemicky prendSaktory sa pozitivne podial na fototropizme pri
klicnych rastlinkach ovsa. Jeho podrobnejSie charaktesinie vtej dobe nebolo
mozné, pretoze sa nachadzal v rastlinach Yanvaizkej koncentracii (Mauseth, 2003).
Ucinky auxinu boli zname uz pred jeho identifikacidDokazom boli pokusy na
koleoptilach ovsa, uskutoené technikou agarovych bkmv. NajrozSirenejSi auxin
(nativny) je kyselina B-indolyloctova (IAA). K zékladnym charakteristickym
vlastnostiam IAA patri:

e Stimulacia predlZovacieho rastu
« Weinnog’ IAA je zavisla od jej endogénnej koncentracie ampru kinym
hormonom

* Vrastlinnych pletivach sa pohybuje aktivne (Zimale 2002).

Syntéza IAA prebieha prevazne vo vrcholovych némoch a v mladychkastiach
rastlin. Obsahuje ju rastovy vrchol, vrcholové ipletvyhonku, rastuce listy, korene,
embrya i kléne rastliny, semena, ale aj kvetn&igy a vyvijajuce sa kvety. Hladinu
IAA v rastlinach pomahaju regulotdaktory, ktoré kontroluju jej koncentraciu. Prvym
faktorom je degradacia, pripadne deStrukcia IAAdégiou prostrednictvom IAA-
peroxidazy v pritomnosti i6nov Mh Tento inaktivujici enzymovy systém obsahuji
pletiva, najma v kor@ch. DeStrukciou spoésobuje aj pritomni&atalyzatora riboflavinu
pbsobenim svetla, najmad UV. Druhym faktorom je nstad prekurzoru tryptofanu.
Tretim kontrolnym faktorom regulacie auxinu je rgski transportu auxinu z miesta
produkcie na miesto posobenia. Transport IAA Virggth prebieha symplastom
polarne, t. j. z vrcholového meristému bazipet&merom dolu k baze stonky. V koreni
sa pohybuje akropetdlne od bazy k vrcholu. Nezawsikoncentréného gradientu
(Hudak et al., 1991).

Auxiny sa vémi ¢asto pouzivaju pri mikropropagacii rastlin. Podporrast
kalusov, bunkovych suspenznych kultdr aspolu skigtnmi reguluju procesy
morfogenézy. Vyznamnu Ulohu plnia pri indukcii soicieej embryogenézy
a zakor@ovani. Pozitivny &éinok maju aj pri stimulacii predlZzovacieho rastu.
NajpouzivanejSie syntetické 2ininy s vlastna&ami auxinov:

* Kyselina o-naftyloctovd (NAA) — pouzivana ako jedna z kompuog v
zakorgiovacich Zivnych meédiach alebo v malom mnoZstve uspd vySSimi

koncentraciami syntetického cytokininu BAP stimaligdventivnu organogenézu pri
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explantatoch, ktoré neobsahuju meristematickévaléPierik, 1997).

» Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D) — pri bypséze karotenoidov v bunkovej
suspenznej kultare sa prejavil jej stimirg efekt (Mok, 1976), inak m& inhibiy vplyv
na procesy organogenézy. Dlhodoba kultivacia kalusd médiach s 2,4-D kyselinou
moze by pricinou ich genetickej nestability (Salaj a Blehov@p@&). Niektoré pripady
popisuju inhibény vplyv 2,4-D aj na produkciu sekundarnych metabolv bunkovych
suspenznych kultarach (Rao a Ravishankar, 20Q@eta sa na ich kultivaciu pouzivaju
média s pridavkom NAA alebo IAA.

» Kyselina 3-indolylmaslové (IBA) — vyuZiva sa zu&sa indukcie rizogenézy.

* Kyselina 4-chlérfenoxyoctova (4-CPA), kyselina B:4richlor-fenoxyoctova
(2,4,5-T), kyselina 3,6-dichlér-2-metoxybenzoova icénba) patria k menej
pouzivanym syntetickym zt@éninam, ktoré vykazuju auxinovu aktivitu. Pouzivaa
na indukciu kalusogenézy anepriamej somaticke] rgogenézy  pri

jednoklicnolistovych rastlinach.

Na indukciu morfogenézy a zakémvania stonkovych vyhonov v podmienkaahvitro
je odpor@ana aplikacia NAA alebo IBA (Salaj a Blehova, 2006)

Cytokininy- V roku 1950 Skoog a Miller potvrdili zintenzivme delenia buniek

v kalusovych kultirach tabaku po pridani DNA kvasin Neskor identifikovali aj
acinna latku, ktord nazvali kinetin, Chemicky sa jada 6-furfuryl-amino-purin. Po
identifikacii d’alSich latok s podobnymicinkami dostali spolény nazov cytokininy
(Zima et al., 2002).
Cytokininy v rastlinach sa nachadzaju v dvoch faima

1. vornej — syntetizuju sa najma v kaeh mladych rastlin a

2. viazanej — nemaju syntézu lokalizovanu ¥itych pletivach alebo organoch.
Cytokininy sa transportuju xylémom ifloémom. Preklpda sa, Ze biosyntéza
cytokininov v rastlinach prebieha v kéoeh, odkid sa premiesiuje k zdroju IAA na
stonkovom vrchole. Transport je nepolarny. Regndafunkcia cytokininov sa prejavuje
v aktivacii bunkového delenia a v niektorych pripetd prediZovacieho rastalej

v poruseni dormancie semien a v apikalnej dominéHcidak et al., 1991).

Vysoké koncentracie cytokininov indukuju tvorbu edtivnych pdikov, ale inhibuju
proces rizogenézy. Medzi nativne cytokininy pagatin (4-hydroxy-3-metyrans-2-

butenylaminopurin) a 2iP ( N_2-izopentyl) adenin). Medzi syntetické cytokininy
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pouzivané pri kultivacii rastlinnych explantatov tppaBAP (6-benzylaminopurin),
kinetin oznaovany ako KIN (6-furfurylaminopurin). Wité cytokininové aktivity
vykazuje aj tidiazuron (TDZ) (Salaj a Blehova, 2R06

Gibereliny - boli objavené pri Stadiu choroby ryZze, ktord sp@saia huba
Giberella fujikuroi a prejavovala sa abnormalnym predlZzovacim rastostinutych
rastlin. Zistilo sa, Ze tento zvySeny predlZovaadt vyvolavaju metabolické produkty
huby, ktoré nazvali gibereliny. Neskoér sa zistite, gibereliny sa nachadzaju nielen
v uvedenej hube, ale aj vo vySSich rastlinach (Bkgea Fri, 1979).

Dnes je zndmych priblizne 90 r6znych molekul, &anaju Struktdru giberelinu.
Pod’a Struktary mdéZzeme gibereliny rozdatio dvoch skupin:
1. gibereliny s 19 atobmami uhlika {§gibereliny),
2. gibereliny s 20 atbmami uhlika {§Qibereliny) (Hrubikova et al., 2009).
Fyziologické @inky giberelinov:
. Stimuluju prediZovaci rast mnohych druhov intaktmymastlin, Specialne rast

zakrpatenych rastlin, ale tiez rastlin dvomgch, najma vo faze prizemnej

ruzice.
. Stimuluju klicenie semien druhov, ktorych &inie je zavislé na svetle.
. PreruSuju odpiinok semien a piikov.
. Indukuju syntézu enzymov v Klacich semenéch.
. Urychluja kvitnutie a indukuja kvitnutie druhov, vyZadugjah jarovizaciu, ak

vegetuju v neinduktivnych podmienkach.

. Ovplyviiujua mobilizaciu asimilatov a mineralnych Zivin vseénych organoch.
. Stimuluju konverziu organickych latok (Zima et &002).

Niektoré Gdaje potvrdzuju, Zeciaok giberelinov sa prejavuje na zmenach
dedinych vlastnosti niektorych rastlin, pretoZe vplywap organely buniek (Pastyrik,
1979).

NajcastejSie pouzitie giberelinov v explantatovych kxdth je pri regeneracii
rastlin. Kyselina giberelova je nevyhnutna pre stémové kultdry niektorych druhov.
Pozitivne ovplyviuje ich integritu a urydhuje tvorbu a rast vyhonkov z meristémovych
kultar. Vo vSeobecnosti, gibereliny navodzuju ptedhci rast internddii arast
meristémov alebo @ikov in vitro. Zvy¢ajne inhibuju tvorbu adventivnych ke, ako
aj rast vyhonkov (Hrubikova et al.,2009).
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Kyselina abscisovd (ABA) bola izolovand v 60-tyalokoch, ale svoje
pomenovanie dostala neskér. Vo vSeobecnosti sazZp@/aza inhibitor rastovych
a morfogénnych procesov. Vo vysSich rastlinach gakytuje vo vémi nizkych

koncentraciach.

Kyselina abscisova je patmwashlikaty sesquiterpén, ktorého prekurzorom je
kyselina mevalénova (Zima et al, 2002)

Hlavnymi funkciami kyseliny abscisovej su: opaddiea listov a plodov,
brzdenie predlZovacieho rastu, dormandiazh p&ikov, semien, urychlenie starnutia,
zniZenie transpiracie uzavretim prieduchov (Erdesskri, 1979). Pritomnaskyseliny
abscisovej v kultivénych médiach podporuje normélny vyvin izolovanyglgatovych
embryi, regeneraciu katev, zaloZenie Struktur apikalneho meristému, memsitickl

determinaciu apikalnych buniek (Hrubikova et &009).

