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Straipsnyje aptariamos izoliuoty audiniy ir Iasteliy sistemos panaudojimo galimybés sodo
augaly selekcijoje. Nurodomi pagrindiniai moksliniai rezultatai, gauti Lietuvos sodininkystés
ir darzininkystés instituto (LSDI) Augaly biotechnologijos laboratorijoje augaly mikrove-
getatyvinio dauginimo, tarpriiSiniy hibridy auginimo, naudojant izoliuoty gemaly kultiira,
poliploidiniy augaly kiirimo in vitro sistemoje ir selekcijos in vitro kultiiroje srityse.

Pademonstruota, kad, naudojant jvairius tiek somatinius, tiek generatyvinius augaly
eksplantus ir genetinio kintamumo indukavimo agentus in vitro kultiroje, galima regeneruoti
pageidaujama kryptimi pakitusius augalus ir sukurti prading selekcing medziaga. [vertinus
koreliacijas tarp pozymiy raiskos augalui esant embrioniniame bei brandaus amzZiaus etapuose
ir tarp pozymiy raiSkos in vitro ir in vivo, galima sukurti selekcinés medZziagos vertinimo
technologijas, paspartinancias selekcijos procesa.

Reik$miniai Zodziai: izoliuoti gemalai, mikrovegetatyvinis dauginimas, poliploidija,
selekcija in vitro, sodo augalai, tarprasiniai hibridai.

Ivadas. Pracitame Simtmetyje iStobulinti augaly audiniy ir lasteliy auginimo
in vitro metodai 7-tajame praeito Simtmecio deSimtmetyje buvo pradéti taikyti augaly
selekcijos procese. Naujosios technologijos leido jveikti dalj selekcijos barjery, limi-
tuojanciy naujos selekcinés medziagos sukiirima, paspartinti pati selekcijos procesa.

Augaly mikrovegetatyvinis dauginimas, naujy unikaliy genotipy kiirimas, jvei-
kiant nesuderinamumo barjerus, poliploidizavimas in vitro sistemoje, selekcija audiniy
ir Iasteliy kultiiroje buvo aprasyti daugelio autoriy (Miller ir kt., 1992; Stanys ir kt.,
1994; Stanys, 1997; Borkowska, 2001; Harwey ir kt., 1995). Taciau kiekviena in vitro
technologijq biitina adaptuoti skirtingoms augaly riiSims ir sukurti optimalias iSorines
ir vidines salygas konkreciy augaly riiSiy audiniuose ir lastelése saugomai genetinei
programai realizuoti.

Darbo tikslas — apzvelgti svarbiausius mokslinius rezultatus, gautus taikant
in vitro technologijas sodo augaly selekcinei medziagai kurti per paskutiniuosius
20 mety Lietuvos sodininkystés ir darzininkystés institute (LSDI).

