ﬂ NARODNE POLNOHOSPODARSKE

APOTRAVINARSKE CENTRUM
VYSKUMNY USTAV RASTLINNEJ
VYROBY

Mnozenie Arundo donax
v in vitro kultdre

Metodicka prirucka



Ndzov: MnoiZenie Arundo donax v in vitro kulture
Autor: Mgr. Marcela GubiSova, PhD.
Autori fotografii: Mgr. Marcela GubiSova, PhD., Ing. Jozef Gubis, PhD.

Oponenti: Ing. Angela Filova, PhD.
Ing. Alzbeta Zofajova, PhD.

Rukopis nepresiel jazykovou upravou

Vydal: Narodné polnohospodarske a potravinarske centrum
Vyskumny Ustav rastlinnej vyroby
Bratislavska cesta 122, 921 68 Piestany

Rok vydania: 2016

Kontakt na autora: gubisova@vurv.sk



Metodicka prirucka vznikla za finanénej podpory Ministerstva
poédohospoddrstva a rozvoja vidieka SR aje vystupom rieSenia
projektu ,Vyvoj a inovdcie primdrnej rastlinnej produkcie pre
zabezpecenie bezpecnosti potravin, udrZatelného polnohospoddrstva
a zniZenia zataZenia Zivotného prostredia”. Vyskum bol tieZ
financovany Agentiurou na podporu vyskumu a vyvoja na zdklade
zmluvy ¢. APVV-15-0098.



Vymedzenie pojmov
EXPLANTAT - odobraty rastlinny orgédn, skupina orgdnov, ¢ast pletiva,
bunka kultivovana mimo pévodného organizmu

GELRITE/PHYTAGEL — spevriovacie Cinidlo Zivného média, nahrada
agaru, pri mnohych rastlinnych druhoch pozitivne ovplyviuje
multiplikaciu

IN VITRO KULTURA — pletivova kultura, kultdra rastlinnych explantatov
kultivovana asepticky v umelych, presne definovanych podmienkach

MULTIPLIKACIA — mnoZenie rastlinného materidlu, napr. mnoZenie
vyhonkov v in vitro kulture

ORGANOGENEZA - vyvoj organu alebo skupiny orgdnov z bunky,
zhluku buniek alebo pletiva

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

VITRIFIKACIA — hyperhydratécia, tvorba vyhonkov so zmenenou
morfoldgiou a zniZzenou vitalitou sklovitého vzhladu

VYHONKOVA KULTURA — in vitro kultdra rastlin vyuZivana najéastejsie
na mnozenie a/alebo uchovavanie rastlinného materialu

Skratky
BAP — 6-benzylaminopurin, rastovy reguldtor cytokininového typu
NAA — kyselina naftyloctova, rastovy reguldtor auxinového typu

TDZ — thidiazuron, rastovy regulator s cytokininovou aktivitou
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1. Uvod

Dopyt po obnovitelnych zdrojoch energie rapidne narastd nielen
kvoli snahe zabezpecit energeticku sebestacnost jednotlivych krajin pri
vyCerpdvajucich sa zdrojoch fosilnych surovin, ale najma z dévodu
environmentalneho znecistenia asnim slvisiaceho globalneho
oteplovania. Popri vyuzivani odpadov najma z polnohospodarskej
vyroby ako zdrojov energie, obrovské mnoZstvo biomasy moéze byt
ziskané cielenym pestovanim energetickych rastlin. Efektivnymi
zdrojmi biomasy pre tento uUcel su introdukované rastlinné druhy.
Jednym z nich je aj trstenik obycajny (Arundo donax L.), ktory je vo
svete dobre zndmou rastlinou s mnohorakym vyuZitim. Pevné
nadzemné stebla slizZia v niektorych oblastiach ako stavebny material,
vyuZzivaju sa na vyrobu rohozi, rybdrskych prutov, chodeckych palic
a hudobnych nastrojov. Trstenik poznd tiez Ajurvéda ako liecivu
rastlinu. V produkcii biomasy mu naSe domdce druhy zdaleka
nedokdzu konkurovat, navyse su zname aj jeho fytoremediacné
schopnosti, ktoré rastlinam umoznuji rast na  pdOdach
kontaminovanych, ¢i inak degradovanych. Problém pri zakladani
porastu spodsobuje vyhradne vegetativny spbsob rozmnoZovania.
Klasické mnoZenie pomocou rizdmov, prip. segmentov stoniek je
niekedy neefektivne a naro¢né na priestor a ¢as. Alternativou mézu byt
explantatové kultury, ktoré umozZnuju kontrolované mnozZenie
a uchovavanie rastlin na malom priestore, v kratkom case a nezavisle
od pestovatelskej sezény. Explantatovd kultura tiez umoznuje
Slachtenie materidlu s novymi vlastnostami, ako aj selekciu rastlin
adaptovanych na rozne podmienky prostredia, o mdéze mat vyznam
pri fytoremediacii rozsiahlych kontaminovanych pléch. Zaujem
o pestovanie energetickych plodin v ostatnych rokoch na Slovensku
narasta, avSak problematické mnoZenie A. donax je jednym z
limitujucich faktorov rozsirenia jeho pestovatelskych pléch.