Dalsimi rastovymi regulatormi su: etylén, oligosatly, polyaminy a fenoly.

1.6.4 Poznatky o produkcii druhov rodu Vaccinium prostrednictvom adventivnej

organogenézy

Adventivna organogenéza je osobitym morfogennyrjapoen v kultirein vitro
a typom organogenézy. Reprodukcia rastlin pomoaierdgivnej organogenézy je
menej pouzivanou technikou napriek tomu, Ze efakidV reprodukcie je vysoka.
Proces predstavuje vznik organde novo ktoré neboli pritomné v explantate. Su
povazované za pridavné — adventivne organy.

Adventivne ptiky a vyhony moézu sa vytvarikultivaciou réznych explantatov,
napr. na hypokotyloch semeikov z buniek primarnej kory a lyka, na listochlzdena
listovych stopkach, na kvetnych stopkach, na stomkaa klénych listoch nezrelych
alebo zrelych embryi. Mo6Zu sa vytuwrha organoch, ktoré sa nepouZivaju na
vegetativne rozmnoZovanie, napr. aj na ihliciach¢iiatych drevin. Okrem inych
faktorov pre Uspesnu indukciu adventivnej organégg na spominanych explantatoch
je délezity obsah rastovych latok v kultéweom meédiu. Pri niektorych rastlinnych
druhoch je délezity zvySeny obsah cytokininov vtikaEnom médiu, pri inych obsah
cytokininov v kombinacii s auxinmi. Adventivne hony sa méZu diferencova

nepriamo (z kalusoveého pletiva) alebo priamo ndaxpte.
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Na Slovensku sa problematike adventivnej orgaméme venujl pracovnici
Ustave genetiky a biotechnologii rastlin SAV v Hit(GajdoSova et al., 2004;
GajdoSova et al., 2006; GajdoSova et al., 2007, @rldruskova a Ostrolucka , 2006;
Ostrolucka et al., 2007).

V zahranki sa viaceri autori zaoberaju indukciou adventiorganogenézy pri
réznych rastlinnych druhoch, tiez ovocnych druhad@pr RubusaMalus ( Shwartz et
al. 1990),Prunus domesticd. (Nowak a Miczyski, 2002) a pod.. Regeneracia touto
technikou bola dosiahnuta aj pri odrodach drokaccinium corymbosunh. a
Vaccinium vitis-idaed.. (Marcotrigiano et al, 1996hibli a Smith, 1996; Debnath and
McRae, 2002; Debnath, 2003; Debnath, 2008einers et al., 2007). Ako primarne
explantaty sa vyuzivaju prevazne pletiva listowré&tsa vyznéuju dobrou morfogénnou
kompetenciou v smere adventivnej organogenézyty laslované z mikrovyhonkov su
zvla® vyhodnymi explantatmi.

Shibli a Smith (1996) indukovali priamu organogem z listov pri druhu
Vaccinium pahalaeSkottsb., ale aj hypokotylovych explantatoch Yrimyrtillus L.
Podobne Debnath, (2003) sa zameral regeneraciouonkgh adventivnou
organogenézou z hypokotylovych segmentov - z apéfakcentralnej a bazalnéasti

hypokotylu pri odrodach “Ida’, “Splendor”, "Erntgs& druhwaccinium vitis-idaed..
Debnath a McRae (2002) uskémd tri experimenty pri odrodach 'Regal’,

‘Splendor’, 'ECL1" brusnice otnjnej (Vaccinium vitis-idaeal.). Na indukciu
adventivnej organogenézy bolo pouzité ako zakladm&ium (modifikované MS
médium) a autormi vytvorené kult&@e médium. Prvy experiment sa zaoberal
acinkom koncentracie zeatinu avyznamom orientacséoNi (abaxialna a adaxialna
strana) na médiu na adventivnu regeneraciu vSetkpch odrdod. Listové explantaty
kazdej odrody boli umiestnené na pouzité médiunbssbom zeatinu v réznych
koncentraciach ( 0, 5, 10, 20 uM). Pri vSetkychoodch nastala tvorba vyhonkov, ale
najvasiu tvorbu vyhonkov autori zaznamenali pri odrd@egal’ na adaxialnej strane
listu. Podstatou druhého experimentu bolo zhodnokitory typ a koncentracia
cytokininu a tiez &nok listovej polarity najlepSie vplyva na tvorbwhonkov pri
odrode 'ECL1'. Bol testovany cytokinin zeatini8, 20, 30, 40 uM), TDZ (0.1, 1, 5,
10 uM) a 2iP (25 pM). Naju@ia tvorba adventivnych vyhonkov bola zaznamenana n
zeatine pri koncentracii 20 uM. Cytokinin TDZ spiieeal nadmernd produkciu
kalusov a brzdil predlZovanie vyhonkov. Treti exmpent bol zamerany na sledovanie
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acinku kultivatného meédia a dvoch typov listov na tvorbu vyhonk&ko primérne
explantaty boli pouzité listy (mladSie a starSmgdia BM-A, BM-D, ktoré predstavuju
vlastné modifikované meédium (Debnath a McRae, 200#) dvoch odrodach
"Erntedank” a "ECL1". Spomedzi dvoch stanovenychiim@lo UspesSnejSie BM-D.
Mladé listy, umiestnené spodnou stranou na médiunprwych siedmich tloch
udrziavané v tme, dosahovali lepSiu regeneraciuvo@a 'Erntedank’ bol UspeSnejSia
ako klon 'ECL1".

Ako uz z uvedeného vyplyva Debnath uskaibsériu pokusov zameranych na
adventivnu organogenézu pri roznych odrodachdBisom pokuse Debnath (2G£)5
sledoval @inok réznych koncentracii (0, 0.1, 1, 5, 10 uM) TRZ@asne orientaciu
listov (abaxialna a adaxialna strana listu) pricoldr 'Erntedank’ druhMaccinium vitis-
idaea L. Vychodiskovy material bol odobraty s prolifeemych vyhonkov predtym
zalozenej kultary. Vysledok experimentu potvrdilzgtvny inok TDZ na tvorbu
adventivnych vyhonov, gfom najlepSie koncentracie boli 1 uM a 5 uM. Na xéddaej
strany listu nastala menSia tvorba adventivnychomiov. Druhy experiment bol
zamerany na dinok TDZ a zeatinu zlladiska vplyvu na predlZovanie vyhonkov.
Vysledky potvrdili, Ze zeatin podporuje predlZzowanyhonkov a TDZ ma negativny

vplyv na predlZovanie.

Celkove z pokusov vyplyva, Ze z cytokininov videktivne p6sobil zeatin
v porovnani s TDZ a 2iP. Proliferacia vyhonkovauwalrazne ovplyvnena orientaciou
explantatov a taktiez genotypy reagovali odliSnehimdom na schopnostvorby

adventivnych vyhonkov.

DalSie porovnanie rastovych regulatorov zseldm iniciacie adventivnych
vyhonkov z listovych explantatov odrody 'Red Pehbrlisnice ob§ajnej (Vaccinium
vitis-idaealL.) a odrody 'Ozarkblue' brusnice chocholikat&gdcinium corymbosuin)
uskuta@nili Meiners et al. (2007).

Uvedeni autori pouZzili nodalne segmenty ako prite&xplantaty na iniciaciu
tvorby vyhonkov pri odrode 'Red Pearl’ a 'OzarkbluRozliné rastové regulatory
testovali na optimalizaciu indukcie adventivnychhenkov z mikropropagovanych
vyhonkov pri oboch odrodach. Testovali vplyv cytdkiu TDZ, zeatin a meta-topolin
v rbznych koncentréciach. Efekt regeneracie hotinwi zéklade pétu vyhonkov na

explantat. Vysledky potvrdili, Ze zeatin (v kona@eti 20uM) pri oboch odrodéch
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vykazoval vySSiu indukciu vyhonkov ako TDZ a medgslin. V pripade odrody 'Red
Pearl' s doplnenim média @M NAA. Vo svojej praci sa zaoberali aj porovnanim
auxinov (IBA a NAA) za Gelom ugit, ktory je vhodnejSi na zakorenenie odrody 'Red
Pearl'. Do zakor@vacieho média pridali auxiny IBA a NAA v réznychricentraciach.

Testom zistili, Ze IBA je vhodnejSia ako NAA.

Meiners et al. (2007) vypracovali protokol UspgSnegeneracie listovych
explantatov druhwaccinium vitis-idaeal.. a Vaccinium corymbosurh. za (Eelom

vhodnosti pre efektivnu mikropropagéciu, ako ajimytransgénnych rastlin.

Vysledky pokusov viacerych autorov potvrdzujuadentivna organogenéza je
vyznamnym a dolezitym regenérggm systémom nielen z T'adiska efektivnej

mikropropagacie, ale aj genetickych transformacii.

1.7 SWasny stav rieSenia problematiky transformécii pri dobnom

ovoci a ich vyznam

McNicol a Graham (1990) popisuju vyhody genetick@honierstva pre rychle
ziskanie rastlin so Ziadanymi, hospodarsky vyznammagronomickymi vlastnaami.
Genetické transformacie drobného ovocia sa ugkujdo za ré6znym &elom, napr.
zlepSenia jeho kvality, odolnosti idiubovym a virusovym ochorenia, ku chladu,
vyvinu partenokarpickych plodov a pod.. DebnattaaSilva (2007) uvadzaju vo
svojej praci del genetickych transformacii pri jahodach. Prengggm by mal zlepsi
odolnog voci Skodcom, herbicidom a toleranciu k chladu. Seetesl. (1997) popisuju
uspesnas genetickej transformacie pri brusniciach, ktordabaskut@nena za &elom

rezistencie v& hmyzu a tolerancie k herbicidom.

