PAZEMINATAS TEMPERATURAS IETEKME UZ HIBRIDAPSU IN
VITRO APSAKNOSANOS UN AUGSANU
I.Dubova, LVMI "Silava"

Kopsavilkums: vairaku hibridap$u (P.temuloides xP.tremula) un triploidu
(P.tremula) klonu dzinumu kultiras tika sekmigi uzglabatas 1-6 meéneSus
pazeminata temperatira (4-5° C) un minimdla apgaismojuma multiplikacijas
barotngé. Uzglabasanas laika vértéta dzinumu un lapu dzeltéSana un nekroze,
dzinumu apsakno§anas spéja, turpmaka kultiiru augSana un attistiba. Konstatéts, ka
2-4 méneSu laika atmirst in vitro kultiiru lapas, bet dzinumi saglaba vitalitati vairak
neka gadu.

Péc 3 meéneSiem apsaknoSanas procesam nepiecieSamais laiks pagarinas no 10
lidz 20 dienam: vid&ji apsaknojas tikai 40-50% dzinumu. P&c parstadiSanas svaiga
pavairo$anas barotn& sekmigi atjaunojas kultiru augSana. Pirmaja subkultiira
salidzinajuma ar kontroli konstatéts pazeminats multiplikacijas koeficients.

Nozimigakie vardi: hibridapse, in vitro, uzglabasana.

1.Dubova, LFRI ,,Silava”. Effect of in vitro cold storage on survival and rooting
of hybridaspen shoot cultures

Abstract: Shoot cultures of some hybrid aspen (Populus tremuloides x
P.tremula) and aspen triploids (P.tremula) clones were successfully stored in vitro
on multiplication medium at 4-5°C . The rooting capacity, survival and necrosis of
leaves and shoots, multiplication rate were evaluated after storage during 1-6
months under light conditions. The leaves from cultures became progressively
yellow and necrotic during 2-4 months of cold storage, the shoots of the cultures
survived 100% at the end of the trials after 1year storage.

The rooting of shoots produced from cold storage cultures after 3 months was
only 40-50% and time of successful rooting increased from 10 to 20 days. Cold
storage reduced proliferation rate in the first subculture under standart growth room
conditions.

Key words: hybrid aspen, in vitro, cold storage.

N.[ly6oBa, JITUJIIH «CunaBa». BausiHue moHM:KeHHOH TemIepaTypbl Ha POCT M
yKOpeHeHHe KJIOHOB TrHOPHIHON OCHHBI UH 6UMPO

B crarbe 06001eHBI pe3yIbTaThl HCCISNOBaHNH POCTa, Pa3BUTHA U YKOPEHEHUSL
KJIOHOB THOPUIHOW M TPUIUIOMZHOH OCHH DPa3MHOXKEHHBIX METOIOM UH 6UMPO
mocie utensHoro (1 1o 6 MecsieB) XpaHeHUsI KyJIbTyp KIOHOB B TeMIieparype 4-5
Ce.

VCTaHOBNEHO, YTO B TEYEHHE 2-4 MecsleB MOJIHOCTBIO HEKPOTU3MPYIOTCS
JIHCTBSI, HO TMOYKU U YEPEHKH COXPaHAIT BUTATBHOCTBH 10 roja. [locne 3 mecsnes B
YCIIOBHSX IOHW)XEHHOW TEeMIepaTypbl yBEIMYHBAeTCA MEPUOJ  YKOPEHEHHs
MHKpouepeHKkoB oT 10 10 20 mHel, yKopeHseMOocTh cHmxaeTcs 1o 40-50%.

Knrouesvie cnosa: tubpumgHas OCHWHA, in Vitro, XpaHEHHE B [OHM)KEHHOH
TeMIeparype.
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Ievads

Audu kultliru materiala uzglabasanai pazeminata temperatiira ir
dazadas pielietoSanas iespgjas: vairaku ménesu ilga apstrade 0-10°C
var simulét miera periodu, kas nepiecieSams daudzu augu normalai
attistibai; pazeminata temperatiira palénina augu augsanu, tadgjadi
masveida raZoSana samazinot darba laika patéripu augu
parstadiSanai. Genotipu bankas veidoanai un in vitro kultiru
ilgstosai uzglabasanai izmanto kriosaglabasanu - saldésanu —196°C
Skidra slapekli, kas ir tehnologiski sarezgita un darga, toties lauj
saglabat materialu neierobezoti ilgi.

