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Biotechnologiniai ir kriobiologiniai tyrimai
LAMMC Sodininkystés ir darzininkystés
institute.

Rytis Rugienius




* Genetiné jvairove yra svarbi ne tik gamtiniy populiacijy
evoliucijai, bet ir naujy veisliy kurimui.

* Lietuvos agrariniy ir misky moksly centro Sodininkysteés ir
darzininkysteés institutas (LAMMC SDI) vykdo sodo ir darzo
augaly nacionaliniy genetiniy iStekliy kaupimo, tyrimo ir
saugojimo veiklas.

* Sukaupta ir saugoma unikali sodo augaly kolekcija.
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* Dél klimato kaitos ekstremaliy klimato sglygy tikimybé
didéja.

* Klimato salygos ir augaly ligos kelia pavojy genetiniams
resursams saugojamiems augynuose, todeél institute
naudojamos ir kuriamos ilgalaikio saugojimo technologijos,
jkurta nauja kriobiologijos laboratorija

« Sékmingam genetiniy iStekliy saugojimui ir panaudojimui
butinos genetikos, biotechnologijos, biochemijos,
fiziologijos zinios - augaly adaptyvumo valdymo prielaidos
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UZsigrudinimas
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Fragaria

F. moshata
'Elsanta’ 'Dangé' 'Melody' 'Holiday' 'Venta' F. virginiana F. vesca
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i ® Negrudinti

® Grudinti

Gradinty (4 °C) ir negridinty Fragaria mikroaugaly atsparumas Salciui (KT50)
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Uzsigrudinimas ir dehidrinai

Fragaria sp.
‘Holiday’

kDa F. vesca
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Prunus cerasus
kDa Vietine rugscioji’ ‘Molodeznaya’
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Malus x domestica

‘Gald’

kDa ‘Golden delicious’

MW i
kDa__Senryo
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Prunus avium
Mw ’ ‘ 2 ’
kDa ‘Merchant Jurgita
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Pyrus communis
‘Karaliene Jadvyga’

95 -

50 -

33-

25 -
17-

Vysnios, tresnés, obels, kriausés,
braskeés ir paprastosios
zemuoges baltymy ekstrakty
imunocheminé analizé taikant
dehidrinams specifiSkg antikun;.




Geny identifikavimas — zymekliy kturimas

Grudinty (raudona) ir negrudinty (zalia) obels ‘Gloden Delicious’ mikroaugaly
diferenciné baltymy elektroforezé. Dehidrinai identifikuoti masiy spektrometrijos budu
pazymeéti elipsémis. Obels dehidrinai is kairés: MADHN6, MdDHN?2 ir MADHNA4.
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llgalaikis saugojimas in vitro
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Braskes ‘Melody” mikroaugaly biklé po ilgalaikio saugojimo +4°C temperatiiroje, tamsoje.
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Kriosaugojimas
Kriosaugojimo tikslai: X TN
* RuSiy genofondo iSsaugojimas 1

* Veisliy iSsaugojimas

* Hibridy, mutanty, selekciniy linijy
iSsaugojimas

* Krioterapija

Kriosaugojimui tinka:

* Pumpurai
* Meristemos, mikroaugalai
» Séklos
* Somatiniai gemalai
o Ziedadulkes

—.> Lasteliy linijos
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IN VIVO C e : .
KriauSiy pumpury Kkriosaugojimas

Sakelés su 4-5
pumpurais iS sodo
paimamaos sausio
Mmeénesj, Saugomos
4° C temperatiroje

ISpjaunami 5-8 mm
nodaliniai
segmentai su
pumpuru, 1-2 val
padziovinami
kambario
temperaturoje oro
srovéje

Segmentai su pumpuru
kriomégintuvéliuose létai
uzsaldomi iki -40 °C (0,1-
1,0 °C greiciu) ir perkeliami
S 1 skysta azotg
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Izoliuoti augaliniai
audiniai

IN VITRO K
Vitrifikacija

24 valandos skystoje MS terpéje
su 0,7M sacharozeés priedu

20 minuciy MS terpéje su 2M
glicerolio ir 0,4 M sacharozés priedu

Po 5 min 20%, 40%, 60% ir 100% PVS2
(30% glicerolio, 15% etilen glikolio ir 15%
dimetilsulfoksido (DMSO) 0,4M sacharozés)
tirpale

0000 4N o000 |4 o000 |@mm

=

Skystas azotas
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Natrio alginatas 3%

\ _ "'...: Izoliuoti augaliniai

?
0.1 mol/L
Ca(l,
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audiniai

Inkapsuliacija

Inkapsuliacija-
~ 2 pary inkubacija dehidratacija/
LP terpéje su 1M vitrifikacija
... sacharozés ir 1M
l glicerolio priedu
© e
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Dehidratacija iki 20% pradinio
svorio naudojant silikagelj

Perkélimas j
kriomégintuvélius




Natrio alginatas 3%

\ _ "'...: Izoliuoti augaliniai
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audiniai

Inkapsuliacija

Inkapsuliacija-
~ 2 pary inkubacija dehidratacija/
LP terpéje su 1M vitrifikacija
... sacharozés ir 1M
l glicerolio priedu
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Dehidratacija iki 20% pradinio
svorio naudojant silikagelj