2. Botanicka charakteristika Arundo donax

Arundo donax L. patri medzi najmohutnejsie
vytrvalé travy zcel. Poaceae. V optimdlnych
podmienkach dorasta do vysky az 10 m, v nasich
klimatickych podmienkach do 4—-5m. Druh
pravdepodobne pochadza zAzie, odkial sa
rozsiril do oblasti Stredozemného mora a neskor
do teplych oblasti celého sveta. Rastlina ma
mohutnld  koreflovd  sustavu s hluzovito
zhrubnutym podzemkom (rizémom). Nadzemnu
Cast rastliny tvoria hladké duté stebla

rozdelené uzlami, z ktorych mézu neskor vyrastat sekundarne stebla.
Listy su rovné, sivo-zelené, dlhé 50— 70cm, Siroké priblizne 3 cm
srovnobeznou Zilnatinou, S$picato zakoncené. Rastliny kvitnu
nepravidelne (nie vSetky a nie v kazdom roku) v priebehu oktdébra az
novembra. Sudkvetim je metlina, fertilné semena sa vsak tvoria len
ojedinele a maju velmi kratku dobu kli¢ivosti. Z toho dévodu sa rastliny
rozmnozuju vyhradne vegetativne.
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2.1. Zakladanie porastov

Na zakladanie novych porastov trstenika je mozné pouzit segmenty
rizomov, €o sa v praxi vyuZiva najma pri okrasnych formach. Ich
priprava je vSak pomala a technicky naro¢na, navyse pri tejto metdde
dochdadza klikvidacii materského porastu. Ztoho dovodu boli
overované moznosti vegetativneho mnoZenia pomocou nadzemnych
Casti rastliny. S roznou efektivitou je mozné rastliny mnozit pomocou
segmentov  stebiel s axildrnymi
pucikmi, ktoré sa nechaju zakorenit
vo vode alebo v péde, resp. sa do
pody zhriaju celé stebld. Pre takéto
mnoZenie sa odporuca vyuZivat
sekunddrne stebld, ktoré vyrastaju
na primarnych steblach az na konci
prvej sezény avo vysSej miere

v nasledujucom  roku (Ceotto
a Candilo, 2010). Takéto mnozenie
je vsak vysoko sezoénne
zavislé, odporuca sa v neskorom
lete a je vhodné pre teplé oblasti,
kde mladé rastliny nie su pocas
zimy ohrozované mrazmi.

V nasich klimatickych podmienkach je takéto mnoZenie tazko
realizovatelné, pretoze nadzemna biomasa pocas zimy vymfza
a dostupnost sekundarnych stebiel je obmedzend. Zvlastnych
skisenosti mame potvrdené, Ze vyuZitie jednorocnych stebiel, hoci aj
v sklenikovych podmienkach je neefektivne, nakolko rastliny
regeneruju svelmi nizkou frekvenciou a regenerujuce vyhonky
nezakorenia a usychaju.



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 korefnovym balom vhodné na presadzanie do polnych
podmienok. Nevyhodou takejto sadby je vSak nutnost zabezpecit
dostatok vlahy pocas vysadby. Rastliny sa vysadzaju do sponu 1 x 1 m,
takze na hektar plochy treba vysadit 10 000 rastlin. Na zaklade
informacii od pestovatelov bola vacsina porastov na Uuzemi Slovenska
zalozena z in vitro sadby pochddzajucej z Madarska.

2.2. Produkcia biomasy

Nadzemnd biomasa trstenika sa zbera vacsinou raz ro¢ne na jar po
vymrznuti v mesiacoch februar az april, eSte pre objavenim sa novych
vyhonkov. Rastliny maju v priemere 30 vyhonkov s hrubkou do 30 mm
avyskou 4,5-5m. Vlhkost biomasy vtomto obdobi je este stale
vysoka, zvyC€ajne dosahuje 40 — 45 %. Po prepocitani na suchu hmotu
vsak Uroda biomasy moZe v nasich podmienkach dosahovat 40 aZ
70 ton, ¢o vyrazne prevySuje ostané rastlinné druhy pestované za
ucelom produkcie energie.



