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Vymedzenie pojmov

EXPLANTAT - odobraty rastlinny organ, skupina organov, ¢ast pletiva,
bunka kultivovana mimo poévodného organizmu

IN VITRO KULTURA — pletivova kultura, kulttra rastlinnych explantatov
kultivovana sterilne v umelych, presne definovanych podmienkach

KALUS - pletivo tvorené nediferencovanymi bunkami, ktoré sa
prirodzene tvori po poraneni; v pletivovych kultidrach je jeho tvorba
indukovand na reznych plochach, jeho bunky maju schopnost
regenerovat organy alebo celistvu rastlinu

ORGANOGENEZA — vyvoj organu alebo skupiny orgénov z bunky,
zhluku buniek alebo pletiva

RIZOM — podzemok, typ premenenej stonky so Supinovitymi listami
a pucikmi rastuci pod zemou, tvoriaci adventivne korene

SOMATICKA EMBRYOGENEZA — vyvoj embrya zo somatickej bunky

TRIPLOIDNY HYBRID — hybrid z medzidruhového krizenia majuci 3 sady
chromozdmov, je sterilny, rozmnoZuje sa vylu¢ne vegetativne

Skratky

2,4-D — kyselina 2,4-dichlérfenoxyoctova
BAP — 6-benzylaminopurin

NAA — kyselina naftyloctova
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1. Uvod

Na vyrobu energie vyuziva ¢lovek nielen zuholnatené tela rastlin, ale aj
rastlinnd biomasu. T4 ma potencidl vyuZitia na priame spalovanie, t.j.
na vyrobu tepla, alebo moZe byt aj surovinou na vyrobu biopaliv. Popri
odddvna vyuZivanej drevnej hmote sa v ostatnych rokoch stdle viac do
popredia dostdvaju alternativne zdroje rastlinnej biomasy, akymi su
zvysky z rastlinnej vyroby nepouZitelné ako potravina alebo krmovina
ale aj tzv. energetické plodiny. Takato plodina musi spifiat urgité
poZiadavky, a to: vysoka a lacna produkcia biomasy, nizke poZiadavky
na kvalitu pédy, o umozZni pestovanie na menej bonitnych p6dach
v marginalnych oblastiach, pricom by nemala konkurovat pestovaniu
plodin na potravindrske ucely. Za jednu ztakychto rastlin je
povazovana aj ozdobnica Cinska (Miscanthus sinensis), najma jej hybrid
Miscanthus x giganteus. Svojou Urodou, v priemere 20 t/ha/rok dokaze
konkurovat povodnym druhom charakteristickym pre Gzemie
Slovenska. Na jednej lokalite mozZe byt pestovand 20 rokov, pricom
biomasa sa zberd kazdorocne, takZze nevyzaduje po zapojeni porastu
dalSie naklady na sadivo a pesticidy. Tato rastlina je ekologicky
adaptabilnd na ré6zne podmienky pestovania, akceptuje aj nedostatok
vlahy a je vysoko mrazuvzdorna. Je povazovana za rastlinu priatelsku
k Zivotnému prostrediu, zniZzujucu CO, emisie, pretoze CO, uvolhené
pri spalovani nepresahuje mnoiZstvo fixované fotosyntézou pocas
rastu. Ozdobnica patri k tzv. C4 rastlindm, pre ktoré je charakteristicka
vysokd efektivita fotosyntézy asnou suvisiaca vysoka produkcia
biomasy. Nemozno ju povazovat za invazny druh, nakolko sa
rozmnozuje vyhradne vegetativne, ¢o vsak na druhej strane zvysuje
naklady pri zakladani porastu.



2. Botanicka charakteristika Miscanthus giganteus

Rod Miscanthus zahfia vytrvalé travy z Cel. Poaceae. Pre produkciu
biomasy sa za najvhodnejsi povaZuje prave Miscanthus x giganteus Greef
et Deu (Greef et Deuter, 1993), ktory je prirodzenym triploidnym hybridom
(2n=57) M. sinensis Anderss (2n=38) a M. sacchariflorus Benth. (2n=76).
Povodny genotyp bol objaveny v r. 1935 v
Japonsku, prevezeny bol do Danska,
odkial sa rozsiril do dalsich statov Eurdpy.
Miscanthus x giganteus sa rozmnoZzuje
vyluéne vegetativne. Nové porasty sa
zakladaju z rizémov (podzemkov) v maji.

