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Disacharidy jtaka darzinés braskés (Fragaria x ananassa Duch.) mikrotigliy

buklei in vitro
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Straipsnyje aptariami darzinés braskés (Fragaria x ananassa Duch.) mikrotgliy buklés tyrimai, vertinant jy atsparuma SalCiui disacharidy ir
gradinimo poveikyje in vitro. Tyrimai atlikti Lietuvos agrariniy ir misky moksly centro Sodininkystés ir darzininkystés institute (LSDI). Svarbiausias
tyrimy tikslas buvo nustatyti gridinimo laikotarpio ir disacharido sacharozés Murashige Skoog mitybingje terpéje jtakg braskiy mikrotugliy buklei in
vitro. Ankstesniy misy tyrimy ir analizuoty kity autoriy duomenimis, augaly atsparumo S$al¢iui nustatymui reikalingas griudinimas. Tirti mikroagliai
Saldyti nuo -2 iki -10 °C temperatiiry intervale in vitro. Nustatyta, kad skirtingo atsparumo 3al€iui braskiy veislés skirtingai reaguoja i Saldyma in vitro.
Po saldymo iSgyvenusiy braskiy mikrotgliy kiekis Zenkliai didesnis atspariy nei neatpariy $al¢iui genotipy, 0 geresné mikrotugliy biiklé - terpéje su

sacharozés priedu, po ilgesnio griadinimo (14 pary) laikotarpio.
Darziné braske, in vitro, mikrouglis, veislé

Ivadas

Augalai gyvena pastoviai kintanCiomis salygomis,
veikiami skirtingy abiotiniy ir biotiniy faktoriy. Jie - séslas
organizmai, kurie turi gebéti ne tik prisitaikyti prie
besikeicianciy aplinkos salygy, iSgyventi biotiniy veiksniy
poveikj, 0 kultivuojami vidutinio klimato zonoje, jie turi
prisitaikyti prie dideliy ir staigiy temperatiiros svyravimy.
Vystymosi eigoje natliraliai augantys augalai jgyja
adaptaciniy savybiy, kuriy pagalba jie iSgyvena jvairiose
klimatinése salygose. Adaptyvumas jvairioje aplinkoje -
esminé jy iSgyvenimo savybé (Badek et al., 2014, Wingler,
2014).

Braskés augalai pasaulyje paplite dél genetinio
heterozigotiSkumo, prisitaikymo ir plastiskumo (Staudt,
1999, Luby et al., 2008, Hummer et al., 2011, Palei et al.,
2015), o braskés vaisius yra vienas i§ populiariausiy ir
vertingiausiy, pasiZymintis maistingomis savybémis.
Erskétiniy Seimoje Fragaria L. genties augalai uZima
treia vieta pagal svarbumg sodininkystéje. Daugiausia
kultiriniy braskiy ir Zemuogiy veisliy buvo iSvesta i§
oktaploidinés braskiy rasies, keletas - i§ heksaploidinés ir
diploidinés rasies (Jiajun et al., 2005; Hancock, 2008).
Populiariomis tapo kultiirinés veislés, daugiausia kilusios
i§ stambiaziedziy, zemuogiy arba tiesiog sodo zemuogiy
rusies (F. grandiflora Ehrh., sin. F. ananassa Duch.).
Miisy Salyje jos daZniausiai vadinamos braskémis. Tai
oktaploidiné riiis, atsiradusi i§ amerikinés kilmés - Ciliniy
(F. chiloensis Duch.) ir virgininiy (F. virginiana Duch.)
zemuogiy rusiy (Youssief, 2009).

Biidami nepakankamai adaptyvis ir iStvermingi Ziema
erskétiniy (Rosaceae) Seimos braskés (Fragaria) genties
augalai ypatingai nukenéia. Saltos Ziemos, pavasario
Salnos turi neigiamos jtakos augaly augimui ir vystymuisi,
todél galimi dideli vaisiy, uogy derliaus nuostoliai (Vij et
al., 2007; Shokaeva, 2008). Bragkiy pramonine verte
Lietuvoje mazina nepakankamas jy adaptyvumas ziema bei
atsparumas $algiui. Si problema ypa¢ isryskéja klimato
kaitos, nepastoviy ziemojimo salygy fone.

