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Zpltisob produkce bramborovych minihliz
z rostlin mnofenych in vitro tkéhovou
kulturou

(57) 0zinny zplsob produkce bramborovych
minihliz in vitro - in vivo, pfi kterém
se indukuje in vitro navozené vytvéieni
hliz na in vitro zakolfen&né rostli
a tyto rostliny se pak p&stujf ve skle-
nfcich, rist stonku se omezuje o3et¥enim
antigibberellovimi chemsikiliemi, mini-
hlizy se shromazduji a rostliny se op&t
zasazuji, vhodnZ se odetii a minihlizy
produkované v_prib&hu vegetace se perio-

dicky shromazduji.
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vynélez se tyks G&inného zpusobu produkce bramborovgch minihliz in vitro - in
vivo,

Je zném zpisob hromadné v¢roby bramborového mnofitelského materiédlu prostého
vird 8 viroidd kultivaci rostlinné tkén#, piri kterém se tkanové bunky vyhonku kulti-
vuji a mno%i in vitro na %fjivném prostiedi, pak se vyhonky zakofenuji nebo se na nich
navozuje vytvareni minihliz, in vitro zakorenEné rostliny se vysdzuji do skleniku
k risth in vivo jakoZto materskych rostlin, nebo se na nich in vitro miZe navozovat
vytvérent minihliz, z téchto minihliz se mohou p&€stovat daelsi mateirské rostliny
a z nich se mohou ziskévat semend&ky nebo malé hlizy jakoito mnofitelsky materiél,
nebo se jakoito mnotitelského materiflu miZe pouZivat minihliz. vytvareni semensd&kd
nebo hliz se mbfe *idit ovliivhovanim patatinové syntézy materskych rostlin,

Rychlost pomnoZeni bramborového mnofitelského materidlu tradi&nimi zplusoby je
nizkd, maximélng 10 8% 12 ndsobn& ro&nd, tekie je nutno udriovat tradi&nf kultivar
8 at 12 let. SoufasnZ dostupné kultivary brambor jsou citlivé na rizné houbové, bak-
teridlni a virové onemocnéni., Uchovéni tradi&niho kultivaru je moZné jen v oblastech,
kde je Groven onemocndni dostate&n¥ nizké pro pFiznivé ekologické faktory,

Obsah vody v bramborovém mnofitelském materidlu je pitibliZn& 90 %, takife pro
dopravu a skladovéni jsou nutné zvlé¥tni podminky., V uréitém pripadé néklady na dopra-
vu mohou byt vy#¥§ nef je cona brambor v mist& péstovéni, .

znémy zplsob je vhodny pro eliminovéni shora uvedenych obtifi. za pouZiti popsa-
ného zplsobu je rychlost mnolenf wysoké, doba potifebné pro uchovlévéani kultivaru se
mGZe sniZit na 1 aZ 2 roky, je moino produkovat zdravy mnoZitelsky materisl, naklady
na dopravu 8 skladovéni se mohou podstatn sniiit wnoZenim minihliz,

Podle shora uvedeného zplisobu se bramborovy mnoZitelsky materidl mile produkovat
v laborato*i nebo ve skleniku, JelikoZ investi¥ni a Gdribové néklady jsou vysoké
v obou pkipadech, je v¢nosnost zplsobu zévisld na mnoZstvi produkovaného mnoXitelské-
ho materiflu na jednotku plochy. ZaloZeni skleniku je nékladn#jSf nefli ziizeni labo-
ratofe,

presazovéni rostlin vyprodukovanych v laboratofi potiebuje dobrou technickou
Groven ve sklenfku (zarffzeni k piesnému vyh¥ivani pidy, regulace vlhkosti, p¥idavné
osvétlovéni). Nutno vzit v Gvahu, %e rostliny piesazené z laboratoife do sklenfku maji
rist ekonomicky a to se miZe zajistit v pi*ipadd produkce minihliz jedin& nejlepdim
vyutitim sklenfku, Podle dfivEj¥ich procesd autorl bylo mo¥no produkovat 400 a 800
minihliz na w2, Tato skutednost omezuje vyufitelnost sklenfku pro produkci minihlfiz,
Nyni byl vypracovén zplsob k podstatnému zvyienf GEinnosti produkce minihl{z na jed-
notku pleochy, PFi zpOsobu podle vyndlezu - coX ze znémého stavu techniky nenf zFejmé -
- se mOfe G¥innost drivéj¥iho zplsobu zvySit alespoi o 300 a% 500 %.