/1 Pocas prvého roku rastliny wvytvaraju
. 4 vyhonky vysoké 1 m, rozrastaju sa rizomy
tvoriace zdklady novych vyhonkov pre buducu sezénu. V 3. roku pestovania
v klimatickych podmienkach SR dosahuju vyhonky dizku priblizne 2,5 m, s
poctom stebiel 90 a priemernou Urodou suchej biomasy nad 20 t/ha. Rastliny
kvitnd zaciatkom septembra, sikvetim je metlina, semena sa vsak kvoli
hybridnému triploidnému charakteru netvoria. Biomasa sa zbera skoro na jar,
ked pocas zimného obdobia dochadza k prirodzenému zniZzeniu vlhkosti
z priblizne 50 na 10 %.

palivo vyhrevnost
plyn 33,5 MJ/m’
hnedé uhlie 15,0 MJ/kg
éierne uhlie 26,0 MJ/kg
drevo 14,2 MJ/kg
Miscanthus 18,0 MJ/kg

Porovnanie vyhrevnosti réznych druhov paliva



2.1. Zakladanie porastov

Na zakladanie novych porastov sa
bezne vyuzivaju segmenty
rizomov. Ziskavaju sa z porastov,
ktoré su optimdlne 5-ro¢né
(Christian  akol.,, 2009), po
vyorani, ocisteni arozrezani na
priblizne 10 cm kusky. Rastliny sa
vysadzaju do sponu 1 x 1 m, takze
na hektar plochy treba vysadit
10 000 rastlin. Produkcia rizémov

/

~~«# je v3ak pomald apriprava takéhoto sadbového

materidlu je ndrofna na priestor, €as a pracu.
Alternativou ku klasickému mnozeniu su in vitro
techniky umoznujuce rychle namnozenie geneticky
identického materidlu na malom priestore. Po
namnozZeni, zakoreneni a presadeni do pody sa
ziskaju rastliny s korenovym balom vhodné na
presadzanie do polnych podmienok. Nevyhodou
takejto sadby je vsak nutnost zabezpedit dostatok
vlahy pocas vysadby. Priekopnicke prace v tejto
oblasti publikovali Nielsen a kol. (1995), Holme a
Petersen (1996), Lewandowski (1997), neskoér aj
o s - Glowacka a kol. (2010). V ostatnych rokoch sa
zacaI| vysadzat porasty ozdobnice aj na uUzemi Slovenska. Vacsina
porastov bola zaloZend z rizdmov, v sucasnosti sa overuju moznosti
vyuZitia sadby pripravenej v in vitro kulture.



3. Metodika

3.1. Vychodiskovy biologicky materidl

Na zalozenie in vitro kultiry Miscanthus giganteus su vhodné
nasledovné typy explantatov:

a) segmenty stebla obsahujuce laterdlne puciky
(nachadzajuce sa voblasti kolienka, kryté
listovou posvou) odoberané v mesiacoch maj —
jul, vhodnejSie su rastliny vprvom roku
pestovania, pestované v crepnikoch, chranené

pred poveternostnymi vplyvmi, napr. v skleniku
b) nezrelé sikvetia odizke 5-30 mm
izolované  zvrcholov  stoniek  pred
objavenim sa sukvetia na prelome
august/september

Pozn.: Teoreticky su pre zaloZenie kultury

vhodnym explantatom aj segmenty rizdmov, nakolko obsahuju velké mnoZstvo
zaloZenych pucikov, z praktického hladiska je velmi problematické, az nemozné ziskat
z takéhoto typu explantatu sterilnu kulturu bez pouZitia antimikrobialnych Iatok.

