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Netradi¢cné metody

rozmnozovania drevin
pomocou explantatovych kultar

Rozvojom urbanizovanych a priemyselnych oblasti sa postupne zhorSuje Zivotné prostredie, o negativne
posobi na zikladné zivotné funkcie drevin, vratane ich rozmnozovania. Popri fyzikilnochemickom pésobenf
na jednotlivé organy, mézu sa prejavit aj priznaky zniZovania reprodukénych schopnosti, najmé zniZenie

produkcie semien a ich kli¢ivosti.

Aj ked existujd mnohé spdsoby elimindcie negativiych
uéinkov zhorseného Zivotného prostredia, do centra pozor-
nosti sa v sucasnosti dostdvaji moznosti regeneracie drevin
pomocou  explantdtovych kultdr. V tvorbe a ochrane
Zivotného prostredia sa vyuzivajui najma:

® pri zachrane a reprodukcii genofondu drevin so zamer-
anim na oblasti postihnut€ priemyselnymi imisiami,

® v ¥lachtitelskych programoch zameranych na zvy$enie
odolnosti drevin voti zhorSenému Zivotnému prostrediu,

® pri zdchrane a reprodukcii genofondu populdcif
ohrozenych hromadnym hynutim.

Explantatové kultiry predstavuji komplex perspektivnych
metdd pestovania rastlin v podmienkach in vitro. V sucas-
nosti sa im venuje velkd pozornost, pretoze moZu vyrazne
prispiet k zvySeniu produkénych schopnosti drevin. Napriek
mnozstvu experimentdlnych vysledkov ziskanych v oblasti ex-
plantitovych kultdr nemozno ich zovieobeciiovat, pretoze
existuju znacn€ rozdiely v poZiadavkdch na pestovanie jed-
notlivych druhov alebo kultivarov drevin. K mnoZstvu fak-
torov, ktoré ovplyviluji proces regenerdcie drevin, patri
okrem genotypu aj vek a fyziologicky stav dreviny, z ktorej sa
primarny explantat odobral, velkosf explantdtu, miesto a ¢as
odberu, zlozenie kultivaéného média a dalsie (Kamenicka,
Rypdk, 1989). Vo vyskume explantdtovych kultir v oblasti
rozmnoZovania drevin sa v sucasnosti sustreduje pozornost
hlavne na:

® mikropropagdciu (mnoZenie rastlin pomocou mensich
Casti) z aspektu zvySenia produkéného potencidlu,

® zvySenie odolnosti proti chorobdm a nepriaznivym vply-
vom prostredia,

@ somatickd embryogenézu,

® dlhodobé uchovévanie explantdtov kryokonzervéciou,
ako zdklad pre budovanie genobdnk vzdcnych, ustupujicich
alebo vysokoprodukénych druhov a ich hybridnych foriem,

® vzdialenui hybridizdciu a genetick€é manipuldcie, vratane
génového inZinierstva,

® mozZnost indukcie tvorby haploidnych a polyploidnych
rastlin vyuZitim premenlivosti rastlinnych pletiv.

S prihliadnutim na tieto smery sa vyskum v oblasti
rastlinnych  explantdtov v Arboréte Mlytany - Ustave

dendrobiol6gie SAV zameriava na rozpracovanie metod
mikropropagécie niektorych introdukovanych a domécich
drevin tak, aby vysledky rozsirili zdkladn€ poznatky nielen o
reguladnych mechanizmoch a biologickych zdkonitostiach
priebehu rastovych procesov, ale aj obnovy celistvosti drevin
v podmienkach in vitro. Vyskum sa v sdcasnosti orientuje
hlavne na metody mikropropagdcie vzdcnych,  fazko
zakoretiujicich alebo ohrozenych druhov drevin. Tieto
met6dy su aktudlne najmé vzhiadom na sistavné zhorsovanie
Zivotn€ho prostredia, €o suvisi s poklesom ich reproduk¢nej
schopnosti. Objektom vyskumu si: gadtan jedly (Castanea sa-
tiva Mill.), pagastan konsky (Aesculus hippocastanum L.),
magndlia soulangeovd /Magnolia x soulangeana (Soul.),
smrekovec opadavy (Larix decidua Mill.), tuja mlyhanska
(Thuja occidentalis L. cv. malonyana), borovica lesnd (Pinus
silvestris L.), borovica Armondova (Pinus armendii Franch.),
borovica Bungeova (Pinus bungeana Zucc. ex Endl.),
borovica Banksova (Pinus banksiana Lamb.) a borovica
trpasli¢ia (Pinus pumila /Pall./ Regel).