P*1 zphsobu podle vynélezu se chorob prosté mnoiitelské rostliny produkujf zné-
n¢ymi zplsoby kultivace tk4ni a zakoiehovénim v kapalném prostied{ in vitro za steril-
nich laboratornich podminek, jakmile rostlina vyvine koifeny, vym&ni se %ivné prostie-
df obsahujici antigibberellové chemikélie pro indukovéni hliz a rostlina se inkubuije
v tomto prostiedi. Po navozeni vzniku hliz se rostliny oSet¥f chemik§lif, které podpo-
ruje zakofenovéni a rostliny se vysézeji do pevného prostifedi ve skleniku, vegetativni
rdst rostlin se omezuje sniZovénim obsahu gibberellinu na obsah cytokininu periodicky .
a pravideln® a produkované minihlizy se sbirajf z koenl, rostlina se pak o¥et¥{ za-
korfenovacim hormonem a piesadf se zp&t do pevného prostiFedi a o¥etifuje se pravidelns
a periodicky antigibverellovou chemik&lif a pak se op&t produkované minihlizy sesbf-
raji.

p#i zphsobu podle vynélezu se produkujf chorob prosté rostliny z tkénové kultu-
ry o sob& zn&m¢mi zplsoby, vird a nemoci prosté rostliny se mohou mno¥it jakymkoliv
zném¢m zpusobem pro p¥stovéni tkénf., Rostliny, mnoZené tkéRovou kulturou, se zakoke-
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nuji v kapalném prostredi. Po vytvofeni koiend, kdyZz jiZ rostliny maji kofeny, se za-
korfenovaci proces zméni za prostiedi navozujici vytvareni hliz, coZ je hlavn& prostie-
df MS (Murashige and Skoog: Physiol. Plant. 15, 473 a% 397 /1962/) a toto prostied{
je odli%né v mnoZstvi zdroje anorganického dusiku (10 % pOvodniho prostifedi) a poia-
davek rostlin na dusik se zajistuje pFidénim zdroje organického dusiku (glutamin,
asparagin) v prab&hu navozovéni vznika hliz, Koncentrace sachar§zy v navozovacim
prostitedi je vy85f nei v prostiedi Ms: 8 vyhodou se pouZivé sacharézy 40 g/1.

prostifedi, pouZivané pro navozovéni vzniku hliz, obsahuje cytokininy ve vysoké
koncentraci, vhodné je mnoZstvi 5 aZ 10 mg/l. Podstatné &ésti prostifedi pouZivaného
pro navozovéni vzniku hliz jsou rizné antigibberelliny, Takovymi chemikéliemi jsou ku-
marin @ jeho derivaty, chlorcholinchlorid (CcC), s vyhodou dichloracetykhexamethyle-
nimi, Dichloracetylhexamethylenimin mé rist omezujici a antidotové pusobeni. V rostli-
néch navozuje vznikani hliz sniZlovanim obsahu gibberellinu v pomé&ru k cytokinimim
a m& vyhodné pisobeni na strukturu bun&&n¢ch membrén rostlin., P*i zplisobu podle vyné-
lezu se mi%e pouifivat dichloracetylhexamethyleniminu v koncentraci 6 a% 20 mg/l.