3.2. Sterilizacia rastlinného materidlu

Segmenty stebla slateralnymi pucikmi

oistené od listov odizke 40-50 mm

avrcholové casti stebla s nezrelymi
sukvetiami zbavené vrchnej vrstvy listov

N S
N

pretrepavame 1 min. Po oplachnuti sterilnou vodou nechame

o dizke 60-80 mm ponorime do etanolu a

segmenty ponorené 10-20 min. v 5 % roztoku NaOCI ( napr. SAVO) za
neustaleho trepania. Po sterilizacii oplachneme rastlinny material
minimalne 3-krat sterilnou redestilovanou vodou.



3.3. ZloZenie Zivnych médii

MS soli +vitaminy MS soli +vitaminy
30 g/L sachardza 30 g/L sachardza
50 mg/L cystein HCI* 50 mg/L cystein HCI
0,4 mg/L BAP 8 g/L agar

5 mg/L 2,4-D

0,1 mg/L BAP

MS soli +vitaminy MS soli +vitaminy

30 g/L sachardza 30 g/L sachardza

50 mg/L cystein HCl 50 mg/L cystein HCl

2,5 g/L Gelrite (Phytagel)** 8 g/L agar

1-2 mg/L BAP 2 mg/L BAP

0,1 mg/L NAA
I -

MS soli +vitaminy MS soli +vitaminy

30 g/L sachardza 30 g/L sacharéza

50 mg/L cystein HCI 50 mg/L cystein HCI

1 mg/L NAA 8 g/L agar

0,2 mg/L BAP

* Fivné médium obsahuje L-cystein HCl, ktory zabrariuje hnednutiu explantétov
** moZe byt poufité aj tekuté Zivné médium bez pridavku speviiovacieho ¢inidla

3.4. ZaloZenie in vitro kultury a regenerdcia rastlin

ZaloZenie kultury z laterdlnych pucikov

Segmenty stebla sa po sterilizacii orezd priblizne na 20 mm a kultivujua sa
individudlne v skumavkach v tekutom Zivnom médiu MGI pre indukciu
regenerdacie vyhonkov. Regenerované vyhonky sa priblizne o 10-14 dni zrezu
a prenesu na multiplikacné médium MGM. Explantaty sa kultivuju pri
fotoperidde 16 h svetlo/8 h tma a teplote 24/20°C.
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ZaloZenie kultury z nezrelych sukveti

Nezrelé stkvetia o dizke 5-30 mm sa izoluju z vrcholovej &asti stebla,
rozrez sa pozdi’ne na 3-4 asti. Segmenty sa kultivuji na kalus-
indukénom médiu MGK v Petriho
miskach alebo sklenych poharikoch
(200-300 ml) vtme pri 24 °C 12
tyzdhov, pricom sa kazdé 4 tyzidne
prenesi na cCerstvé  médium
rovnakého zloZenia. Nasledne sa
kalusy prenesit na regeneracné

médium MGR, na ktorom sa
kultivuju 4 mesiace vo fotoperidde 16 h
svetlo/8 h tma a teplote 24/20°C, pricom raz
mesatne sa  odoberaju  regenerované
vyhonky azvysné kalusy sa preloZia na
Cerstvé MGR. Regenerované vyhonky sa
nasadzaju na elongacné médium MGE
v sklenych poharikoch typu ,detska vyziva“
(210 ml), dobre vyvinuté vyhonky priamo na

. multiplikaéné médium MGM. Zjedného
nezrelého sukvetia méZeme ocakdvat v priemere 35-65 regenerantov.

3.5. Multiplikacia a uchovavanie regenerovanych vyhonkov

K rozmnoZovaniu regenerovanych vyhonkov sa vyuZiva in vitro
odnozZovanie, ktoré je podporené pridavkom BAP. Multiplikacia moze
prebiehat na pevnom Zivnom médiu MGM v sklenych poharikoch (210-
370 ml) alebo vtekutom Zivnom médiu MGM individualne
v skimavkach (priemer 25 mm). Pre uchovavanie rastlinného
materidlu je mozné koncentraciu BAP znizit na 0,4 mg/L. Rastliny sa

11



kultivuju vo fotoperidode 16/8 h pri 24/25°C, raz
mesacne sa prekladaju na cerstvé Zivné médium,
pricom vyhonky sa ponechavaju v malych zhlukoch
po 2-4 ks, vacsie vyhonky (>25 mm) je moiné
oddelit samostatne.