Vyuzitie explantdtovych kultir mozZno rozdelit do dvoch
skupin, ktoré zahffiaji: 1. techniky zachovavajice povodny
genotyp (meristémové kultiry, embryokultdry), 2. techniky
zvySujlce genetickd variabilitu (kalusové, bunkové a proto-
plastov€ kultury).

V sucasnosti medzi najviac prepracované patria kalusové a
orgdnové kultury.

Kalusové kultiry

Kalusovii kultiru moZno indukovat z kazdého pletiva. Pri
jej odvodent z pucikov pagastana konského (Aesculus hippo-
castanum L.) sa potvrdilo, Ze vyznamnu tlohu ma zloZenie
kultivatného meédia (obr. 1). Odvodend primdrna kultira sa
pestuje na médidch s pridanim roznych koncentracii auxinov
a cytokininov, ktoré ovplyvilujui nielen jej rast a Struktiru,
ale su rozhodujtice aj pre priebeh morfogenézy (Rypak, Ka-
menickd, 1986). Okrem regenerdcie rastlin pomocou or-
ganogenézy mOZu rastlinné embryd regenerovat in vitro aj
cestou somatickej embryogenézy. Tato met6da je zvlast per-
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2. Zakorenené vyhonky magnolie soulangeovej (Magnolia x soulan-
geana Soul.)

3. Zakorenené vyhonky rododendroéna zitého (Rhododendrom lu-
teum L.)

1. Kalusovd kultiira pagastana konského (Aesculus hippocastanum
L.) po 28 ditoch pestovania na médiu s obsahom auxinov

spektivna pre $lachtenie drevin. Vysledky, ktor€ sa ziskali pri
pestovani nedozretych embryi borovice (Pinus abies L.),
smrekovca opadavého (Larix decidua Mill. (Nagmani,
Bonga, 1985), ako aj pri listnatych drevindch (Merkle, Som-
mer, 1986; Ostroluckd, Prefovd, 1991), su velmi nadejné.
Este viak chyba vela poznatkov o jednotlivych etapach vyuZi-
tia tychto technik, ale aj dalsich biotechnologickych postupov
v $fachtitelskych programoch zameranych na zvysenie odol-
nosti drevin.

Organové kultiry

Daldou, pomerne $iroko rozpracovanou metédou regene-
récie drevin, si orgdnové kultdry. Pokial vychddzaji z mer-
istémov, vyznaluji sa genetickou stabilitou potomstva.
Skumali sme moZnosti regenerédcie pagasStana konsk¢ho
(Aesculus hippocastanum L.) z vrcholovych puicikov, aktin-
idie vyznatnej (Actinidia arguta Sieb. et zucc. /Miq.) a aktin-
idie &inskej (A. chinensis Planch.) z pazusnych pucikov,
gastana jedlého (Castanea sativa Mill.), tuje mlyfianskej
(Thuja occidentalis L. cv. malonyana), borovice lesnej (Pinus
silvestris L.), borovice Armandovej (P. armandi Franch.) a
smrekovca opadavého (Larix decidua Mill.) z izolovanych
embryi (obr. 2, 3, 4). Z hiadiska indukcie organogenézy
zohrdvajui dolezitu dlohu koncentrécia, druh a dizka po-
sobenia rastovych reguldtorov a fyzikdlne faktory kulti-
vatného prostredia (najmé svetlo a teplota). Explantaty sa
navzdjom odli$uju v citlivosti voti exogénne aplikovanym ras-
tovym reguldtorom, z ¢oho vyplyva aj ich rozdielna morfo-
génna aktivita.