Rostliny se inkubuji v prostifed{ navozujicim vznik hliz za teploty 18 aZ 20 %
pi osmihodinovém osvétlovéni po dobu 10 aZ 14 dni,

pPo navozeni se hlizy brambor vyvijeji v pevném prostiredi ve sklenicich, pPied
ptesazenim do skleniku se navozujici prostiedi z koifend vymyje a k podpoFeni zakoie-
hovéni a k predchdzeni infikovéni rostlin Rhizoctonia se rostliny pono#i do kapaliny
obsahujici indol-octovou kyselinu v mnoZistvi 0,05 mg/1 a 0,2% Previcur-nN/propyl-N-/3-
-dimethylaminopropyl/karbaméth!drochlorid/. .

po zakoiendni rostlin ve sklenicich - t¥i tydny po presazeni - se rostliny postii-
kaji roztokem obsahujicim kumarinu 10 mg/1 a/nebo dichloracetylhexamethyleniminu
5 a¥ 10 mg/l jednou tydn&, Tak rostliny zdstévaji malé, aviak jejich fyziologicky stav
je vhodny pro vytvérenf hliz. Je dilefité, %e se rostliny mohou zbrzdit k pFedchézent
deldfho ristu,

Po presazeni do skleniku (za 1,5 a% 2 m&sice) se rostliny vyjmou z pady a hlizy
vEt3{ ne%: 0,5 cm se z koi‘enii seberou, MGZe se ziskat p*ibli%n& 1000 hliz 2z n® 2z rost-
lin p&stovanych timto zpusobem pi*i prvnim odd&lovéni hliz,

P¥i vyjmuti rostliny z pidy a pii sbiréni hliz se koFeny mohou po3kodit, Stonek
rostliny se opét pono¥i do roztoku obsahujiciho indol-acetonovou kyselinu v mnoZstvi
0,05 mg/1 8 0,2 % Previcur-N a pak se rostlina zasadi do pivodni nebo do nové puidy.
po fézi zakoenovéni se opakuje pi¥edchozi opatifeni (10 mg/l kumarinu a/nebo 6 mg/l
dichloracetylhexamethyleniminu). Odstran&ni hliz, oSetifenf shora popsanym roztokem
a presazeni rostlin se mi%e opakovat po 3 al 4 tydnech, P*i druhé sklizni se miZe
ziskat hliz 2000 aZ 3000/m2. Kdy% jsou rostliny staré -~ 4 mé&sice po zasazeni - vyjmou
se z pidy a zni&i se., Rostliny, o3etFované shora popsanym zplsobem, mohou vytvoiit
2500 a% 4000 hliz/m2 v zévislosti na kultivaru a toto mnoZstvi je 3 aZ 4 krat vétsi
ne: bylo mo¥né ziskat znémym zpusobem,

sebrané hlizy se nechavaji zkorkovatét po dobu dvou tydni za difuzniho svitla
a 704 vlhkosti, pak se rozt¥idi a skladuji se pti teploté 2 a% 5 °c.

zpisob podle vyndlezu se mite opakovat dva a pil krat ro&n&, to znamens, e se
6&innost produkce minihliz zv¢8f 4 a% 5 krét ve srovnéni se znémym zpisobem. Né&s ledu-
jici priklad vynélez objashuje a uvadf nejlep3i zplsob provéd&ni vynadlezu.

piriklad

Bramborovy kultivar "Somogy Gydngye® se mnoZi tkédnovou kulturou o sobé& znsmym
zptsobem. Po o&islovani se vyhonky zakofeni v kapalném prostifedi. Po dvoutydennim za-
koienovéni se kapalné prostfedi vym&ni za jiné prostifedi k navozovani vzniku hliz.,
Prostfedi pro navozovéni vzniku hliz mé toto sloZeni: zékladni prostiedi murashige
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a Skoog (MS), 1/10 koncentrace, dusinan amonny a dusi&nan draselny, 20 mg/l glutamo-
vé kyseliny, 40 g/l sachardzy, 5 mg/l benzyladeninu, 25 mg/l kumarinu 2 6 mg/1 di-
chloracetylhexamethylenimiﬁu. Rostliny se inkubujf v tomto prostiedf k navozeni
vzniku hliz po dobu 10 dni za 8 hodinového osvitu 200 lux/m® a pki teplotd 18 °c.