Od prvého pokusu so zameranim na genetické tnamééde rastlinu (na prelome
sedemdesiatych a osemdesiatych rokov) sa vyvinalaZstvo, najmé priamych technik
genetickej transformacie rastlin. VEs8nosti najpouzivanejSou technikou je geneticka
transformacia prostrednictvoAgrobacterium tumefacien&alaj a Blehova, 2006). T-
DNA Ti plazmida Agrobacterium tumefaciensa pouziva na prenos cudzorodnych
génov do gendmu jadra bunky rastlin. Ti plazmidgwaju vékos’, schopnot navodi’

tvorbu nadorov a nepritomrbgedingnych restriknych miest, nie je vhodny na jeho
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priame vyuZzitie pre genetické transformécie. Naetjeké transformacie pomocou T-
DNA sa pouzivaju dva systémy vektorov DNA odvodedéTi plazmidu - integrované
vektory a dvojité (binarne) vektory. Obidva vektdDNA vyuZivaju skuténog’, ze
gény pre syntézu horménov a opinov nie su potr@bagrenos a vir gény su mimo T-
DNA v Ti plazmide. T-DNA, ktora nesie onkogény jetmddzana sekvenciami cudzieho
génu aTi plazmid sa obohacuje o poradie nuklewtidce posobenie restiikych

enzymov (Bezo et al., 2005).

Geneticka transformacia  prostrednictvoAgrobacterium tumefaciensa
vyuzZiva aj pri Vaccinium spp..Viaceri autori venuju  pozornosproblematike
transformacii pri rod&/accinium (Cao et 1998, Graham et al. 1996, Meiners et al.,
2007, Serres et al. 1997, Song a Sink 2004).

Touto problematikou sa zaoberali aj Graham et(H96) pouzitim kmia
LBA4404 Agrobacterium tumefaciensbsahujuceho binarny vektor sloeym GUS
génom. Explantaty museli po inkubécii o&emam&anim do antibiotik a naslednym
premytim v sterilnej destilovanej vode. &#ce rastliny boli po regeneracii prenesené
na medium s obsahom antibiotika ticaricillinom neamis tyZdiov. Cid’lom bolo
eliminova’ zvySné baktérie Agrobacterium tumefaciehs Vyber regenerujicich
explantatov s prejavom génu GUS dosiahli pestovaastiin dva dni na médiu s MUG

a skumali ho pod UV svetlom. To bolo potrebné rsteriie floresceinej aktivity.

Pri tomto Studiu bolo ztsvanych viac faktorov, vplyvajacich nagigok
spbésobu prenosu gémusAintpomocouAgrobacterium tumefacierdo buniek pletiva
listov viacerych a komeéne znamych odréd druhdaccinium corymbosuni.
(‘Berkeley', 'Bluecrop’, 'Duke’, 'Elliott', 'Jer§e\sierra’, 'Sunrise'’, 'Toro', 'Georgiagem’,
'‘Reveille’), taktiez do kalusu odvodeného =z tychtaniek pd&as skorych faz
transformacie. PouZité boli dva kmen&grobacterium tumefaciens EHA 105
a LBA4404. Viac efektivny kme pre danu transforméaciu bol EHA 105 (Cao et al.,
1998).

DalSie poznatky poukazuju n&idna tvorbu vyhonkov metédou a na vysledky
transforménej Studie vedene] spbsobom stabilizovane) transiore pomocou
Agrobacterium tumefaciensia Styroch vybranych odrodach ‘Aurora’, 'Bluecrop'
‘Brigitta’ a 'Legacy' druhi¥accinium corymbosum. . Kmax EHA 105 @Agrobacterium
tumefaciensbol pri tomto experimente najviac efektivny zeetw§ch troch pouzitych
(LBA4404, GV3101) (Song a Sink, 2004).
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Geneticka transformacia drobného ovocia rdRubus Fragaria, Ribes je
dokazaténe problematicka, pretoZz@azkosti v rozvoji systémovéinku na regeneréciu
vyhonku su neskér nevyhnutnou podmienkou Uspegmegformacie. Vyvoj rastlinnych
regeneranych systémov smeruje k tomu, aby boldaveytvorenych genotypov, a tak

je nepriamo pouzitay aj nad’alSie odrody (Graham et al., 1995).

1.8 Vplyv antibiotik na adventivnhu regeneraciu radin s cid’lom ich

pouZitia pri genetickych transformaciach

Mnohéstudie sa zaoberaju vplyvom antibiotik na adventirageneraciu rastlin
za &elom detekcie a selekcie transformovanych buniektieZ elimincie
Agrobacterium tumefacierns kulttry in vitro po transformécii (Nauerby et al., 1997;
Bau a Wakhlu, 2001; Tang a Luo, 2002; Tang et2003; Deepinder at al., 2006;
Wenhao a Castillo, 2007; Meiners et al., 2007 i} in

Rezistencia rastlin woantibiotikam je prevazne testovana kultivaciaidiych
explantatov na kultivanych médiach s obsahom antibiotik a hodnotenim wply

antibiotik na ich regenetay potencidl.

Nauerby et al. (1997) porovnavali vplyv réznych &entracii antibiotik —
timentinu 150 mg?), carbencilinu (1000 mg) a cefotaximu (500 m@) na
regenerdciu pletiva listov a &hych listov (kotyledonov), na produkciu vyhonkov,
proces rizogenézy a vhodmopre eliminaciu Agrobacterium tumefaciensAutori
uvadzaju, Zze vplyv timentinu bol bezvyznamny algdmzitivny, ak ho porovname

carbencilinom a cefotaximom.

Uginok viacerych antibiotik (carbenicilin, chlorampiieol, cefotaxim,
kanamycinu a hygromicinu) na morfogénnu reakciuuswl druhu Coryphatha
elephantidens Studovali Bhau a Wakhlu (2001). Tang a Luo (208@dovali vplyv
troch antibiotik — carbenicilinu, claforanu a tintien - na tvorbu a rast kalusu z embryi
a tiez na diferenciaciu adventivnych vyhonkov aikal Autori zaznamenali stimwiay
vplyv vSetkych troch antibiotik v porovnani s katu (médium bez antibiotik), ktory
sa prejavil zvySenou tvorbou kalusu a zvySenourelifeiaciou adventivnych vyhonkov
s rozdielnym efektom v intenzite poésobenia jedmgdh antibiotik. Maximalny
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priemerny péet regenerovanych adventivnych vyhonkov z organogjém kalusu bol
zaznamenany pri timentine a minimalny pri carbdiniei Nasledne priaznivy¢inok

uvedenych antibiotik na regeneraciu poukazuje nelasfivog’ ich vyuzitia pri

genetickych transformaciach druRinus taedd.. a inych druhoch.

V dalSom experimente Tang et al. (2003) rozsSirili deshie antibiotik.
Testovali ampicilin a cefotaxim okrem carbenicilirHodnotili vplyv uvedenych
antibiotik na indukciu, rast a diferenciaciu orggéoneho kalusu, ako aj na
zakordiovanie regenerovanych vyhonkov pri druh®Pinus taedal. Cefotaxim
maximalne zvySoval formovanie a rychfasistu organogénneho kalusu, ale minimalme
zvySoval frekvenciu regeneracie vyhonkov. Carhbénic na rozdiel od
predchadzajuceho pokusu maximalne zvysil regeneradventivnych vyhonkov
z organogénneho kalusu a minimélne zniZzoval frekwezakorenenia vyhonkov pri
troch testovanych genotypoch. Ampicilin maximamm&zoval frekvenciu zakorenenia
adventivnych vyhonkov a priemerny ded koréiov na  regenerovany vyhonok
v porovnani s kontrolou (médium bez antibiotik). IKOge vSetky tri antibiotika
stimulovali formovanie kalusu a regeneraciu vyhonkoredukovali tvorby kor@v
regenerovanych vyhonkov. Autori uvadzaju, Ze vysjed budd pouzité pre

optimalizaciu genetickych transformacii pri dmatych drevinach.

Wenhao a Castillo (2007) sa zamerali na vplyv yohrfaktorov na regeneraciu
vyhonkov z pletiva listov pri druhiBuddleig v ramci ktorych testovali aj ¢inok
antibiotik. Podobne ako predchadzajuci autori uggdzze carbenicilin (v koncentrécii
od 250 — 500 mg.l) a cefotaxim (od 125 — 250 mggdnotlivo a aj kombinovane
posobia pozitivne na regeneraciu vyhonkov z pldistav. Dalsi autori (Deepinder et
al., 2006) sa zaoberaliciaku cefotaximu (100 mg.l) na somaticki embryogenéz

a regeneraciu rastlin pri ryzi.
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2. CIEL PRACE

Adventivna organogenéza je vyznamnymciamym regenerinym systémom
z hradiska efektivnej produkcie rastlin a planovanyehagickych transformécii, ktoré
su predmetom zaujmu zacalom produkcie drobného ovocia s pozadovanymi
Gzitkovymi vlastnogsami a rezistenciou o biotickym a abiotickym faktorom.
Efektivnos genetickej transformacie je limitovana a zavisé& uspesSnej regeneracii
celistvych rastlin z transformovanych buniek. Aritka aplikované do kultivenych

médii umoauju selekciu transformovanych buniek po genetitigejsformacii.

Poznatky tychto experimentov budu vyuZzité pri gekgth transforméaciach,
ktorych uskuténenie je planované v najblizSom obdobi na Ustavenetijey

a biotechnoldgii rastlin v Nitre.