Organogenéza (tvorba a rast orgdnov) ihlicnatych drevin
vychddza prevazne z juvenilnych pletiv. Pri kultivdcii starSich
vyhonkov gastana jedlého sme pozorovali zvySend produkciu
polyfenolov a postupné nekrotizovanic az usychanie
vrcholovych apexov. Mensie vyhonky (do 15 mm) mali sklon
k zvySenej tvorbe kalusu, &m sa inhibovala tvorba korefiov.
Vysledky potvrdili, Ze najvhodnej$im primdrnym explantdtom
pre kultivéciu tuje mlyianskej, smrekovca opadavého, borov-
ice lesnej a borovice Banksovej si klitne listy semendcikov
dopestovanych v aseptickych podmienkach (Debreceniovd,
Krajéovd, 1991). Naproti tomu pre pestovanie borovice
Bungeovej a borovice trpaslitej si vhodnejsie celé embryd
izolované zo semien po studenej stratifikécii (skladovanie pri
teplote 5 °C potas 2-3 tyzdiov vo vihkej zmesi raseliny a
piesku). Najmenej vhodnym materidlom na odber pri-
mdrnych explantdtov uvedenych druhov ihli¢natych drevin si
segmenty hypokotylu a izolované ihlice semenétikov. Vzhia-
dom na rozmnoZovanie mnohych druhov drevin, ktoré su
nielen sicastou zelene v mestskom prostredi, ale su aj vyz-
namnymi ovocnymi a lesnymi drevinami, povazuju sa
metédy rozmnoZovania in vitro v sufasnosti za zvlast
aktudlne. Dosiahnutie vysokého koeficientu rozmnoZovania a
kvality dopestovanych regenerantov zévisi nielen od druhu
drevin, ale aj od zloZenia média, v ktorom hra ddlezitu ulohu
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4. Dopestované regeneranty aktinidie ¢inskej (Actinidia chinensis
Planch.) v podmienkach in vitro

optimdlna  koncentrdcia  rastovych  reguldtorov.  Pri
dihodobom pestovani explantdtov na médidch s vysokym ob-
sahom cytokininov nielenze klesa pocet a intenzita rastu vy-
honkov, ale objavuju sa aj priznaky straty chlorofylu. OdliSny
fyziologicky u¢inok maju rastov€ reguldtory zo skupiny aux-
inov alebo giberelinov. Na indukciu adventivnych pucikov je
nevyhnutnd pritomnost cytokininov, naproti tomu vyssia pri-
tomnost auxinov (kyselina g-indolylmaslovd) v zakoremnova-
com médiu podporuje tvorbu koredov (obr. 5, 6). Pri
testovanych druhoch sme pozorovali aj nerovnomerny rast a
vyvin explantdtov pocas ich pestovania na rovnakych médidch.
Predpokladame, Ze tieto rozdiely vyplyvaju z odliSnej endo-
génnej hladiny rastovych reguldtorov. DoleZitou etapou, od
ktorej zavisi uspech regenerdcie, je prechod regenerantov z
podmienok in vitro do podmienok in vivo. Rastliny dopesto-
vané in vitro maju urcité anatomické a morfologické zvlast-
nosti, nemaju kutikulu, ¢im sa zniZzuje intenzita transpirdcie,
maju znizeny podiel palisidového parenchymu v listoch a
heterotrofny spOsob vyZivy. Tak€to rastling sa musia adap-
tovat na zmenené podmienky prostredia tym, Ze sa udrzi-
avaju pri vy$Sej vlhkosti a chrdnia pred priamymi slne¢nymi
laémi. Zaciatok ich rastu suvisi § ukon¢enim procesu adap-
técie.

S prihliadnutim na doterajSie vysledky, ktoré sa dosiahli v
kultdrach in vitro pri regenerdcii drevin, mozno ich oprév-
nene povazoval za velmi perspektivne. Nie sd len potencidl-
nym zdrojom rozmnozovania drevin v obnove iesa, ale mézu
sa dobre uplatnif aj v produkcii a $fachteni drevin pre oblasti
so zhorSenym Zivotnym prostredim, kde si klasické metddy
obmedzené.
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S. Predlzovaci rast vyhonkov borovice trpasli¢ej /Pinus pumila (Pall./
Regel) na médiu s obsahom aktivneho uhlia

6. Izolovany vyhonok borovice Banksovej (Pinus banksiara Lamb.)
na zakorefiovacom médiu