Tyrimo objektas, metodai ir salygos. Augalai. ApraSytuose eksperimen-
tuose tirti augalai i§ LSDI kolekcijy. Tirtos ivairaus ankstyvumo tresniy (Cerasus
avium) (ankstyvyju ‘Anta’, ‘Dniprovka’, vélyvyju ‘Drogano geltonoji’, ‘Altenburger
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Melionkirsche’, ‘Frans Josif’, ‘Vytény roziné’) ir vySniy (Cerasus vulgaris)
(‘Dolgozdanaja’, ‘Koroser’, ‘Molodioznaja’, ‘Tichonovskaja’, ‘Meteor’, ‘Vytény
7vaigzde’, ‘Turgenevka’, ‘Zagarvy$né’, ‘Vietiné riigi¢ioji’, ‘North Star’, ‘Ciornaja kru-
pnaja’) laisvo apsidulkinimo biidu gautos séklos, ju gemalai arba séklaskiltés. Sunokusiy
vaisiy séklos padalytos i dvi frakcijas pagal nugrimzdima vandenyje (nugrimzdusios ir
pluduriuojancios vandens pavirSiuje). Nustatytas kiekvienos frakcijos sékly daigumas
in vivo ir izoliuotyjy gemaly daigumas in vitro. Tirti japoninio svarainio (Chaenomeles
japonica) atrinkty klony N43, N47, N18, N9365 augimo kiigeliai ir séklaskiltés.
Serbenty (Ribes) genties augaly veisliy ir laukiniy rasiy (‘Ben Lomond’, ‘Titania’,
“Vakariai’, ‘Minai émyriov’, ‘Jonkheer van Tets’, ‘Rondom’, ‘Corona’, ‘Captivator’,
‘Tschornyj negus’, R. petraeum % R. multiflorum, R. multiflorum % R. vulgare, R. au-
reum, R. americanum, R. % uva-crispa) séklos ir augimo kiigeliai, taip pat braskiy
(Fragaria ananassa) veisliy ‘Venta’, ‘Dangé’, ‘Holiday’ ,‘Elsanta’ ir ‘Redgauntlet’
mikrotigliai. Obely kryzminimo kombinacijy (‘Noris’ x ‘Ranger’, ‘Noris’ x ‘Liberty’,
‘Noris’ x SR0523, ‘Antonovka’ x ‘Katja’, ‘Antonovka’ x SR0523, ‘Priam’ x ‘Noris’,
‘Priam’ x ‘Antonovka’, ‘Priam’ x ‘Liberty’, ‘Priam’ X SR0523) séklos. Atrinkti
bruknés (Vaccinium vitis-idaea), smailialapés (Actinidia arguta) ir margalapés
(Actinidia kolomikta) aktinidijos, juodavaisés aronijos (Aronia melanocarpa), darzinés
braskés (Fragaria * ananasa), kininio citrinvycio (Schisandra chinensis), puikiojo
bijino (Paeonia lactiflora), raudonojo burokélio (Beta vulgaris subsp. vulgaris convar.
vulgaris var. vulgaris), valgomojo svogiino (A//ium cepa), vaistinio smidro (4sparagus
officinalis) ir Vaccinium prestans augaly ivairiis eksplantai.

In vitro salygos. Augalams regeneruoti naudotos maitinamosios ter-
pés: Murashige ir Skoog (1962), Nitch ir Nitch (1969); White (1943), papil-
dytos 0,75 mg I ISR, 0,2-1,0 mg I'' TAR, 0,1-3,0 mg 1" BAP, 0,2-1,0 mg 1"!
kinetino. Terpés pH, priklausomai nuo auginamy augaly riiSies, svyravo nuo
4,5 iki 6,2. Visi izoliuotieji gemalai du ménesius laikyti teigiamoje, artimoje 0 °C
temperatiiroje, tamsoje. Izoliuotieji eksplantai auginti kultivavimo kambary-
je +25 °C temperatiiroje, esant 16/8 val. fotoperiodui ir 50 pm? s fotony srautui.

Poliploidizavimo ir haploidizavimo in vitro salygos. Izoliuotos
séklaskiltés, gemalai ar mikroiigliai prie§ poveiki poliploidogenais buvo au-
ginti MS maitinamojoje terpéje, papildytoje 1 mg 1! BAP. Eksplantai (sé-
klaskiltés, gemalai, mikroligliy fragmentai pumpurais) vieng para buvo veik-
ti kolchicino (0,01-1,5 %) arba orizalino (10-578 uM) skirtingy koncentracijy
tirpalais. Po to nuplauti ir pasodinti { Sviezia maitinamaja terp¢. Haploidy induk-
cijai generatyviniai augaly organai (izoliuotos dulkinés, neapvaisintos mezgi-
nés arba ziedai) buvo 4-6 savaites kultivuojami B, (Gamborg ir kt, 1968) maiti-
namojoje terpéje, papildytoje 2 mg I'' 2,4-D (2,4-dichlorfenoksiacto raigstis), BAP
(6-benzylaminopurinas) ir 100 g 1! sacharoze. Regeneravusiy tgliy ploidisku-
mas buvo nustatytas sroviniu citometru (,,Partec*). Ugliai su pakitusiu chromoso-
my skai¢iumi papildomai tikrinti skai¢iuojant chromosomas Sakny meristemose.