Na zaklade uvedeného bien prace bolo :

* Indukova’ procesadventivnej organogeneézy pri vybranych druhoch Maccinium
a jej prostrednictvom dosiahihtychlu a efektivnu proliferaciu vyhonkov -

produkciu vékého pd@tu rastlin.

* Overit’ a zhodnoti reakciu pletiv na seléké antibiotikd (kanamycin, hygromycin),
pouzivané pri genetickych transformaciach a amtika cefotaximu, pouzivaného pre
eliminaciuAgrobacteriunsp., a to ich aplikovanim do kulti#taého média v r6znych

koncentraciach.

* Na zaklade preZivania explantatov statidyp a koncentraciu antibiotik, vhodnych
pre aplikaciu do kultiveného média pre planovanu selekciu transformovanych

buniek.

Je doélezité zidfi optimalnu koncentraciu testovaného antibiotikaprt
inhibicne pbsobi na netransformované bunky, na ich deleniast, ktoré su
eliminované, ale nie je toxick& pre transformovégky. Transformované bunky,
ktoré obsahuju gén rezistencie k danému antibiptikibzu sal’alej delt’ a ras. Pri
antibiotiku cefotaxim bolo potrebné ziskoncentraciu, ktora nie je toxicka pre bunky

a pletivAvacciniumsp., ale ktora potta rastAgrobacteriumtumefaciens
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Vychodiskovy material

Vychodiskové rastliny, pouZité na izolaciu priméahy explantatov, boli
dopestované na pokusnych plochach VUTPHP (Vyskummiétavu travnych porastov
a horského pmohospodarstva v Banskej Bystrici) - na Vyskumrtanii v Krivej.

Vychodiskovy material bol odobraty na pokusnychchach koncom februéra.

V diplomovej praci sme sa pokusili o regeneracie@modukciu prostrednictvom
adventivnej organogenézy pri introdukovanej odro@erkeley” druhu brusnice
chocholikatej Yaccinium corymbosunk.) a odrodach “Linnea’, ‘lda’, ‘Red pearl

druhu brusnice olajnej (Vaccinium vitis—idaed..)

3.2 Zalozenie kultary p&ikov

Nodalne segmenty s @lami a rastové vrcholy sme pouzili ako primarne

explantéaty, z ktorych sme odvodili vyhonky.

3.3  Sterilizacia prostredia a biologického mat&lu

Z&kladnym predpokladom prace s pletivovymi kultlirggraseptické prostredie.
Jednotlivé manipulacie sa uskétaju v laminarnych boxoch, s vysterilizovanym
pracovhym naradim, laboratérnym sklom a biologickymaterialom. Aseptické

podmienky je potrebné dodrziavpatas celého obdobia kultivadie vitro.

Sterilizacia segmentov stoniek s apikalnymi a arymi p&ikmi bola
uskut@nend nasledovne: Dve hodiny su premyvané pécctel vodou s pridanim pér
kvapiek Tweenu, nasleduje sterilizacia 70 % etamol@ minuty), potom premytie
sterilnou destilovanou vodou, po ktorom explantafly sterilizované 0,1 % roztoku
HgCl (4-5 minat). Sterilizény roztok sa odstrani premytiexplantatov 3x v sterilnej
destilovanej vode. Pred zaloZenim kulturyigav odstranime z piikov krycie Supiny.
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3.4 Listové explantaty pre indukciu adventivnej oganogenézy

Za (elom odvodenia adventivnej organogenézy sme pdistii z vyhonkov,
odvodenychn vitro ( vid’ 3.2). Listy sme izolovali tak, aby neobsahovaidivé stopky,
na baze ktorych by sa mohli vyskytdvadventivne piky. Pletivo listovejéepele sme
narusili  priégnymi rezmi skalpelom a na kultitaé meédium polozili adaxialnou
(spodnou) stranou listu. Sterilné Petriho miskyi lbialatvorené parafiimom. Po 4 - 5
tyZzdinoch kultivacie boli prelozené naerstvé médium srovnakym obsahom
cytokininov. Po vytvoreny masy vyhonov sme ich @zél do kultivaénych nadob, aby

sme zabezdi priestor pre ich rast.

3.5 Kultivaéné média a podmienky kultivacie

Na kultivaciu explantdtov sme pouzili ako zakladmdtivacné médium pokh
Lloyda a McCowna (WPM) (1980) (komare distribuované firmou Duchefa).
Chemické zloZenie je uvedené v téker Po odvazeni sme predpisané mnoZstvo
zakladného kultivéného média nasypali do odmerného valca s redestitau vodou a
doplnili sachar6zou (3%). Médium bolo spevnené aga(SIGMA Chemical Co.,
USA) v koncentracii 8 g.
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Tab. 2 Zakladné kultivaéné médium WPM pod’a Lloyda a McCowna (1980)

Makroelementv Koncentracia ( ma.l™Y |Koncentracia ( mM - uM)
CaCb 72.50 0.65 mM
Ca(NG) .. 2H:0 471.26 235 mM
KH,PO, 170.00 1.25 mM
K2SO 990.00 5.68 mM
MgSO, 180.54 1.50 mM
NH4sNO;3 400.00 5.00 mM
Mikroelementv
CuSQ.5HO0 0.25 1.00 uM
FeNaEDTA 36.70 0.10 mM
H3BO3 6.20 0.10 mM
MnSQ, . H,O 22.30 0.13 mM
NaMoO, . 2 HO 0.25 1.03 uM
ZnSQ, . 7 KO 8.60 29.91 uM
Vitaminv
glycin 2.00 26.64 uM
myo - inositol 100.00 0.56 mM
kys. nikotinova 0.50 406 uM
pyridoxin - HCL 0.50 243 uM
thiamin - HCL 1.00 296 uM

Hodnotu pH média sme upravili na hodnotu 4,5 — 4#dnota pH média sa
upravuje pridanim 1M roztokom HCI (pre zniZenie @bo 1M roztokom NaOH (pre
zvySenie pH). Na meranie pH sme pouzili digitalty meter. Po Uprave hodnoty pH
sme do banky pridali potrebné mnoZstvo agaru (“Rg.ktory sme rozpustili
v mikrovinnej ruare.

Takto pripravené zakladné kult&r@@ médium sterilizujeme sa v autoklave pri
teplote 125°C a tlaku 125 kPa asi 30 - 40 min.

V zavislosti od experimentu boli do zakladného ikaltné média doplnené
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réznymi koncentraciami cytokininmi (zeatin, TDZ)ytGkinin zeatin pridame do
vopred vysterilizovaného kultizaého média (po vyautoklavovani), cez membranovy
sterilny filter po jeho vychladnuti na teplotu @7°retoZze sa jedna o termolabilnu

rastovu latku.

Takto pripravené médium v sterilnom boxe rozlievatoevopred pripravenych
vel’kych plastovych sterilnych Petriho misiek (s olmsahmédia 25 ml). V kazdom
variante bolo testovanych 30 - 100 explantatovaiiigch cepeli).

Explantaty sme kultivovali v kultivanej miestnosti pri teplote 24 = 2°C
a bielom fluorescemom osvetleni s intenzitou 50 umol?rs* a fotoperiédou 16/8 (
16 hodin svetlo, 8 hodin tma ). Reakciu explant&me sledovali v priebehu troch
subkultivacii. Pri kazdej subkultivacii sme zaznaale poiet prezivajacich

explantatov.

3.6 Vplyv cytokininov na indukciu procesu adventivej organogenézy

Na indukcii adventivnej organogenézy sme pouzib gkimarny explantat listy
izolované z vyhonkov odvodenyah vitro pri odrode Berkeley” druhu Vaccinium
corymbosum L. a odrodach "Linnea’, IdAed Pearl druhuVaccinium vitis-idaed....
Listy sme na médiunnlozili adaxialnou stranou, po naruSeni pletiysiecnym

rezom.

1. Testovanie zeatinu a TDZ pri odrode “Berkeldyhnea’, Ida’(tab. 2:
* Kultivagné médium WPM s obsahom zeatinu v koncentracia&cmg,i* a 4,4
mg.I*.
* Kultivaéné médium WPM s obsahom TDZ (thidiazuronu - NyfeM'- 1,2,3-
tidiazol — 5— mimvina) v koncentraciach 2,2 md.la 4,4 mgt.

2. Testovanie TDZ v réznych koncentraciach gdrode “Berkeley , Linnea’, “lda’,
"Red Pearl(tab. 3 - 7):

Testovanie WPM kultiv@ého média s obsahom TDZ (thidiazuronu - N-feny-N"
1,2,3-tidiazol — 5 — miwvina) vkoncentraciach 0.55-1,1-2,2 - 4,4 —5,5thg.|
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pri odrodach "Berkeley’, ‘Linnea’, "lda"Red Pearl” .

Vplyv TDZ sme hodnotili na zaklade percenta pregivich listov pri jednotlivych
subkultivaciach. Pri odrode "Berkeley” sme hodnieterskut@nili v priebehu piatich
subkultivacii a pri odrodach ‘Linnea’, ‘lda” a ‘Rd®karl” po prvej adruhej
subkultivécii. Casovy interval medzi subkultivaciami predstavovad-5 tyzdiov.
Nekrotické a kontaminované explantaty sme pri kpgdekultivacii odstranili.

Pri odrode ’‘Berkeley” sme hodnotili okrem peraepteZivajucich listov po V.
subkultivicii aj peet vyhonkov na explantat. Do ¢ga vyhonkov sme zagdali

vyhonky, ktoré dosahovali 2 mm a viac.