3.6. Zakorenovanie

Do tekutého zakoreriovacieho média MGZ
v skimavkach (priemer 25 mm) sa nasadzaju
individudlne vyhonky o dizke minimalne 60 mm.
Alternativne je moZné zakorernovat vyhonky
v sklenych poharikoch v MGZ médiu spevnenom
pomocou 2,5 g/L Gelrite. Zakoreriovanie prebieha
3 tyzdne vo fotoperiéde 16/8 h a teplote 24/25 °C.

3.7. Presadzanie do pdody a aklimatizacia na ex vitro
podmienky

Rastliny s dobre vyvinutymi korefnmi sa
presadzaju do plastovych zakorenovacov
naplnenych zahradnickym substratom.
Odporucany objem substratu je minimalne
150 ml, aby sa vytvoril dostatoény korenovy
systém umoznujuci neskoér prezit rastline
v polnych podmienkach. Presadené rastliny
sa prekryju priehladnou plastovou fdliou,
ktord zabezpedi dostatocnu vlhkost pocas

aklimatizacie, pricom po 14 dfioch sa zatne =

postupne félia odkryvat. Rastliny sa aklimatizuju vo fotoperiéde 16/8 h

ateplote 15 °C pocas prvych dvoch tyzdnov, v priebehu dalSieho

12



tyZzdna sa teplota zvysi na 20 °C. O 6-8 tyzdnov po presadeni do pody
su rastliny schopné prenosu do polnych podmienok, 2 tyZzdne predtym
je vhodné rastliny aklimatizovat na prirodzené vonkajsie podmienky.
Pocas vysadzania avobdobi po vysadeni je nutné zabezpecit
dostatocnu vlhkost pody. Vysadzanie sadenic sa odporuca najskér v 2.
polovici maja alebo v juni.
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4. Zaver

Metodicka prirucka predstavuje uceleny prehlad sp6sobov mnoZenia
Miscanthus giganteus vyuZitim in vitro technik. VyuzZiva dva rdzne
pristupy k mnoZeniu ato: a) priamou organogenézou, t.j. indukciou
tvorby vyhonkov z laterdlnych pucikov uloZzenych v kolienkach
stebla, b) somatickou embryogenézou, t.j. regeneraciou embryi
z buniek kalusu indukovaného na segmentoch z nezrelych sukveti. Pri
oboch spdsoboch regenerdcie nasleduje faza in vitro odnoZovania,
ktora umozZiiuje dalSie namnoZenie ako aj uchovavanie rastlinného
materialu. Pred presadenim rastlin do p6édy je na novych vyhonkoch
indukovana tvorba korerfiov. Rastliny si po 6 tyzdrioch aklimatizacie
schopné prenosu do polnych podmienok. PreZivanie rastlin ako aj
prezimovanie v prvom roku po vysadbe, ktoré moze byt pre rastliny
kritické, je porovnatelné s konvencne mnozenymi rastlinami z rizémov.
Metodika je vyuzitelna aj pri in vitro Sfachteni ozdobnice (mutacie,
somaklondlna variabilita, polyploidizacia), nakolko klasické Slachtenie
je pri takychto hybridoch obmedzené.

5. Uplatnenie metodiky

-~

Metodicka priruéka predstavuje komplexny pohlady na vitro
rozmnozZovanie Miscanthus giganteus pre polnohospodatsku prax a je
vhodnym materidlom pre vyucbu na strednych Skelach alebo
univerzitach s polnohospoddarskym alebo zdhradnickym zameranim.

Obrazky:
Str. 7: rastllny o) sukvetlaml str. 8: nzomy/mlady vyhonok str. 9: segm

i
¥t stebla /
somatickych embryi na kaluse / regenerécia rastlin, str. 12: odnoi juci

rastlina presadena do pddy, str. 13: aklimatizovana rastlina v polnych hienkach,
obalka vzadu: porast M. giganteus v 2. Uzitkovom roku |
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