Rapacz (2002), Penfield (2008) bei kity autoriy
teigimu, augalai gali prisitaikyti prie Zemy temperatiiry po
inkubacinio - gradinimosi, laikotarpio, kuris nesukelia
augaly audiniy pazeidimy. Grudinimsis susijgs su tirpiy
cukry kaupimusi augalo lasteléje, o adaptacijos metu tai

gali turéti jtakos gyvybingy audiniy iSsilaikymui zemose
temperatiirose. Rolland su  bendraautoriais  (2006),
Lastdrager su bendraautoriais (2014) ir daugelio kity
autoriy atlikti tyrimai rodo, kad cukry kaupimasis yra kaip
signalinés molekulés, susijusios SU medziagy apykaitos
bukle (Rolland et al., 2006, Tananosa, 2009, Lastdrager et
al., 2014). Kity autoriy teigimu, augaly Saldymo streso
metu tirpiis cukris geba apsaugoti citoplazmos membrany
struktiras (Uemura et al., 2003, Klotke et al., 2004,
Turhan, 2012, Knight et al., 2014, Wingler, 2014).

Biotechnologiniy metody panaudojimas siekiant
padidinti reikSmingy sodo augaly genetin] potencialg -
svarbus. Augaly atsparumo Zemoms temperatiiroms
pagerinimas yra viena 1§ perspektyviy genetiniy
modifikacijy krypéiy, o iStvermingumo Ziemg padidinimas
- vienas i§ svarbiausiy Siuolaikinés sodo augaly selekcijos
tiksly. Tam gali puikiai pasitarnauti naujausios in vitro
technologijos.  Panaudojus in vitro  technologijas
(generatyviniy ir somatiniy audiniy kultiiros, geny
inzinerija ir kt.), galima suteikti augaly veisléms ne tik
naujy savybiy (atsparumas ziemojimui bei ligoms ir
herbicidams ir kt.), sékmingai taikyti genetinei jvairovei
kurti bet ir sutrumpinti genetiskai stabiliy veisliy kiirima
(Lukoseviciute et al., 2009, Rugienius ir kt., 2011).

Tyrimy tikslas ir objektas — nustatyti gridinimo
laikotarpio ir disacharido sacharozés jtaka braskiy
mikrotigliy biklei in vitro.

Tyrimuy metodika

Tyrimai atlikti 2009 - 2012 metais Lietuvos agrariniy
ir misky moksly centro Sodininkystés ir darzininkystés
instituto Sodo augaly genetikos ir biotechnologijos
skyriuje, Babtuose. Tiriant griidinimo ir disacharido
sacharozés jtakg braskiy mikrotigliy atsparumui $aléiui,
pasirinktos skirtingo atsparumo Sal¢iui veislés:

1) atsparios - ‘Venta’ (Lietuva, 1987) (Rugienius,
1988; Uselis, Jasinskiené, 2001), ‘Melody’ (Italija, 1991);

2) neatsparios - ‘Elsanta’ (Olandija, 1981), ‘Holiday’
(JAV, 1965).

Braskiy mikrotigliai tyrimams auginti Septynias paras
ant MS (Murashige et al., 1962) mitybinés terpés, su: 1) 3
% sacharozés - kontrolé, 2) su 6 % sacharozés priedais,
klimato kameroje su 16/8 val. dienos/nakties fotoperiodu.
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Santykinis oro drégnumas — 60 %. Mikrofigliai gridinti
kameroje, 4 °C temperatiiroje 7, 14 paras, kontroliniame
variante — negradinta.

Atliekant augaly atsparumo $al¢iui tyrimus mikrotigliy
audiniy paZeidimo vertinimui buvo naudotas $aldymas
kontroliuojamomis sglygomis, braskés Saldytos kameroje
,Persival LT-36VL*. Mikroiigliai buvo inkubuojami -2 °C
temperatiiroje viena val., véliau sumazinama 1 °C per val.™
grei¢iu iki reikiamos -10 °C ir $aldoma 12 val. Po $aldymo
tiriami objektai perkeliami j kamerg su 4 °C tempertiira,
ten laikoma 12 val. Po to jie perkeliami ant naujos MS
mitybinés terpés, laikomi klimato kameroje iki keturiy
savaiciy. Po $io laikotarpio vertinama braskiy mikrotigliy

pazeidimo  Sal¢iu  buklé, nustatomas iSgyvenusiy
mikrotigliy procentas.
Tyrimo  duomeny  statistiné  analizé  atlikta

programiniais paketais MS Excel ir Statistica 7.0.
(Tarakanovas ir kt, 2003). Lyginant tyrimy atvejus
skaiciuota Stjudent‘o t-kriterijaus p reikSmé. Rezultatuose
pateikiami 3 matavimy vidurkiai ir standartinés vidurkio
paklaidos.