3.7 Testovanie reakcie pletiv listov na obsah abiotik v kultiva ¢nom

meédiu

Hygromycin B- je antibiotikum pouzivané vedcami v genetickornirirerstve.
Inhibuje rast Sirokého spektra eukaryotickych &prgotickych buniek, tym Ze
manipuluje so syntézou proteinov (http://www.hygyam.net [online]). Génonhyg
kodujacim hygromycin B fosfotransferazu je kodovaedistencia k tomuto antibiotiku.
Je to aminoglykozid produkovany baktériStreptomyces hygroscopic(Balacain et
al., 1986).

Kanamycin monosulfat je aminoglykozidové antibiotikum s baktericidnou
aktivitou proti mnohym gram-negativnym baktérianytwara ho baktéri&treptomyces
kanamyceticusTvori chyby v transkripcii genetického kédu aeapeuje inhibiciu
syntézy proteinov (Chauvin et al., 1999). Kanamyuoionosulfat je biely kryStalicky
praSok s charakteristickou #&@u a chtiou. Lahko sa rozpustny vo vode

(http://lekarstwo.ru/en/preparati/kanamycinum.hfamiline]).

Cefotaxim— bol prvym a ihn€ aj mimoriadne UspeSnym predstakiie dihej
série aminotiazolylmetoxyiminocefalosporinov. Jelnép odolny proti dinkom 13-
laktamaz  baktérii, vratane prenosnych (plazmidoyycifEM-laktamaz aj
chromozomovych (neprenosnych) cefalosporindz. @eimt ma 10-krat az 100-kréat
vySSiu &innog’ in vitro na kmene enterobakteriacei ako cefaldsofd. alebo 2.

generacie (H&ko a Kemeéry, 1989). Jeho vyuZitie je aj po genetickychgfarmaciach,
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kde sa pouZiva na zminie baktérii roduAgrobacterium(da Silva a Fukai, 2001).
Antibiotika boli pridané do zakladného kultireého média s obsahom 2,2 rigliDZ.

Kontrolné medium neobsahovalo antibiotika.

Testovaneé koncentracii antibiotik:

* kanamycin - 0 (K — kontrola) — 25 — 50 — 10050 mg.t*
* hygromycin - 0 (K - kontrola) — 2,5 — 5,0 — %8.0,0 mg:t
* cefotaxim - 0 (K -.kontrola) — 100 — 200 —-4g.I*

U¢inok kanamycinu a hygromycinu sme testovali nadistodrody “Berkeley’
druhuVaccinium corymbosum. a cefotaxim aj na odrode “Linnea” druofaccinium
vitis-idaeal.

Patet zaloZenych primarnych explantatov pre testovhaiesto listov pri odrode
"Berkeley” a 80 listov pri odrode "Linnea’, gtokazdej koncentracii antibiotika.

3.7.1 Hodnotenia reakcie pletiva listov na pritomost’ antibiotik v kultiva ¢nom

médiu

Pri kaZzdej subkultivacii (v intervaloch dvojtyzolvych)sme zaznamenali:

e PreZivajuce explantaty listy, ktoré boli zelené — vitdlne adialSich subkultivaciach

mnohé preukazali schopnogdventivnej regeneracie.

e Nekrotické explantaty listy, ktoré v kultivéanom médiu zhnedli, zjavne odumierali

bez akéhokivek morfogénneho prejavu. Nekrotické boli odstr&nen

e Kontaminované explantaty listy, pri ktorych sa objavila pritomnbdubovitych,

kvasinkovych alebo bakterialnych kontaminacii srdstianili.

Hodnotenie sme uskutoili v priebehu troch subkultivacii. Percento
preZivajucich explantatov, zaznamenané pri kaadadtivacii, je vyjadrenim reakcie
pletiva, jeho tolerancie k antibiotiku a je ilustemé grafickyNekrotické a samozrejme
kontaminované boli pri kazdej subkultivacii z pousvylicené. Zaznamenali sme
explantaty s tvorbou kalusu (K) a indukciu adveméiv regeneracie — tvorbu
adventivnych ptikov a vyhonkov (B).

V pripade indukcie adventivnych $kov a vyhonkov po Ill. subkultivicii sme
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uskutanili transfer explantatov na WPM médium s obsah¢sn ®ig.I'zeatinu.
Explantaty s prejavom regeneracie — indukcie tyathventivnych ptikov az

vyhonkov boli prenesené na WPM kultiveé médium s obsahom 0,5 nigza G&elom

stimulacie d’alSieho vyvinu a rastu vyhonkov. Boli pasazované 4otyzdioch

kultivacie.
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4 VYSLEDKY PRACE

4.1 Testovanie vplyvu r6znych koncentracii cytokimiov (TDZ, zeatin)
na regeneraciu listov odréd "Berkeley', 'Linnea’,lda’ a "Red

Pearl

Z mnohych poznatkov vyplyva, Ze na charakter mafogej reakcie buniek a
pletiv v kultdrein vitro vyznamne vplyva zloZenie kultitaého média, zvld@Srastové
latky. V experimentoch zameranych na indukciu ativeej organogenézy sme
uskuta@nili testovanie vplyvu dvoch koncentracii cytokioin— TDZ a zeatinu - za
Gcelom zistenia ich vplyvu na indukciu adventivhychyhenkov. Vysledky
experimentov mozu prispiek optimalizacii podmienok indukcie procesu advemtj

organogenezy.

1. Testovanie zeatinu a TDZ pri odrode "Berkeldynhnea’, lda :

Tab. 3 Morfogénna reakcia pletiv listov na médiu W s obsah cytokininov

Listy
Zeatin TDZ
Odroda |PPE
2,2mg.l™ 4,4mg.l™? 2,2mg.l* 4,4 mg.l™t
A/lB|C|DIAIB|C|DJ|A|B|C|D|A|B |C |D
‘Berkeley” | 30 | 67 33 27 23| 50 |33|17 |50 57 43
“Linnea’ 30 100 17 83 3711350 87(16,5(6,5
“Ida’ 30 50 |50 100 | 40 10| 50|83 17

Vysvetlivky: PPE — peet primarnych explantatov, A — tvorba kalusu, Bndukcia
adventivnej organogenézy, C — nekrdza, D — kontaomn

A B, C,D—(V %).
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Zeatin

Z experimentu vyplyva, Ze listové explantaty resdo na zeatin len
diferenciaciou kalusového pletiva. NajvySSia tvorkalusu nastala pri odrode
‘Berkeley’. Tablka 3 ilustruje, Ze az 67 % listov reagovalo tvartk@lusu pri nizsej
koncentracii zeatinu (2,2 mg)l kym pri koncentracii 4,4 mg-Inastala tvorba kalusu
len pri 27 % listov. Pletivo listov odrody “Linneseagovalo na obsah zeatinu 83 — 100
% nekrézou alen pri 17 % listov nastala tvorbaukal Listy odrody ‘lda’
znekrotizovali alebo Uplne skontaminovalp zna&ne ovplyvnilo a obmedzilo prejav
regenerénej schopnosti tejto odrody. Biriou kontaminacie mohlo Igyiac faktorov.
Opakovanie experimentu nebolo mozné uskuitb z casového dovodu. Zeatin
nepreukazal pozitivny vplyv na indukciu adventivieegjanogenézy pri testovanych
odrodéach..

TDZ

Odrody 'Berkeley” a‘Linnea” reagovali na pritomhagatinu v médiu len
tvorbou kalusu, kym cytokinin TDZ pdsobil efektriejfNa médiu s obsahom TDZ sme
dosiahli aj indukciu a proliferaciu adventivhychhepnkov. Vysledky ukazali, Ze
pozitivnejsie pdsobila nizsia koncentracia TDZ (&g.I") pri odrode “Berkeley’, ako
aj pri odrode ‘Linnea’. Pri odrode Berkeley' tats na jednej tretine listov tvorba
kalusu a priblizne na jednej Sestine listov aj kala adventivnej organogenézy. Pri
odrode "Berkeley” nastala indukcia adventivnej mog&nézy len pri niz8ej koncentracii
TDZ, kym pri odrode “Linnea" aj pri vys3ej konageiou TDZ (4,4 mgl). Odroda
‘Linnea’” sa javi UspesSnejSia lalliska indukcie adventivnej organogenézy. Pozithane
indukciu a proliferaciu adventivnych vyhonkov pajtb odrode pdésobilo médium
s obsahom TDZ. Pri odrode “Ida” nastala pri odamicentraciach len tvorba kalusu
(40-83 %). Viac ako % listov tvorilo kalus. Na dmeom liste sme nezaznamenali
indukciu adventivnej organogenézy. Rege@myapotencial odrody ‘Ida” mohol
ovplyvnit do zn&nej miery negativne vyskyt kontaminacie (tab. 3).

Z vysledkov vyplyva, Ze indukciu adventivnych vykowu sa podarilo dosiahtiu
len na médiu s cytokininom TDZ. Odroda ‘Ida’, akoe uviedli, netvorila Ziadne
vyhony. Pri odrodach "Berkeley' a 'Linnea’ z teatoxch koncentracii TDZ ako
najefektivnejsie pdsobiaci variant sa javilo médisn2,2 mg:t TDZ.
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2. Testovanie rbéznych koncentracii TDZ pri adro Berkeley” , Linnea’, “lda’, "Red
Pearl” (tab. 4 - 8):
Ako primarny explantat boli pouzité listy odrodeiBeley’, Linnea’, 'lda’, "Red
Pearl’, ktoré boli kultivované na kultistaom médiu WPM s obsahom réznych

koncentracii TDZ. Vysledky testovania cytokininDZ na listoch odrody "Berkeley

sU uvedené v talike 4.