Atrankos in vitro salygos. Po 4 pary indukcijos etapo Nitch ir Nitch
maitinamojoje terpéje izoliuotos obely séklaskiltés buvo perkeltos { Petri leks-
teles su filtriniu popieriumi, suvilgytu benzimidazolo tirpalu (0,006 %) ir uz-
kréstos raupliy konidiju suspensija. Ligos pozymiai vertinti balais (naudo-
jant skale 0—4) trisdeSimta diena po uzkrétimo (Gelvonauskiené, Stanys, 2002).
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Braskiy mikrotigliai 30 dieny grudinti +2 °C temperatiiroje ir 12 valandy Saldyti
-11 °C temperattroje. Po to jie buvo 12 valandy atSildomi +15 °C temperatiiroje ir
persodinti | Sviezia maitinamaja terpg. Mikroaugaly pazeidimas buvo vertintas po
30 dieny (Rugienius, Stanys, 2001).

Eksperimentiniai duomenys jvertinti dispersinés analizés metodais, sugrupuoti
pagal Dunkano kriterijy. Apskai¢iuoti naudojant kompiutering programa ,,Anova Exel®,
vers. 2,1 (Tarakanovas, 1999).

Rezultatai. Augaly regeneracijos tyrimai ir mikrovegetatyvinio dauginimo
metody rengimas. Per apZvelgiama laikotarpi Augaly biotechnologijos laboratorijoje
parengtos keliolikos augaly regeneravimo ir mikrodauginimo metodikos skirtingos
diferenciacijos eksplantams (1 lentel¢).

1 lentelé. Morfogenezés tyrimuose in vitro naudoti augalai
Table 1. Plants used for morphogenesis studies in vitro

Augalas Eksplantas Literatiiros Saltinis
Plant Explant Publication
1 2 3
Braské Augimo kugeliai Cranuc B. A., Cranene I'. B. 1989. Bcec.
Fragaria x ananasa  Shoot apex KOH(. IT0 T€HET. COMAT. KJIETOK B KyJBTYpE,

Brukné

Vaccinium vitis-idea
Smailalapé aktinidija
Actinidia arguta
Japoninis svarainis

Chaenomeles japonica

Juodavaisé aronija
Aronia melanocarpa

Juodasis serbentas
Ribes nigrum

Kininis citrinvytis
Schisandra chinensis
Margalapé aktinidija
Actinidia kolomikta

Naminé¢ obelis
Malus domestica

Naminé obelis
Malus domestica

Izoliuoti pumpurai
Isolated buds
Augimo kiigeliai
Shoot apex
Augimo kiigeliai
Shoot apex

Augimo kiigeliai
Shoot apex

Izoliuoti gemalai
Isolated embryos

Augimo kiigeliai
Shoot apex
Augimo kiigeliai
Shoot apex

Séklaskiltés
Cotyledons

Augimo kiigeliai
Shoot apex

nocssim. namsaty H. W. llanupo. Mocksa, 53.
Gustavsson B. A., Stanys V. 2000. Hort Scien-
ce, 35(4): 742-744.

Litwinczuk W., Stanys V. 2001. Folia Horticul-
turae, Annalis, 13/1A: 125-129.

Staniené G., Stanys V., Bobinas o
Duchowski P., Merkys A. 1999. Zeszyty
problemowe postepow nauk rolniczych,

468: 435-443.

Staniené G., Stanys V., Bobinas C,
Duchowski P., Merkys A. 1999. Zeszyty
problemowe postepow nauk rolniczych,

468: 435-443.

Stanys V., Shikshnianas T., Staniene G. 1995.
Norwegian Journal of Agricultural Sciences,
9(1-2): 95-104.

Staniené G., Stanys V. 2007. Sodininkysté ir
darzininkysté, 26(3): 282-288.

Staniené G., Stanys V., Bobinas o
Duchowski P., Merkys A. 1999. Zeszyty
problemowe postepow nauk rolniczych,

468: 435-443.

Cranuc B. A., Cranene I". B.,

T'snBonayckuc b. C. 1991. @usnonorus pac-
Tenui, 38(2): 293-298.