Rezultatai ir aptarimas

Optimizuojant skirtingy braskiy veisliy mikrotgliy
atsparumg S$al¢iui, buvo panaudotas padidintas, 6 9%,
disacharido sacharozés kiekis mitybingje MS terpgje. 1
paveiksle pateiktas iSgyvenusiy braskiy mikrotigliy kiekis,
po griidinimo ir $aldymo -10 °C temperatiiroje.

Atspariy Sal¢iui braskiy veisliy ‘Melody’ ir ‘Venta’
mikrotigliy i§gyvenimo procentas MS terpéje, esant 6 %
sacharozés koncentracijai po 7 pary, buvo vienareik§miskai
didesnis nei neatspariy $al¢iui veisliy. Tg patj galima
pasakyti ir po 14 pary grudinimo apie kontroliniame
variante esan¢ius atspariy S$aléiui veisliy mikrotiglius,
lyginant juos su neatspariomis $al¢iui veislémis.

Tyrimy duomenys rodo, kad, kai braskiy mikrotgliai
buvo grudinti 14 pary ir Saldyti esant dvigubai didesnei
disacharido sacharozés koncentracijai, jy iSgyvenimo
procentas, po Saldymo buvo patikimai didesnis nei
grudinty 7 paras su 3 procenty (kontrolinis variantas)
minéto disacharido koncentracija terpéje.
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1 pav. I§gyvenusiy braskiy mikrotigliy kiekis, %, po gridinimo ir
Saldymo in vitro - 10 °C temperatiiroje, MS terpéje su sacharozés priedais.
Fig. 1. Survival rate of Fragaria micro-shoots in vitro in the medium MS
with sucrose after hardening and freezing -10°C temperature.

1 lenteléje pateikta skirtingo atsparumo Sal¢iui braskiy
mikrotigliy biiklé, praéjus 3 savaitéms po $aldymo -10 °C
temperatiiroje, in vitro.

1 lentelé. Braskiy skirtingy veisliy mikrotgliy btklé po Saldymo in vitro MS terpéje
Table 1. Conditions of Fragaria micro-shoots in the medium MS after freezing in vitro

Mikrotigliy buklé
Micro-shoots conditions
Kontrolé Terpé su 6 % sacharozés priedu
Veislé Control Medium with 6,0 % sucrose
Cultivar zali, % gelsvai zali, % zali, % gelsvai zali, %
green, % green - yellow, % green, % green - yellow, %

po 7 pary po 14 pary po 7 pary po 14 pary po 7 pary po 14 pary po 7 pary po 14 pary

for 7 days for 14 days for 7 days for 14 days for 7 days for 14 days for 7 days | for 14 days
'‘Melody' 0 100 10 100 40 100 30 0
'Venta' 0 80 0 10 30 90 20 10
'Holiday' -* 30 -* 30 -* 60 -* 40
'Elsanta’ -* 30 -* 30 -* 60 -* 40

Pastaba: * nedalyvavo tyrime./ Note: * not participated research.
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Vertinant braskiy mikrotigliy bukle, nustatyta, kad ji
skyrési tarpusavyje spalva, kuri vyravo nuo zalios iki
zalsvai gelsvos. Po ménesio jvertinus jy biikle nustatyta,
kad daugiausia isgyveno atsparios $al¢iui veislés ‘Melody’
mikrotigliy. Reikia pabrézti, kad veislés ‘Melody’
mikrofigliy atsparumas Sal¢iui buvo didesnis - mikrotgliy
biklé po pazeidimo Sal¢iu buvo mazesné, lyginant su
analogisko atsparumo veisle ‘Venta’. Tuo tarpu neatspariy
SalGiui veisliy ‘Elsanta’ ir ‘Holiday’ mikrotgliy buklé
iSliko identiska viena kitos atzvilgiu, tiek kontroliniame
variante, tiek variante su padidintu sacharozés kiekiu.
Grudinimo eksponavimo laikotarpis taip pat Siuo atveju
neisryskino skirtumy tarp Siy dviejy veisliy.