Tab. 4 Morfogenna reakcia pletiv listov na koncentécie citokininu TDZ

Potet _ Listy
_ Koncentracia
Odroda |primarnych L l. Il. 1. V. V.
] TDZ (mg.I™)
explantatov P [PPM P [PPM P |[PPV P |PPV P |PPV
30 0,55 500 0O 2( @ 1y D ) 0 0 0
30 1,1 100 O 60| 0| 60| O| 47 Ol 44 128
'‘Berkeley' 30 2,2 50 0O 37/ 0] 37 q 37 4,937 | 7,3
30 4.4 30 0| 27| 0] 27 Q 10 D 10 24
30 55 1000 O | 80| O| 80| O 700 0O 7Q 6)7

Vysvetlivky: I. — V. — subkultivacie,
P — prezivajuce listy v %,
PPV — priemernydat vyhonov na explantat.

Hodnotenie listov sme uskutali v priebehu piatich subkultivacii. Pri kazdej
subkultivicii a koncentracii TDZ sme zaznamenalhadnotili prezivajuce listy. Za
preZivajuce sme povazovali tie listy, na ktorychnegrejavili znaky nekrézy a na
ktorych sa tvoril kalus. Kalus na listoch sa&aatvorit’ po druhej a tretej subkultivacii.
Indukciu adventivnej organogenézy sme zaznamenatytej subkultivacii, ale len na
médiu s TDZ v koncentrécii 2,2 md.IPri piatej subkultivacii sme uskutili koneiné
hodnotenie Uspesnosti indukcie adventivnej orgamémye Zistili sme priemerny get
vyhonkov na explantat, ktory sa pohyboval od 2,4 1#)8. NajvaSia proliferacia
vyhonkov nastala na médiu s obsahom 1,1 Mgz, ¢o dokumentuje priemerny et
vyhonkov na explantat (12,8). Tato koncentracia ukazala ako najuspesnejSia a
najvhodnejSia pre indukciu adventivnej organogenkisyy, ktoré znekrotizovali alebo

boli kontaminované nie sU uvedené v s
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Subezne sme testovali koncentracie cytokininu TBR4istoch odrdéd "Linnea’,
Ida” a "Red Pearl’Casovy Gsek od zaloZenia experimentu po prvu suivkalt
a medzi jednotlivymi subkultivaciami bol 4 - 5 tyiy. Vysledky hodnotenia
testovania vplyvu koncentracii cytokininu TDZ natyi jednotlivych odréd zobrazuju
tabu’ky 4 — 6. V uvedenych troch experimentoch sa negloddosiahnti indukciu
adventivnej organogenézy. Listy uz po prvej suldkadii znekrotizovali na vSetkych
koncentraciach média. Rinmu nevieme presne objagniPredpokladame, Ze uplnu
nekrozu listov mohla spdsabizvySena teplota gas kultivacie pred druhou
subkultivaciou, spésobenou poruchou klimatizadieikivacnej miestnosti. Nemali sme

dostatokéasu na opakovanie experimentov.

Tab. 5 Morfogénna reakcia pletiv listov na koncentécie citokininu TDZ

Poéet _ Listy
o Koncentracia
Odroda | primarnych N l. 1.
X TDZ (mg.l ™)
explantatov P PPV P PPV
30 0,55 20 0 0 0
30 1,1 23 0 0 0
‘Linnea’ 30 2,2 3 0 0 0
30 4,4 17 0 0 0
30 55 47 0 0 0
Vysvetlivky: I., Il. — subkultivacia,

P — prezivajuce listy (v %)
PPV — priemernydab vyhonov na explantat

Tab. 6 Morfogénna reakcia pletiv listov na koncentécie citokininu TDZ

Pocet _ Listy
o Koncentracia
Odroda | primarnych N l. 1.
i TDZ (mg.l ™)
explantétov p PPV p PPV

30 0,55 37 0 0 0

30 11 33 0 0 0

‘Ida’ 30 2,2 60 0 0 0

30 4,4 100 0 0 0

30 55 83 0 0 0
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Tab. 7 Morfogénna reakcia pletiv listov na koncentacie citokininu TDZ

Poéet _ Listy
o Koncentréacia
Odroda | priméarnych 1 l. Il.
i TDZ (mg.l ™)
explantatov = PPV P PPV
30 0,55 57 0 0 0
30 1,1 80 0 0 0
'Red Pearl’ 30 2,2 100 0 0 0
30 4,4 83 0 0 0
30 55 73 0 0 0

Hodnotenie percenta preZivajucich listov pri prsepkultivacii nasvetlije, Ze
odrody reaguju rozdielne. Zviasdroda "Linnea’, ktora dosahovala hodnoty od 3do
%. Odroda “Ida” a "Red Pearl” preukazali vySSiu gnbe’ prezivania. Pri jednotlivych
koncentrciach TDZ percento preZzitia listov shyimvalo pri odrode “lda” od 33 do
100% a odroda ‘Red Pearl” od 57 do 100:&6,vytvara predpoklad pre ich Uspesnu

regeneraciu.

V nasledujucom experimente sme sa zamerali naoweie vplyvu
koncentracii cytokininu TDZ s rozSirenym rozsahdat.(8) na preZitie, pripadne na
regenerénu schopnas listov odrody ‘Ida’. Experiment nie je ukmmy, a preto
v tabu’ke 8 su ilustrované len vysledky po prvej subkaltiv, ktoré s nadejné.
Napriek tomu, Ze percento prezivajucich listov saypuje len v rozpati 3-1% , ale na
prezivajucich listoch bol vytvoreny kalus, na ktorosa zaali diferencovd adventivne
piky a vyhony. Z liiadiska indukcie adventivnej organogenézy sa predbekazuje

ako najuspesnejsia koncentracia TDZ 4,4 a 5,5ng.|
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Tab. 8 Morfogénna reakcia pletiv listov na koncentécie citokininu TDZ

Poéet Listy
o Koncentracia
Odroda | primarnych N l.
i TDZ (mg.l ™)
explantatov p PPV

30 0,55 0 0

30 1,10 0 0

30 1,65 0 0

"Ida’ 30 2,20 10 0

30 3,30 3 0

30 4,40 17 0

30 5,50 17 0

4.2 Testovanie antibiotik a ich réznych koncentracna listoch

4.2.1 Testovanie selé€kych antibiotik (kanamycin, hygromycin)

V d’alSich pokusoch sme sa zaoberali testovanim &glek antibiotik
(kanamycin, hygromycin), pri ktorych je dblezit&pe&’ ich vplyv na regeneraciu pletiv
s perspektivou ich vyuzitia na detekciu, selekaiangformovanych buniek aich
eliminaciu. Testovali sme uvedené antibiotika wipka koncentraciach zacélom
zistenia najvhodnejSej koncentracie antibiotik podrodu “Berkeley brusnice
chocholikatej Yaccinium corymbosurh.), ktorej listy boli pouzité listy ako primarne
explantaty. Listy sme testovali na WPM médium sabiosn 2,2 mgt TDZ, ktoré
predstavovalo kontrolné médium a na médiach s phid&anamycinu a hygromycinu.
Hodnotili sme percento preZivajucich explantatoy, treakciu pletiva na pritomns
antibiotik (graf 1, 2), a to po dvoch tyiwth pri kazdej subkultivacii, gom nekrotické

a kontaminované listy sme samozrejme odstvali.
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Kanamycin

Tolerancia explntatov (%)

K A B C D K A B C D K A B C D
|. subkultivacia Il. subkultiva cia 11l. subkultivacia

K-0mgl* A-25mg.l* B-50mg.l"* C-100mg.I* D-150 mg.I*

Graf 1 Reakcia pletiv listov odrody "Berkeley™ adh tolerancia na kanamycin

Pri prvej subkultivacii sa ukazalo, ze preZivajimetiva listov si zachovali
pévodny vzliiad (zelené sfarbenie). Listy, ktoré sa museli zoddvnekrozy odstrati
tvorili minimalny patet. Percento prezivajucich listov bolo najvyS&e médiu s 50
mg.I"* kanamycinu a dokonca vys$ie ako na kontrolnom médti druhej subkultivacii
(po Styroch tyzdloch) sme zaznamenali zimal nekrézu pletiv listov, ato aj na
kontrolnom médiu (graf 1). Napriek tomu, pokleszivania pletiv listov na vSetkych
koncentraciach kanamycinu na 7-10 % (v porovna®8 8 na kontrolnom médiu)
poukazuje na jeho inhitny (inok, ktory preukazne sa prejavil gialSom hodnoteni.
Pri tretej subkultivacii (po 6 tyZabch) sa prejavila silna toxicita vSetkych koncecifra
kanamycinu. Na kontrolnom médiu preZzilo 27 % listpr ktorych sme zaznamenali aj
indukciu regeneracie. Na vSetkych explantatochvsailtkalus a na niektorych sme
pozorovali aj indukciu tvorby vyhonkov.

Explantaty s tvorbou adventivnych gKov a vyhonkov sme preniesli na
médium WPM s obsahom 0,5 my.keatinu a 0,2 mg'lIAA za &elom ich dalsej

proliferacie a rastu. Po dvoch mesiacoch kultedoiplantatov na uvedenom médiu sa
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vytvoril vysoky paet vyhonkov (priemerny get vyhonkov na explantat bol 398
s priemernou vySkou vyhonku 2,14 cm).