3. Metodika

3.1. Vychodiskovy biologicky material

Na zaloZenie in vitro kultury Arundo donax su vhodné segmenty
stebla s lateralnymi pucikmi (nachddzajuce sa v oblasti kolienka, kryté
listovou posvou alebo tesne nad fou). Vhodnejsie su rastliny
dopestované v Crepnikoch, ktoré maju tensSie stebld a su chranené
pred poveternostnymi vplyvmi napr. v skleniku. Pre odber explantatov
zrastlin  pestovanych v polnych podmienkach
odporu¢ame pouzit sekundarne vyhonky, ktoré
maju hribku do 0,5—1cm kvoli jednoduchsej
sterilizacii materidlu. Ich odber je vobmedzenom
mnozZstve mozny koncom pestovatelskej sezdny
(september — oktéber). Primdrne stebld takychto

rastlin, ktoré su duté ahrubé az do 30 mm
neodporu¢ame, pretoZze priprava aseptickej kultiry znich je
problematickd. Vhodnym materidlom mozu byt tiez sekundarne stebla
z materskej rastliny pestovanej celoroc¢ne v skleniku vo volnej pode.

TRy

3.2. Sterilizacia rastlinného materidlu

Segmenty stebla s lateralnymi pucikmi ocistené
od listov o dizke 40 — 50 mm ponorime do etanolu
a pretrepavame 1 min. Po oplachnuti sterilnou -
vodou nechame segmenty ponorené 10-20
— min. v 5 % roztoku NaOC| (napr. SAVO) za
7 A neustaleho trepania. Po sterilizacii oplachneme
rastlinny material minimalne 3-krat sterilnou

destilovanou vodou. Samotnu sterilizaciu
a vsetky cinnosti az po presadenie rastlin do

pody vykonavame v aseptickom prostredi.
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3.3. ZloZenie Zivnych médii

ADI — Zivné médium pre zaloZenie in vitro kultiry, regenerdciu
vyhonkov z axilarnych pucikov

ADM - Zivné média pre multiplikaciu vyhonkov

ADZ — Zivné médium pre spevnenie a zakorefiovanie vyhonkov, ako aj
pre in vitro uchovavanie klonov trstenika vo forme vyhonkovej kultury

ADI | ADZ
MS soli +vitaminy* MS soli +vitaminy*
30 g/L sachardza 30 g/L sachardza
1 mg/L BAP 0,5 mg/L BAP

0,1 mg/L NAA
2,5 g/L Gelrite (Phytagel)**

ADM-T

MS soli +vitaminy* MS soli +vitaminy*

30 g/L sachardza 30 g/L sachardza

0,5 mg/L BAP 0,2 mg/L TDZ***

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

* zloZenie podla Murashige a Skoog, 1962; (pH = 5,8)

** moie byt pouzité aj tekuté zivné médium bez pridavku spevriovacieho &inidla,
zvySuje sa vsak riziko vitrifikacie vyhonkov

*** TDZ ako alternativu BAP neodportc¢ame pouzivat pred fazou zakoreriovania

3.4. Zalozenie in vitro kultury a regeneracia rastlin

Segmenty stebla po sterilizacii orezeme priblizne
na 20 mm a kultivujeme individudlne v skimavkach
v tekutom zivnom médiu ADI pre indukciu regeneracie
vyhonkov. Regenerované vyhonky (po wvyluceni
kontaminovanych) priblizne 010-14 dni zreZeme
a prenesieme na multiplikacné médium ADM-B.

Explantaty kultivujeme pri fotoperidéde 16 h svetlo/8 h b
tma a teplote 24/20 °C.
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3.5. Multiplikacia regenerovanych vyhonkov

K rychlemu mnoZeniu regenerovanych vyhonkov sa vyuziva in vitro
odnoZovanie, ktoré je podporené pridavkom rastovych reguldtorov
cytokininového typu: BAP (zZivné médium ADM-B) alebo thidiazuron
(Zivné médium ADM-T), na ktorom sa da ocakavat mierne vyssi
multilikacny  koeficient. Neodporiéame pouzivat thidiazuron
v poslednej pasdZzi pred zakorefiovacou fazou, pretoze negativne
ovplyvnuje tvorbu i morfolégiu koreriov, o ma za nasledok slabSie
prezivanie rastlin po presadeni do pody. Multiplikdcia mdZe prebiehat
na pevnych Zivnych médiach v sklenych pohdrikoch (210 —370 ml),
v pripade pouZitia BAP aj vtekutom Zivhom médiu individualne
v skimavkach (vhodné su skimavky s priemerom min. 25 mm). Pre
spevnenie Zivnych médii zdsadne uprednostiujeme alternativne
spevnovacie Cinidld ako Gelrite alebo Phytagel, nakolko je na nich
mozné dosiahnut signifikantne lepsi multiplikaény koeficient
v porovnani s agarom. Pri pouZiti thidiazuronu neodporuc¢ame tekuté
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Zivné médium, pretoze tato kombinacia faktorov zvysSuje riziko
vitrifikacie vyhonkov.