Stanys V., Stanien¢ G. 1994. Sodininkyst¢ ir
darzininkyste, 13: 27-33.
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1 lentelés tesinys
Table 1 continued

1 | 2 | 3
Paprastoji cidonija Augimo kiigeliai Staniene G., Stanys V. 2004. International
Cydonia oblonga Shoot apex Conference of Baltic States. Plant tissue

culture: from theory to practice. May 27-28,
2004, Salaspils, Latvia, 58.

Puikusis bijinas Izoliuoti gemalai Mazeikiené 1., Stanys V., Staniené G. 2005.

Paeonia lactiflora Isolated embryos Sodininkysté ir darzininkyste, 24(4): 193-199.

Raudonasis burokélis Neapvaisintos Stanys V., Staniené G., Petroniené O. D. 1996.

Beta vulgaris subsp.  mezginés Biologija, 3: 60-70.

vulgaris Unpollinated germs

Vaccinium prestans ~ Izoliuoti pumpurai  Staniené G., Stanys V., Kawecki Z. 2002.
Isolated buds Biologija, 1: 84-86.

Vaistinis smidras Izoliuoti gemalai Zebrauskiené A., Kmitiené L., Stanys V. 2007.

Asparagus officinalis  Isolated embryos Sodininkysté ir darzininkysté, 26(2): 101-108.

Valgomasis svogiinas Neapvaisintos mez- Stanys V., Kamstaityté D., Staniené G. 2001.

Allium cepa ginés Proc Latvian Academy of Sciences. Sec. B.,
Unpollinated germs 55(5/6): 234-236.

Valgomasis svogiinas Izoliuoti ziedai Kamstaityté D., Stanys. V. 2002. Agriculture.

Allium cepa Isolated flowers Scientific articles, 2(78): 245-250.

Nustatyta, kad kulttiros indukcija priklauso nuo donoriniy augaly fiziologinés biise-
nos (Stanys ir kt., 2007). Ja galima modifikuoti keiciant eksplanty kultivavimo salygas.
IvairGis augaly genotipy skirtumai buvo stebéti kultiiros stabilizavimo tarpsniu.

Dauginant sumedéjusius sodo augalus, rizogenezés etapas kelia daugiausia pro-
blemy. Sumed¢jusiy augaly rizogenez¢ priklauso nuo mikroiigliams dauginti naudotos
maitinamosios terpés sudéties. Esant didelei (3 mg I') BAP koncentracijai, dauginti
skirtoje maitinamojoje terpéje mikrotigliy rizogenezé biina silpnesné. [siSaknijimui
reikalingas papildomas 4 savaiciy trukmeés mikrotigliy kultivavimas maitinamojoje
terpéje be BAP. Buvo stebéta rizogenezés priklausomybé nuo maitinamosios terpés
pH. Japoninio svarainio mikroligliy didziausias rizogenezés procentas gautas, kai
maitinamosios terpés pH buvo 5. Tyrimy rezultatai parod¢, kad veiksniai, limituojantys
rizogenezg, néra universalls visiems konkrecios augaly riiSies genotipams. Padauginty
augaly tyrimas parodé nemaza fenotipini kintamuma (Stanys, 1996).

Tarprusiniy augaly hibridy auginimas naudojant izoliuvoty gema-
Iy kultira. Augaly iSauginimas izoliuoty gemaly kulttroje priklauso nuo daugelio
veiksniy (Esau, 1977). Vienas svarbiausiy— gemalo iSsivystymo lygis izoliavimo metu.
Masy tyrimuose Ribes genties tarprusiniai gemalai vystési in vitro salygomis izoliavus
juos pragjus 34—83 dienoms po ziedy apdulkinimo (2 lentel¢). Tac¢iau ankstyviausiuose
raidos tarpsniuose (34—41 dienos po apdulkinimo) vystési tik 20-67 % gemaly. Geriau
vystésisenesni ir didesni gemalai. Tyrimuose nustatyta, kad tiek serbento, tiek margala-
pés aktinidijos gemalai s¢kloje diferencijavosi labai sparciai (Cranuc, Yeconuc, 1988).