Augaly adaptacija zemoje temperattiroje — sudétingas,
integralinis procesas, apimantis visus organizmo vystymosi
lygmenius ir palieiantis praktiskai visas augalo funkcijas
(Turos u gp., 2006; TpyHoBa, 2007).

Literatiros Saltiniuose pateikiama informacija apie
uzsigriadinimo metu augaly audiniuose vykstancius jvairius
biocheminius poky¢ius. Cia minimas ir sacharozés
kaupimasis, kuris siejamas su augaly atsparumu $aléiui
(Palonen, Buszard, 1998; Rekarte-Cowie et al., 2008;
Rugienius ir kt., 2008, Giilen et al., 2009). Atskiry augaly
genotipy gebéjimas uzsigradinti - skirtingi. Galima manyti,
kad reguliuojant §iy medziagy kiekj augaluose disacharidy,
sacharidy priedais mitybinéje terpéje galimas optimaliy
salygy sudarymas genotipams diferencijuoti pagal
atsparuma Salciui.

Remiantis ankstesniais misy ir kolegy tyrimais bei
analizuojant atlikty tyrimy duomenis yra nustatyta, kad
disacharido  sacharozés priedai Murashige Skoog
mitybingje terpéje bei ilgesnis grudinimosi laikotarpis gali
padidinti braskiy atsparumg Saléiui, in vitro (Rugienius,
Stanys, 2001; Rugienius ir kt., 2008, LukoSeviciaté ir kt.,
2012). Disacharido sacharozés kiekio padidinimas
mitybingje terpéje galimai i§ dalies gali kompensuoti
pakankamo gradinimosi trikuma. Reikéty paminéti, kad
daznai néra aisku, ar augaly adaptyvumui sacharidy kiekio
pokytis siejasi su adaptacijos mechanizmu esant
natiralioms salygoms, ar tai yra temperatiiros poveikio
pasekmeé.

ISvados

1. Skirtingy genotipy mikroiigliai nevienodai reaguoja
j Saldyma, in vitro. Priedai MS mitybinéje terpéje daro
jitakg augaly atsparumui Salciui.

2. Bragkiy mikrotigliy $aldymo duomenys in vitro
parod¢, kad griidinimas mazina SalCio sukeltus pazeidimus
ir didina mikrotigliy i§gyvenamuma.

3. Vykdant atspariy S$alciui veisliy atranka, tiriant
SalCio atsparumo procesus ir diferencijuojant genotipus
pagal jy atsparuma SalCiui yra tikslinga parinkti $aldyma in
vitro.
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Vanda Lukosevicitteé
Influence of disaccharides to the state of garden strawberries (Fragaria x ananassa Duch.) micro-shoots in vitro

Summary

The investigations on condition of the micro-shoots of garden strawberries (Fragaria x ananassa Duch.) evaluating their cold hardiness under the
effect of disaccharides and cold acclimation in vitro are discussed in the article. The research was carried out at the Institute of Horticulture, Lithuanian
Research Centre for Agriculture and Forestry. The main aim of the research was to determine the influence of acclimation period and the disaccharide
sucrose in the nutritional medium Murashige Skoog to the state of the micro-shoots of garden strawberries in vitro. According to our previous research
and investigations carried out by other authors, the cold acclimation is required to determine the impact of cold hardiness of plants. The investigated
micro-shoots were chilled in the temperature range between -2 and -10 °C, in vitro. It was found that the cultivars of strawberries with different cold
hardiness respond differently to the chilling in vitro. The amount of surviving micro-shoots after chilling is significantly greater among the cold resistant
genotypes of strawberries, and the better state of micro-shoots after a longer acclimation (14 days) period in the nutritional medium with sucrose additive
was recorded.

Cultivar, garden strawberries, in vitro, micro-shoots
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