Po navozen§ vzniku hlfz se svazky rostlin vyjmou z kultiva&ni bahky, rostliny se
omyji ve vod¥ z vodovodu, oklepou se k odstran&ni nadbytku vody a pono*i se do rozto-
ku obsahujiciho 0,08 mg/l indol-octové kyseliny a 0,2% Previcur N, pak se vysézeji

do raselinové smési, 50 roatlin/mz. Po zakorenéni rostlin se vytvoli malé brézditky
(2 cm), pak od druhého tydnu po v&sézeni rostlin se rostliny postitikaji roztokem obsa-
hujicim 10 mg/l kumarinu a 6 mg/l dichlorscetylhexamethyleniminu jednou t¢dn&., Po vy-
sédzeni{ -~ za 1,5 a¥ 2 mésice ~ rozkodatd#lé rostliny se vyjmou z pldy. Hlizy vét¥{ nel
0,5 cm se oddéli rudng hitebenem vyrobenym pro tento G&el, Ra3elina a hlina se set¥epe
z rostlin, které se pono*i do roztoku obsshujiciho 0,08 mg/l indol-octové kyseliny

a 0,2% Previcur-N a pak se zpét zasézi do pivodni pldy a zavlali se, V odetfen{ rost-
lin se pokraduje postf!kénim roztokem obsahujicim 10 mg/1 kumarinu a 6 ag/l dichlor-
acetylhexamethyleniminu, Po 2 a% 4 tydnech se sbér hlfz a zasazeni rostlin opakuje,
Rostliny se o¥etii sefiznutim k udrienf vhodného malého vzrbstu rostlin, Ziskané *fz-
ky bez koXenl se mohou pouXit pro daldf mnofeni a vytvéieni hlfz,

Roatl!ny *somogy Gydngye’ péstované a mnoZené timto zpusoben vytvéiteji 3500 minie
hliz/m za 4 mésfce,

PREDMET VYNALEZU

1. Zpusob produkce bramborov§ch minihliz z rostlin mnoZenych in vitro tkéRovou kultu-
rou v kapalném prostedi, vyznaieny tim, %e vytvéfeni hlfz se navozuje in vitro na
zakorendnych rostlindch, rostliny s navozenym vytvéfenim hliz se zasadf do pevného
prostifedf ve skleniku a hlizy se vyviji ve sklenicich, zatimco rdst rostlinnych
stonkd se omezuje postifikem antigibberelliny jako jsou kumarin a jeho derivity ne-
bo chlorcholinchlorid pravideln¥ alespon ti*ikrét b¥hem jejich vyvoje, vyvinuté mi-
nihlizy se sbiraji, rostliny se zas&zeji zpd3t do pldy, rist stonkl se dbdle omezuje
a vyjiméni rostlin z pidy a op&tné zasazovéni se periodicky opskuje v pribshu vege-
taéni periody rostlin.,

2. zZpisob podle bodu 1, vyznadeny tim, ie se vytvalfeni hliz navozuje pouiitim zékladni-

ho prosti¥edi Murashige a Skoog obsahujiciho dusi¥nan amonn¢y 8 dusiZnan draselny
v koncentraci 1/10, 20 mg/l glutamové kyseliny, 40 g/l sacharézy, 5 =g/l benzylade-
ninu, 25 mg/l kumarinu a 6 mg/l dichloracethylhexamethyleniminu,

3, zZplisob podle bodu 1, vyznaéeny tim, %e se pied zasazenim do sklenfku-rostliny opati{
chemikélif, které navozuje zakoiehovéni a popiipadé prostfedken k ptedchézeni infiko~

véni Rhizoctonia.

4, Zphsob podle bodu é, vyznadeny tim, Ze se rostliny pied zasazenim do skleniku ode~
tfuji indol~octovou kyselinou a popiipadé propyl-N-/a-dinethylaninopropyl/karbam6t~
hydrochloridem ve form& roztoku,

RN A
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