Naudojant izoliuoty gemaly auginimo technika, sukurti keliy karty (F2—F4) Ribes
genties Eucoreosma sekcijos tarpriiSiniai hibridai, kurie yra tiriami selekciniuose ir
konkursiniuose augynuose.
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2 lentelé. Juodojo serbento izoliuoty gemaly raidos in vitro priklausomybé nuo
ju amziaus
Table 2. Dependence of development of black currant isolated embryos in vitro, accord-
ing their age

Dienos po .. . | Pasodinta Vystési gemaly® vt. Vidutinis au- | Diferencijuoty
L. Gemalo ilgis Developed - .
apdulkinimo gemaly, vnt. galo aukstis | augaly kiekis
Length of embryos (unt.) X .
Days after embrvo. mm Planted em- — Average plant | Differentiated
pollination Yo, bryos (unt.) (unt ') % height, mm! embryos, %
34 0,10 30 6 20,0d 10,8 +2,14¥ 16,6
36 0,32 + 0,16~ 29 16 552c¢ 16,6 +£2,56 50,0
41 0,35+0,16 30 20 66,7¢c 19,0+247 45,0
43 0,50 +0,15 28 28 100a  29,5+2,00 78,6
45 0,46 £0,15 26 23 88,5ab 26,3 +3,31 82,6
48 0,47 +0,15 28 24 85,7b 27.8+1,75 83,3
83 0,52 +0,15 30 19 63,3 ¢ - 84,2

¥ Ta pacia raide pazyméti vidurkiai i§ esmés nesiskiria (R < 0,01)

' Means marked with the same letter do not differ significantly at LSD < 0.01
2Vidurkis = SD /?Mean + SD

YVidurkis £ Sx /¥Mean + SE

Vysniuy, tre$niy ir slyvy sékly daigumas yra prastas (Schmidt, Ketzel, 1994), todél
sunku iSauginti gausias séjinuky Seimas (1 pav.). Nustatyta, kad kaulavaisiniy augaly
sékly autonomiskumo formavimasis, taigi ir gebéjimas dygti ne visada sutampa su
sékly bendru brendimo ritmu (Jensen, Eriksen, 2001).

a
X aa ® 100 A
2§ 1 2§80
= & 801 = S
= 604 S & 60
=8 =2 40
% & 407 % g 17.9a 11.8a
2T 0+ #h 5 20 ,6b AL.6b
5] Q
A 0+ ; = : 2 0
A 1 2 3 4 B 1 2 3
Etapai Etapai
Stages Stages

O Nugrimzdusios / Drowned
B Pladuriuojancios / Floating

1 pav. Vys$niy sékly daigumo in vitro (A: 1 — tirta sékly; 2 — pasodinta gemaly;
3 — vystési; 4 — perkelta | selekcini augyna) ir in vivo (B: 1 — tirta sékly; 2 — sudygo;
3 — perkelta i selekcini augyna) palyginimas.
Pastaba: ta pacia raide pazyméti vidurkiai i§ esmés nesiskiria (R < 0,01)
Fig. 1. Comparison of sour cherry seed germination in vitro (A: 1 — seed quantity;
2 — planted embryos; 3 — developed embryos; 4 — moved to breeding nursery) and in vivo
(B: 1 —seed quantity; 2 — germinated; 3 — moved to breeding nursery).
Note: means marked with the same letter do not differ significantly at LSD < 0.01
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Atlikti kaulavaisiy s¢kly vystymosi tyrimai parode, kad sé¢klaskiléiy diferencia-
cijos pradzia gemaluose priklauso nuo veislés ankstyvumo ir meteorologiniy salygu
po augaly zydéjimo (2 pav.). Atskirais metais vienodo amziaus gemalai labai skyrési
pagal diferenciacijos lygi. Galima isskirti tris vaisiaus vystymosi etapus. Pirmuoju etapu
vyko vaisiaus masés, linijiniy parametry ir sékly ilgio nuoseklus didéjimas. Gemalas
tuo laikotarpiu isliko rutulingje vystymosi fazéje. Sis etapas truko iki seklaskilgiy
diferenciacijos pradzios. Per §j laikotarpi sékla pasieké maksimaly dydi. Antrajam
etapui budinga séklaskil¢iy diferenciacija ir greitas gemalo linijiniy parametry didéji-
mas. Gemalo séklaskil¢iy diferenciacija ir intensyvus augimas truko priklausomai nuo
veislés ankstyvumo apie 16-20 pary. Treciuoju etapu nuosekliai didéjo vaisiaus masé
ir linijiniai parametrai. Gemalo dydis nekito. Sékla per¢jo i ramybés perioda.
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——  Vaisiaus mas¢ (pastorinta linija atitinka vaisiaus sunokimo laikotarpi)
Fruit weight (bold line represents stage of ripened fruit). g