Perkélimas j

kriomegintuvelius




ISgyvenusiy kriosaugojimg skystame azote kriausiy mikrougliy Kiekis %,

Genotipas

‘Koncentrat’

‘Princesé
Dagmar’

‘Hasselpear’

Nr.0408

‘Muskatelka
Seda’

‘Senryo’

P.pyraster
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priklausomai nuo genotipo ir paruosimo budo

Paruosimo budas

Vitrifikacija Inkapsuliacija — Inkapsuliacija — Inkapsuliacija -
dehidratacija dehidratacija vitrifikacija
(3,2 UM BAP) (0,32 LM BAP)

Kontrolé SA Kontrolé SA Kontrolé SA Kontrolé SA
100,0 100,0 20,0 100,0 18,8 100,0 11,1
100,0 100,0 0 100,0 0 100,0 37,5
100,0 80,0 0 100,0 0 87,5
86,7 60,0 12,5 100,0 16,7 87,5
100,0 0 100,0 0 100,0 0 100,0 8,3
100,0 100,0 25,0 60,0
93,3 100,0 100,0 80,0
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Nuo ko priklauso Kriosaugojimo sékmeé -
mikroaugaly iSgyvenamumas ir tolimesnis
augimas?
* Eksplantas
* Uzsigrudinimas
* ParuoSimo kriosaugojimui budas
* Fiziologiné buklé - augimas ar ramybé
* Amzius

’_| LAMMC
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UZsigrudinimas ir ramybés periodas

Ramybé

)

UZsigrudini
mas 4°C
Kriosau
gojimas —
-196 °C

Mikroaugalai augantys, ' '
neuzsigrudine,

kriosaugojimas : __ '.’é
nesekmingas
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Uzsigrudinimas

Mikroaugalai
uzsigrudine,
ramybeés bukléje,
neauga
kriosaugojimas
nesekmingas

15

Mikroaugalai
uzsigrudine, néra
ramybeés bukléje, auga
kriosaugojimas
sekmingas  _—
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Kriobiologijos problemos ir sprendimo budai

* Ramybés periodas

Ramybés biuiklé neleidzia toliau augti mikroaugalams po kriosaugojimo

Sprendimas:
- naudoti apikalines o ne lateralines meristemas

- reguliuoti fitohormony balansg, jvertinti Sviesos, temperaturinio rezimo,
metabolity, siRNR reikSme
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Mikroaugaly amzius ir kriosaugojimas

Po kriosaugojimo Po kriosaugojimo

isgyvena 40-100% iSgyvena 0-40%
mikroaugaly

mikroaugaly

Mikro
| augaly
. ‘ ‘ polimor
fiskumas
Izoliuojamos Regeneruoti augalai Vélesni
meristemos padaugimami. mikrodauginimo
Pirmieji 4-5 ciklai
mikrodauginimo
ciklai =
———
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Kriobiologijos problemos ir sprendimo budai

 Amzius
,Senose” kultirose didéja dezintegracija, polimorfiSkumas, daugéja neoplastiniy
pasikeitimy, maZéja regeneracinés savybeés.

Sprendimas:

- riboti persodinimy kiekj, naudoti tik ,jaunus” eksplantus, padidinti eksplanty
skaiCiy

- atjauninti mikroaugalus? Jvertinti kintamuma. Nustatyti genetines ir
epigenetines prielaidas stabilumui palaikyti
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Augaluy oksidacinis stresas ir kriosaugojimas

Kriosaugojimui Uz
,atsparus” si
genotipas gri
di
ni
mas

Programuojamas
oksidacinis plitpsnis
OH ir reaktyvus f
O, junginiai
Antioksidantai f
Fenoliniai junginiai 4

Etilenas “

Kriosaugojimui
»jautrus”
genotipas
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Oksidacinis stresas
Fotooksidacija

Antioksidantai W

Fenoliniai junginiai ¥

Etilenas 3
Morfogenetiné $
kompetencija

Krio
sau
go
ji
mas

Augimas

Zuvimas

Harding ir kt, 2009
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Kriobiologijos problemos ir sprendimo budai

* (ksidacinis stresas

Dél oksidacinio streso mikroaugalai neauga po kriosaugojimo, nekrozé

Sprendimas:
- sumazinti oksidacinj stresg

-iSaiSkinti streso reguliavimo, oksidacinio kelio valdymo genetines ir
epigenetines prielaidas
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Kriobionomika

Kriopoveikis
Dehidratacija
Ledo kristalai
Laisvieji
radikalai
Oksidaciné
pazaidos,
Membrany
pazaidos
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Stabilumas
Genetinis
Epigenetinis
Funkcinis
plastiSkumas
Biologineé
sgveika

Morfologija
Histologija
Citologija
Biochemija
Molekuliné
biologija




Padéka:

* Prof. Habil. Dr. Vidmantui Staniui
* Dr. Perttu Haimi

e Dr. Danui Baniuliui

* Dr. Grazinai Stanienei

e Dr. Daliai Gelvonauskienei

 Dr. Vandai Lukoseviciutei
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