Vysledky testovania potvrdili, Ze kanamycin v pay koncentraciach posobil
toxicky uz po druhom tyZzdni od zaloZenia pokusuoabdtyzdiov vSetky explantaty
znekrotizovali. Predpokladame, Zze nami zvolené &otrécie kanamycinu boli vysoké
a boli dévodom silnej toxicity antibiotika.

Hygromycin

Tolerancia explantatov (%)

22
A

I. subkultivacia 1. subkultivacia I1. subkultivacia

K A B C D K A B C D K B C D

K-0mgl* A-25mgl* B-50mgl' C-75mgl" D-10mg.l™*

Graf 2 Reakcia pletiv listov odrody “Berkeley a ih tolerancia na hygromycin

Pd&sobenie hygromycinu po dvoch tydh kultivicie sa prejavilgiastainou
nekrézou pri vSetkych koncentraciach. Explantaty kantrolnom variante média si
zachovali zivotaschopntsia 100 % a na koncentraciach hygromycinu 75 — 806846
dalSich dvoch tyztbch kultivacie (pri druhej subkultivacii) nastabkpes prezivania
pletiv listov na kontrolnom médiu na 50%. Na méHdié hygromycinom sa uZz
vyznamne prejavil inhidny &inok hygromycinu na pletiva listov. Tolerancia sa
prejavila iba pri 13 - 54 % listoch. & prezivajucich explantatov klesal so
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zvySujucou sa koncentraciou hygromycinu v médiuko Aajuspesnejsi sa ukazal
variant média s najnizou koncentraciou hygromyqi®,5 mg.™). Vyrazny pokles
nastal pri tretej subkultivacii vo vSetkych variach pouzitych médii v rozsahu 3 — 32
%, Vv zavislosti na obsahu hygromycinu v médiu.ldidmy vplyv hygromycinu na
pletiva listov bol opé najniz&i pri koncentracii 2,5 mg.l Z vysledkov vyplyva, Ze
inhibicny (&inok sa zvySuje s narastajucouizkbu kultivacie a koncentraciou
testovaného antibiotika. Nezaznamenali sme indukgwocesu adventivnej
organogenézy ani pri kontrolnom médiu.

4.2.2 Testovanie tolerancie pletiv listov k arttiotiku cefotaxime

Vplyv cefotaximu uvedeného antibiotika sme testova pletivach listov
odrody 'Berkeley' a 'Linnea’. Kontrolnym médiom dobp& médium WPM
s obsahom 2,2 mgl|TDZ. Pri hodnoteni sme postupovali identicky akoi pr
predchadzajucich experimentoch.

Tolerancia explantatov (%)

K A B C K A B C

b B2 35
14 | | |
K A B

I. subkultivacia Il. subkul tivacia I1l. subkultivacia

C

K-0mg.* A-100mg.I" B-200mg.I" C-400mg.I*

Graf 3 Reakcia pletiv listov odrody "Berkeley™ adh tolerancia na cefotaxim

59



Pri prvej subkultivacii percento prezivajucich expatov bolo vysokeé a listy si
zachovali povodnu zelenu farbu. Po 4 tyich kultivacie sme pozorovali nekroticky
acinok cefotaximu, ktory sa prejavil hlavne prinagégj koncentracii, pri ktorej
neprezilo 86 % explantatov. Na ostatnych variantoédia nastala dokonca indukcia
tvorby kalusového pletiva.

Pri dalSej subkultivacii (po 6 tyaach) klesol pdet prezivajlucich explantatov
na urové prezivania aj na kontrolnom médiu s vynimkou gaHej koncentracii, pri
ktorej prezivalo najmenej explantatov (11 %). Teat® koncentracie cefotaximu
nepbsobili na listy toxicky. Ztestovanych antiliiotsa preukazal cefotaxim ako

efektivny aj pre regeneraciu. Zaznamenali smekiciduadventivnej organogenézy na
kaZzdom variante média.

Explantaty po zhodnoteni boli prenesené na médiuRMé obsahom 0,5 zeatin

a 0,2 IAA a po piatich mesiacoch kultivacie vytWio250 vyhonkov na explantat
s priemernou ktkou 2,13 cm.

Tolerancia explantatov (%)

K A B C K A B C
I. subkultivacia Il. subkultivacia 11l. subkultivacia
K-0mg.I* A-100mg.I" B-200mg." C-400mg.l*

Graf 4 Reakcia pletiv listov odrody "Linnea’ a ichtolerancia na cefotaxim
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Pri odrode ‘Linnea” sme zaznamenali nizke prezévamiplantatov aj na
kontrolnom médiu (graf 4)¢o adekvatne sa prejavilo aj na médiach s obsahom
cefotaximom, a to s poklesom prezivania listov xekixcii so zvySovanim koncentracie
antibiotika (na 4%). Pri druhej subkultivacii predjuce listy tvorili len 3 - 9 %, ale
pozitivnym prejavom bola regeneracia kalusovéhtvale

Pri treé'om hodnoteni stav prezivajucich explantatov sa eedmPrezivajuce
pletiva listov dokazali regeneraa@a variantoch média K, B, a C, na ktorych nastala
iniciacia adventivnej organogenézy.

Po transfere explantatov z jednotlivych variantoedih na médium WPM
s obsahom 0,5 zeatin a 0,2 IAA sme hodnotiligbeyhonkov na explantat.

- Kontrolny variant - priemerny get vyhonkov bol 214 na explantat s priemernou
dizkou 4,3 cm.

- Variant média B - priemerny pet vyhonkov bol 172 na explantat s priemernou
dizkou 4,1 cm.

- Variant média C - priemerny et vyhonkov na explantat bol 100 na explantéat

s priemernou vyskou 2,3 cm.

Z uvedeného vyplyva, Ze indukcia a proliferaciaargkov sa zniZzovala so zvySujucou

sa koncentraciou cefotaximu.
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5 DISKUSIA

Adventivna organogenéza

Problematikou adventivnej organogenézy pri rd@ecinium sppsa zaoberali
viaceri autori (Debnath a McRae, 2002; Meinerslet 2007; Marcotrigiano et al.,
1996; GajdoSova et al. 2004; Debnath, 2005; Gajdp®&s al. 2007; Meiners et al.,
2007). Autori za telom indukcie adventivnej organogenézy testovatiytokininov
zeatin a TDZ. V naSich experimentoch zameranycladheentivnu organogenézu sme
taktiez testovali ich dinok uvedenych cytokininov na iniciaciu a prolifeia

vyhonkov.koncentraciu cytokininov TDZ a zeatin.

Ako uz bolo uvedené v tejto praci (1.6.4) kolekdivtorov Meiners et al. (2007)
sa zaoberal testovanim réznych rastovych regubatrbZ, zeatin, meta-topolin) a ich
koncentracii za delom zistenia najvhodnejSich cytokininov a ich lamtecacii, ktoré by
najlepSie podporili iniciaciu vyhonkov. Najuspe&irj cytokininom sa ukazal zeatin
s koncentraciou 2@M pri odrodach Red Pearl’, "Ozarkblue'. Autori dedju, Ze
acinok zeatinu podporoval tvorbu a predlZzovanie vyhona uvedenych explantatoch

a pri TDZ nastala hlavne tvorba kalusu.

V porovnani s naSimi vysledkami testovania cytakivi (TDZ, zeatin)
v koncentraciach 10 a 2tM na listoch odréd "Berkeley', "Linnea” a 'Ida’ (BJksme
zaznamenali ogal reakciu. Na zeatine nastala tvorba kalusu abZ tvorba
vyhonkov. Ako najuspesnejsi variant sa v naSom raxgate ukdzalo médium s TDZ
v koncentracii 2,2 mg (10 uM), na ktorom najviac listov tvorilo vyhony pri astach
‘Berkeley’, "Linnea’. Pri odrode ‘Ida’ sa tvoeghlkalus. Explantaty kultivované na
meédiu s obsahom zeatinu netvorili Ziadne vyhonyparjednej odrode. Predpokladame,
Ze rozdiely dinku cytokininov na iniciaciu tvorby adventivnyckihonkov, pozorované
pri naSom experimente v porovnani s vysledkami $panych autorov, mozu zavisie

od Specifickych narokov a rozdielnej reakcie datkpdy na jednotlivé cytokininy.

Porovnavanim rastovych regulatorov (TDZ, zeatio)canim ich najvhodnejSej
koncetracie za delom dosiahnutia najlepSej iniciacie vyhonkov sabsaali, napr. aj
autori Debnath a McRae (2002). Pri zeatine akohwajmejSia sa prejavila koncentracia
20 uM a pri TDZ 5uM.

V naSom experimente zo zeatinom (tab. 3) sa nerilitZiadne vyhony ani pri
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jednej koncentréacii. Z talfky 3 vyplyva, Ze na tomto negativhom vysledku sa do
znanej miery podiéa kontaminacia, zvlé%ri odrode “Ida” kultivovand na médiu so

zeatinom.

Autori Debnath (2005), Debnath a McRae (2003)v&sSiu tvorbu vyhonkov
dosiahli na médiu s M TDZ (1,1 mg.l") ¢o sa zhoduje (tab. 4) v pripade odrody
"Berkeley” s nadimi tdajmDaldie odrody uz nepreukazali regeekaschopnas(tab.

5 — 8) pri Ziadnej z testovanych koncentracii TDZ.

Vysledky v naSich experimentov a uvedenych autopmtvrdili rozdielne
reakcie odréd na jednotlivé cytokininy a zamvenazn&uji Ze na iniciaciu
adventivnych vyhonkov efektivne méze p6sobDZ v niz&ej koncentracii - 1,1 nig.