—e— Gemaloilgis, x 0,1 mm
Length of embryo (< 0.1 mm)

2 pav. Tre$niy gemalo augimo ir vaisiaus raidos dinamika
Fig. 2. Dynamics of sweet cherry embryo growth and fruit development

AutonomiSkumas atsirado tik diferencijuotuose gemaluose (5 savaite po zydeé-
jimo).

Per treSniy vegetacijos laikotarpi dalis vaisiy nukrinta. Tyrimy metu nustatyta, kad
i§ tokiy vaisiy izoliavus 0,4—0,8 mm ilgio gemalus, i§ ju 18 % regeneravo augalus.
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Poliploidiniy augaly kirimas in vitro sistemoje. Augaly biotech-
nologijos laboratorijoje buvo parengta technologija, skirta indukuoti poliploi-
dus japoninio svarainio izoliuoty meristemy ir séklaskil¢iy kultlirose, veikiant
eksplantus kolchicinu arba orizalinu. Buvo nustatyta, kad mikrotigliy organoge-
nez¢ priklaus¢ nuo poliploidogeny koncentracijos ir ekspozicijos. Kolchicinas
turéjo rySkesnj toksini poveiki eksplantams, palyginti su orizalinu. Paaiskéjo,
kad sé¢kminga poliploidizacija labai priklauso nuo eksplanto fiziologinés bise-
nos. Poliploidizuoti svarainiai pasizyméjo sumazéjusiu séklingumu (3 lentelé).

3 lentelé. [vairaus ploidiSkumo japoninio svarainio vaisiy charakteristika
Table 3. Characteristics of different ploidy Japanese quince fruits

Ploidiskumas| Vaisiaus masé | Sékly skai¢ius vaisiuje, vnt.| Vaisiaus minkStimo plotis
Ploidy Fruit weight, g Seed quantity in fruit (unt.) Width of fruit flesh, mm
Diploidai 37,7 45,5 6,8
Diploids
Tetraploidai 27,4 10,5 7,0
Tetraploids
R,;/LSD,; 9,3 12,1 2,1

Serbenty selekcijoje poliploidija buvo naudojama epizodiskai. Taikant sékly ir
pumpury kolchicinavimo metodus, sukurtos pirmosios alotetraploidinés veislés (Bauer,
1978; Nilsson, 1979). Serbenty poliploidizavimo tyrimai in vitro nevykdyti.

Miisy tyrimuose poliploidogenai kolchicinas ir orizalinas slopino serbento gemaly
regeneracija in vitro sistemoje. Kontroliniame variante regeneravo 50 % eksplanty.
Paveikus kolchicinu, priklausomai nuo bandymo varianto, regeneravo 0,8—8,1 % gema-
Iy. Orizalinas maziau slopino regeneracija. Paveikus orizalinu, regeneravo 15,6-19,3 %
gemaly. Daugiausia poliploidiniy augaly gauta gemalus paveikus orizalino tirpalu.