Rastliny kultivujeme vo fotoperiéde 16/8 h pri 24/20 °C. Kazdych 6
tyzdnov ich prekladdme na cerstvé Zzivné médium, pricom drobné
vyhonky ponechdavame v malych zhlukoch po 2 — 3 ks, vacsie a pevné
vyhonky (dizka > 30 mm) je uz mozné oddelit samostatne.

3.6. Zakorenovanie vyhonkov a uchovavanie vyhonkovej kultury

Na zakorenovanie a uchovdvanie vyhonkov pouzivame identické
Zivné médium — ADZ, ktoré obsahuje kombinaciu rastovych reguldtorov
cytokininového a auxinového typu (BAP + NAA). Takdto kombinacia
rastovych regulatorov mierne znizuje multiplika¢ny koeficient, vyhonky
su vSak pevnejsSie a zaroven sa tvori bohata korerfiova sustava (obrazok
na predchadzajicej strane). Pre zakorenenie vyhonkov mozZe byt
pouzité aj tekuté zivné médium v skimavkach, stupa vsak riziko
vitrifikacie, co moze ovplyvnit prezivanie rastlin po presadeni do pody.
Vyhonky, ktoré budu pouZité na zakoreriovanie, by mali byt vitalne a
dlhé min. 40 mm. Zakorerfiovanie prebieha 4-6 tyzdiov vo
fotoperiéde 16/8 h a teplote 24/20 °C.

3.7. Presadzanie do pody a aklimatizacia na ex vitro podmienky

Rastliny s dobre vyvinutymi korenmi presddzame do plastovych
zakoreniovacov naplnenych zahradnickym substratom. Odporucany
objem substratu je minimalne 150 ml, aby sa vytvoril dostatocny
korefiovy systém umozZiujuci neskor rastline prezit v polnych
podmienkach. Presadené rastliny prekryjeme priehladnou plastovou
féliou, ktora zabezpedi dostatocnu vihkost pocas aklimatizacie, pricom
po 14 dnioch zac¢neme postupne féliu odkryvat, ¢im sa rastliny
aklimatizuju na znizenu vlhkost prostredia. Rastliny aklimatizujeme vo
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fotoperiéde 16/8 h a teplote 15 °C pocas
prvych dvoch tyZzdnov, v priebehu dalSieho
tyzdna sa teplota zvysi na 20°C. 06— 10
tyZzdiov po presadeni do pdody su rastliny
schopné prenosu do polnych podmienok,
dva tyidne predtym je vhodné rastliny
aklimatizovat na prirodzené vonkajsie
podmienky. Pocas vysadzania a v obdobi
po vysadeni je nutné zabezpedit
dostatoénu  vlhkost pody. Vysadzanie
sadenic odporu¢ame v maji, ked uZ

nehrozia jarné mrazy.

4. Zaver

Metodicka prirucka predstavuje jednoduchy postup pre mnozenie
rastlin Arundo donax vyuzitim in vitro technik. Z ¢asového
a priestorového hladiska predstavuje efektivnu alternativhu metédu
mnoZenia, vyzaduje vSak zakladné zru€nosti a infrastruktiru pre pracu
s in vitro kultdrami rastlin. Regeneracia vyhonkov prebieha priamou
organogenézou zuZz zalozenych axilarnych pucikov a ndslednou
indukciou multiplikacie vyhonkov tzv. in vitro odnozovanim. Najvacsi
problém mébze predstavovat samotné zaloZenie aseptickej kultury kvoli
pritomnosti endogénnych kontaminacii vo vychodiskovom materiali.
Pocas jedného roka moéZeme teoreticky z jedného axilarneho pucika,
ktory zregeneruje na vyhonok, ziskat az 700 rastlin. Rastliny v in vitro
kultire bez problémov zakorenuju, prezivanie po presadeni do pody je
v optimalnych podmienkach vyssie ako 95 %. Rastliny s po minimalne
6 tyzdrioch aklimatizacie schopné prenosu do polnych podmienok.
Pbéda by vsak mala byt precizne pripravena a v pripade potreby sadba
pri presadzani a kratko po nom aj umelo zavlazena.
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5. Uplatnenie metodiky

Metodickda prirucka predstavuje pracovny postup pre in vitro
rozmnozovanie Arundo donax pre polnohospodarsku prax aje
vhodnym materidlom pre vyucbu na strednych S$kolach alebo
univerzitdch s polnohospodarskym alebo zahradnickym zameranim.
PouZitie tejto metodiky predpokladad zdkladné zrucnosti uZivatela
v oblasti explantatovych kultur.
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