(5 uM TDZ), ¢o sa prejavilo preukazne pri odrode "Berkeley’.

Testovanie koncentracii antibiotik

V dalSej casti prace sme sa zaoberali testovanim g&efek antibiotik
(kanamycin, hygromycin) a antibiotika cefotaxime peoces regeneracie odrod
‘Berkeley’, "Linnea’ za &@lom vyuzitia vysledkov na eliminaciu baktérie
Agrobacterium  tumefaciens po  genetickych  transformaciach  a selekciu
transformovanych pletiv. Touto problematikou teatua alebo pouZzitia cefotaximu
a inych antibiotik na regeneréciu v kultimevitro sa zaoberali viaceri autori (Deepinder
et al., 2006; Nauerby et al., 1997; Bhau a WakP0®1; Song a Sink, 2004daj.

Podobne touto problematikou sa zaoberali aj alorg et al. (2009), ktor
testovali antibiotika (kanamycin, cefotaxime, kanmio#in) na regeneraciu listov odrod
(‘Sunrise’, 'Geo’) druhwaccinium corymbosuni. Listy odrody “Sunrise’ boli
kultivované na médiu s obsahom 4,0 Mgeatin, 1,0 mgi TDZ, 0,3 mg.t IBA a pri
odrode “Geo" bolo pouZité kulti#taé médium s obsahom 4,0 migdeatin a 0,3 mg'
IBA. Vysledky, ktoré uveden autori popisali vo sfopraci ukazali silny inhilghy
icinok kanamycinu pri koncentraciach 10 a 20 thdkkory sa prejavil ich odumretim.
Cefotaxim posobil inhilline na regeneraciu listov pri koncentracii 600 thg.l
a karbenicilin pri 500 mgi V naSom experimente v porovnani s uvedenym
experimentom (Xing et al., 2009) sme pouZili vyS$¥encentracie kanamycinu
(najnizia bola 25 mg'). Kazda koncentracia posobilalw@ siinym inhibnym

acinkom, ktory sa prejavil nekrozou vsetkych explaona
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Testovanim jednotlivych koncentracii antibiotikdotaxime sa nam ukazali ako
vhodné varianty pri oboch odrodach 100 Mmal200 mg:t. Vyssie koncentracie mali
vyrazny inhibény &inok.

Na antibiotiku hygromycine sa nam podarilo dosiahmgeneraciu explantatov
pri vSetkych variantoch, ale aj napriek tomu babupité koncentracie eSte vysoké.

Pcet listov, pri ktorych nastala regeneracia bdinvenizky.

Pouzitie hygromycinu na regenémam médiu pri genetickych transformaciach
rézneho ovocia vyuzivalo viacero autorov (Oosumalet2005; Mathews et al., 1995;
Sibbald et al., 2006; Tien et al., 2009).
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ZAVER

Vaccinium corymbosuni. aVaccinium vitis-idaeal. patria medzi druhy
vyznamné z viacerychrhdisk so Sirokym vyuzitim. S uvedenym suvisi ndystarast
zaujemcov o ich pestovanie. Délezitym faktorom pogSirenie pestovania tychto
druhov drobného ovocia je zabeZemie dostatku sadbového materialu. Zatia
najvyuzivanejSim spdsobom rozmnozenia je klasiclegetativne - drevnatymi

odrezkami.

Ostatnych rokoch sa do popredia dostavaju progredechnikyin vitro, ktoré
umoziuju efektivhu reprodukciu, nezavisle na vegetan obdobi. Adventivha
organogenéza je jeditry proces regeneracie v podmienkach vitro. Je jednou z

technik in vitro, zaujimavou z teoretického, ale vyznamnou apktického fiadiska .

V naSej praci sme sa zaoberali indukciou regeneraqroliferacie vyhonkov
metddou adventivnej organogenézy. Za uveden§miom sme testovali koncentracie
cytokininov - TDZ a zeatinu na indukciu regeneratdigtov odrod "Berkeley™ druhu
Vaccinium corymbosurh. a odréd ‘Linnea’, ‘Ida’, "Red Pearl” driNaccinium vitis-
idaea L. Z testovanych odrod preukéazala najlepSi regeng potencial odroda
‘Berkeley’, ¢o potvrdila tvorba adventivnhych vyhonkov na kultimem médiu
s obsahom TDZ v koncentracii od 1,1 — 5,5 thgNajvy3si poet vyhonkov sme
dosiahli na koncentracii 1,1 mg,Ina ktorej priemerny @et vyhonkov na explantat
bol 12.8, ktory sme dosiahli v5 mesiaci kultivacieato odroda sa javila ako
najvitalnejSia. Listy pri ostatnych odrodach prietl§/ch testovanych koncentraciach
cytokininov postupne nekrotizovali. Perspektivnymiadiska indukcie procesu
adventivnej organogenézy sa javia aj odrody ‘Lanre ‘Ida’, kde sme zaznamenali

tvorbu kalusu a objavila sa aj diferenciacia adiweyich vyhonkov.

V d’alSej sérii pokusov sme sa zaoberali testovanimmydbz koncentracii
seleknych antibiotik (kanamycin, hygromycin) na regeoergletiv listov odrody
‘Berkeley” a zistenim ich tolerancie k antibiotik&mig¢’'om detekcie koncentracie, pri
ktorej pletiva listov by si eSte zachovali dobr@eeer&nl schopnas V experimente
s antibiotikom kanamycin boli nami zvolené koncécie vysoké. Pri tretej
subkultivacii sme zaznamenali Uplnu nekrézu list®ercento prezivania listov na

kultivatnych médiach sidlkou kultivacie sa znizovaldp bolo vieobecnym javom pri
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vSetkych testovanych antibiotikach. Percento peaiiév pletiv listov na hygromycine
klesalo od najnizSej po najvySSiu koncentraciu baotika. PreZivanie listov pri
najvyssej koncentracii (10 mg)lklesalo z 80% pri prvej subkultivacii na 2% pete]
subkultivacii, préom najuspesnejsia bola najnizsia (2,5 Mg(46%). Aj napriek
dosiahnutej regeneracii pletiv listov sme zhodndé nami zvolené koncentracie boli
vysoké a posobili silnejSim inhimym &inkom na prezZivanie pletiv ako bolo
pripustné.

Testovanie koncentracii antibiotika cefotaxim, ktetiZi na eliminéciu baktérie
Agrobacterium tumefacienpo genetickych transforméaciach, sme usé&oilo pri
odrodach - 'Berkeley’ a 'Linnea’. Pri oboch odrid&a nam podarilo dosiahhu
indukciu adventivnej organogenézy. Odroda "BerKkeksy aj pri tomto experimente
prejavila ako vitalnejSia. Percento prezivajucistol bolo ovéa vySSie ako pri odrode
‘Linnea’. Celkové hodnotenie dokazuje, Ze cefotaxitestovanych koncentraciach
nepdsobil vyrazne toxickym c¢inkom. Ako najvhodnejSia koncentracia pri odrode
‘Berkeley’ sa ukézala koncentracia 200 thgpri ktorej aj po tretej subkultivacii
prezivalo 11 - 39 % explantatov. Listy odrody héa preukazali vSeobecnelne
nizke prezivanie, a to aj na kontrolnom médiu {® 96),¢o sa odrazilo aj na médiach
s obsahom antibiotik pri vSetkych koncentraciadh g %). Pri odrode "Linnea” prezilo
len 9 % explantatov pri koncentrécii 200 rifgcefotaximu, ako aj koncentrécii 100
mg.l*, ale vyznamnym je, 7e na explantatoch nastala ukitid adventivnej

organogenezy.
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PRILOHY



llustracia priamej adventivnej organogenézy

———

Obr. 2 Masova diferencidcia adventivnych ptikov na liste odrody 'Berkeley' na
médiu WPM s obsahom 2,2 mg} TDZ

\ . =

Obr. 3 Rast adventivhych vyhonkov indukovanych z mtiva listu odrody
'Berkeley' na médiu WPM s obsahom 2,2 mgi TDZ




llustracia prezZivania listov na WPM médiu s obsahomréznych

koncentracii TDZ

Obr. 4 Listy odrody 'Linnea’ na médiu WPM s obsahom0,55 mg.I* TDZ

Obr. 6 Listy odrody 'Linnea’ na médiu WPM s obsahom4,4 a 5,5 mg:t TDZ



Obr. 7 Listy odrody 'lda’ na médiu WPM s obsahom 055 mg.I* TDZ

Obr. 9 Listy odrody ‘Ida’ na médiu WPM s obsahom 44 a 5,5 mg.f TDZ



Obr. 10 Listy odrody 'Red Pearl' na médiu WPM s obahom 0,55 mg TDZ

Obr. 12 Listy odrody 'Red Pearl' na médiu WPM s obahom 4,4 a 5,5 mg} TDZ



Testovanie antibiotik

Obr. 13 Prezivanie listov odrody 'Berkeley' na médi WPM s obsahom TDZ (2,2
mg.I") a hygromycinu (2,5-5 mg:f)

Obr. 14 Prezivanie listov odrody 'Berkeley' na médi WPM s obsahom TDZ (2,2
mg.I") a hygromycinu (7,5-10 mg:})



Obr. 16 Prezivanie listov odrody 'Berkeley' na médi WPM s obsahom TDZ (2,2
mg.I") a cefotaximu (100 mg})

Obr. 17 Prezivanie listov odrody 'Berkeley' na médi WPM s obsahom TDZ (2,2
mg.I") a cefotaximu (400 mgH)