4 lentelé. [vairaus ploidisSkumo juodyjy serbenty morfologiniai pozymiai
Table 4. Morphologic traits of different ploidy black currants

Pozyrplal n 4n
Trait

Lapy skaicius ant vienamec¢io krimo 153,50 + 85,40 54,50 £ 27,70
Number of leafs on one year bush
Vidutinis mettglio ilgis 56,50 £ 9.4 52,25 +7,62
Average length of one year shoot, cm
Vidutinis lapy plotas 52,25 +7,62 81,30 £ 5,09
Average leave area, cm?
Vidutinis ziedadulkiy daigumas 81,30 £ 5,09 8,60 £ 1,33
Average of pollen germination, %
Uogu skaicius kekéeje 7,25 +0,48 5,00+ 0,58
Number of berries in cluster
Didziausios uogos masé 0,93 £0,05 2,18 £0,06
Weight of largest berry, g
Vidutiné uogos masé 0,70 £ 0,07 1,73 +0,10

Average weight of berries, g
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Veikiant poliploidogenais serbento gemalus, sukurti juodojo serbento tetraploidai,
kuriy C —C, tiriami jvairiuose selekciniuose augynuose. Tetraploidiniy ir diploidiniy
augaly morfologiniai skirtumai pateikti 4 lenteléje.

Augaly generatyviniy organy kultivavimas in vitro sudaro prielaidas iSauginti
haploidinius tiriamy augaly riiSiy individus. Auginant neapvaisintas mezgines in vitro
laboratorijoje, iSauginti raudonojo burokélio (Stanys ir kt., 1996), valgomojo svogii-
no (Stanys ir kt., 2001) ir vaistinio smidro (Zebrauskien¢ ir kt., 2007) haploidiniai
augalai.

Selekcija in vitro kultiroje. Naudojant in vitro kultlra, parengta atspariy
raupléms obely s¢jinuky atranka embrioniniu jy raidos tarpsniu (Stanys,
Gelvonauskiené, 1995). Obely genotipai diferencijuoti, naudojant izoliuotas nuo
gemaly séklaskiltes. Tyrimuose 40-75 % atspariy raupléms séjinuky buvo at-
rinkta $eimose, kur bent vienas i§ tévy turéjo monogenini atsparuma. Seimose
su poligeniniu atsparumu buvo atrinkta 4-14 % atspariy sé¢jinuky. Séjinuky
atsparumas buvo patikrintas in vivo. Lauko salygomis atsparts iSliko 33-43 %
individy 18 Seimy su poligeniniu atsparumu ir 66—100 % individy i§ Seimy su
monogeniniu atsparumu (3 pav.). Parengtoji in vifro atspariy raupléms séji-
nuky atrankos sistema leidzia jau kryZminimo metais identifikuoti atsparius rau-
pléms séjinukus, sutrumpinti selekcijos procesa ir sumazinti darbo sgnaudas.
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Combination
3 pav. Atspariy raupléms séjinuky medelyne procentas nuo atrinkty in vitro augaly
skaiCiaus. Ta pacia raide pazymeéti vidurkiai i§ esmés nesiskiria (R <0,01)
Fig. 3. Percent of scab resistant seedling in the nursery comparing with number of plants
selected in vitro. Means marked with different letter does not differ significantly at p <0.01
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Augaly biotechnologijos laboratorijoje parengta braskiy genotipy pagal atsparuma
Sal¢iui diferencijavimo in vitro sistema (Rugienius, Stanys, 2001). Augaly genotipai
diferencijavosi -9—11 °C temperatiiry intervale. [vertinus augaly atsparuma in vivo
salygomis, buvo nustatyta stipri koreliacija (r -0,78) tarp atsparumo $aliui in vitro ir
iStvermingumo ziema, tarp atsparumo $aléiui in vitro ir in vivo egzistuoja dar stipresné
koreliacija (r -0,83). Sis metodas tinka ankstyvai augaly atsparumo $al¢iui diagnostikai
ir paspartina selekcijos procesa.

Aptarimas. Lietuvos sodininkystés ir darZininkystés institute, rengiant augaly
mikrovegetatyvinio dauginimo ir selekcinés medziagos kiirimo metodus, atlikus tyri-
mus in vitro sistemoje, nustatyta, kad izoliuoty audiniy ir lasteliy auginimo metodai
leidzia sékmingai kurti prading selekcing medziaga manipuliuojant ir genetinio, ir
epigenetinio kintamumo galimybémis. Nustatyta, kad poliploidogenai kolchicinas ir
orizalinas gali biiti labai efektyviai naudojami vaisiniy sodo augaly, taip pat ir kity
vegetatyviniu blidu dauginamuy augaly poliploidus indukuojant in vitro kultiiroje
(Viinol4, 2000). Taikant parengtus metodus, pirma karta sukurti japoninio svarainio
tetraploidai, nustatyta ju vaisiy morfologiniy savybiuy priklausomybé nuo augaly
ploidiskumo lygio. Poliploidizuojant in vitro salygomis izoliuotus juodojo serbento
gemalus, sukurtas gausus selekcinis tetraploidiniy serbenty fondas. [Sauginti tarprisi-
niai serbenty hibridai tokiose kryzminimo kombinacijose, kuriose jprastais selekcijos
metodais iki Siol nepavyko gauti gyvybingy palikuoniy. Taikant §iuos metodus, pavyko
i§ esmés padidinti augaly atsparuma grybinéms lapy ligoms (Siksnianas ir kt., 2005),
sukurti vélai zydinc¢ius augalus, taip pat sumazinti pavasariniy Salny poveiki. [zoliuoty
gemaly metodas leido i§ esmés padidinti kaulavaisiniy augaly séjinuky iSeiga, suteiké
galimybe regeneruoti augalus ir i§ ankstyvyjy veisliy, kuriy gemalai nebiina visiskai
i§sivyste. Metodas neturi selektyvumo tendencijos. Izoliuoti gemalai, nepriklausomai
nuo jy prigimties, vystosi in vitro. Taikant §] metoda, galima reanimuoti nedaigiy sékly
gemalus (Rammning, 1990).

Atranka ankstyvais individy i§sivystymo periodais paspartina selekcijos procesa,
mazina selekcinio darbo sanaudas. [zoliuoty audiniy ir Iasteliy auginimo metodas su-
daro galimybes selektyvinéms sistemoms naudoti ne tiktai subrendusiy augaly, bet ir
embriony audinius ankstyvaisiais individo raidos laikotarpiais. Atsparumo biotiniams
ir abiotiniams veiksniams raiskos atitikimas embrioniniame ir reproduktyviniame
augaly iSsivystymo perioduose nulemia in vitro metody panaudojimo korektiskuma
ir efektyviy selekcijos technologijy kiirima.

ISvados. Naudojant genetinio kintamumo indukavimo agentus in vitro sistemoje,
galima regeneruoti pageidaujama kryptimi pakitusius augalus ir sukurti prading selek-
cing medziaga naudojant tiek somatinius, tiek generatyvinius eksplantus.

Ivertinus koreliacijas tarp pozymiy raiskos augalo embrioniniu ir brandaus amziaus
etapais, tarp pozymiy raiskos in vitro ir in vivo, galima sukurti selekcinés medziagos
vertinimo technologijas, paspartinancias selekcijos procesa.

Gauta 2008-07-21
Parengta spausdinti 2008-07-30
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In vitro techniques for accelerated orchard plant breeding

V. Stanys, G. Staniené, R. Rugienius, D. Gelvonauskiené, T. Sik$nianas,
1. Mazeikiené

Summary

Usage of plant isolated tissue and cell system for orchard plant breeding is discussed in this

review. Main results in the fields of plant micropropagation, interspecific hybridisation using
isolated embryos, creation of polyploid plants using in vitro techniques and in vitro breeding of
the Laboratory of Plant Biotechnology from Lithuanian Institute of Horticulture are presented.

It was shown that it is possible to regenerate plants in desired way using somatic and genera-

tive plant explants and agents for induction of genetic variability using in vitro culture thus creating
initial breeding material. It is possible to prepare technologies for selection of breeding material
evaluating correlation between expression of desired traits during stages of embryonic and mature
plants and also between expression of traits in iz vitro and in vivo, thus fastening breeding process.

Key words: isolated embryo, micropropagation, polyploidy, breeding in vitro, orchard

plants, interspecific hybrids.
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