Pazeminata temperatiira ir viens no faktoriem, kas augiem izraisa
stresu. Augu atbildes reakciju uz stresora iedarbibu biitiski ietekme
ka genoms, ta ari dazadas fiziologiski aktivas vielas, kas regulé génu
ekspresiju un jaunu olbaltumvielu sintézi, kuram pie pazeminatas
temperatiras ir aizsargloma (Renaut, 2001). Atbildes reakcija
izpauzas adaptivi fiziologisku, morfologisku un biokimisku izmainu
veida — tiek kavéta augSana, notiek izmainas oglekla metabolisma un
proteinu sintézes mehanisma. Bitisks pieaugums novérots hlorofila
fluorescences parametros, ko iesp&jams izmantot ki fiziologisku
stresa markieri (Kevers, 2004).

Augu taksonu banku in vitro iesp&ams 1-3 gadus uzglabat 0-10°
C temperatiira, izmantojot batiski atskirigu barotpu receptiiru, kas
ietver inhibitoru tipa vielas (fenoli, abscizskabe). Nozimiga loma ir
paaugstinatam (Iidz 6%) cukuru sastavam barotné, kas nodroina
papildus energijas devu (Klavina, 2001).

ApSu un papelu, art hibridapsu, pavairo$ana audu kultiiras griitibas
nerada (Ahuja,1984; Douglas, 1989; Chalupa, 1987), bet saméra maz
informacijas ir par kokaugu audu kultiiru uzglabasanu pazeminata
temperatira (Hausman, 1994; Romano, 1999; Pruski, 2000).
Praktiskai izmantoSanai svarigi noskaidrot, ka augi p&c uzglabasanas
perioda sp& atjaunot normalu augSanu, multiplikdciju un
apsaknoSanos. Hibridapsu audu kultiiras péc 3 ménesu uzglabasanas
4°C temperatiira novérota lapu nomelng$ana un nekroze, bet péc 2
nedelu ekspozicijas 24°C temperatiird un viena parstadiSanas cikla
(MS barotn€ ar pievienotu 2iP 0,8 mg/l) kultiiru augSana atjaunojas
sakotngja ltmeni (Hausman, 1994). Jaatzimég, ka uzglabasana tumsa
nodroSina labakus rezultatus neka minimals apgaismojums - tumsa
veicina saknu veidosanos péc parstadisanas pavairo§anas barotng, arl
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multiplikacijas koeficients nakamaja subkultira péc 3 meénesu
aukstuma perioda tumsa ir lielaks neka kontrolei. Barotnu sastavam
nav butiskas nozimes; optimalais kultivéSanas laiks pirms
novieto$anas aukstumkamera ir 7-14 dienas (Hausman, 1994). Ozola
Q.suber dzinumu kultliras p&c uzglabasanas gaisma 5°C temperatiira
atmiruSas péc 6 méneSiem, savukart tumsa - péc 2 gadiem
saglabajusies dzivi 50% dzinumu (Romano, 1999). Multiplikacijas
koeficients ozolam p&c uzglabasanas tumsa bijis lidzigs ka kontrolei,
bet dzinumi garaki - $ads efekts saglabajies 3 subkultiru laika.
Autori iesaka izmantot vismaz 3 audzé3anas ciklus, lai izvertétu
uzglaba$anas turpmako ietekmi uz kultliru attistibu. Ozola dzinumu
apsaknoSanas potenci uzglabasana pazeminata temperatiira nav
ietekméjusi. Kultdiru regeneracijas sp&ja vienas subkultiiras laika péc
6, 12 vai 24 méneSu uzglabasanas tumsa nav bitiski at§kirusies.
Lapu dzelteéSana un nekroze uzglabasanas perioda daudz izteiktaka ir
gaisma neka tumsa: vispirms atmirst augs$gjas lapas, tad dzinumi
(Romano, 1999). Visos gadijumos apsaknotie dzinumi izstaditi un
sekmigi aklimatiz&ti ex vitro. Vairakam sugam, pieméram, kivi,
barotné nepiecieSama citokininu klatbiitne, kas nosaka to
izdzivoSanu  aukstumperioda laika; dbelu  pundurpotcelmu
izdzivoSanu uzglabasanas laikd nosaka BAP koncentracija barotné
(Orlikowska,  1992);  paaugstinata  saharozes koncentricija
nepiecieS8ama lakstaugiem, Ipasi kartupeliem. leteiktais optimalais
kokaugu in vitro kultiru uzglabasanas laiks - ne ilgaks par 3
menesiem (Pruski, 2000).

Metodika

Pétijuma izmantoti hibridapses un parastas apses triploidu kloni
no laboratorija in vitro izveidotas apSu klonu kolekcijas, kas tiek
uzturéta in vitro, izmantojot pamatbarotni — %> MS ar BAP 0,1 mg/I,
ISS 0,01 mg/l; pavairo$anas (multiplikacijas) barotne 1/2MS ar
palielinatu BAP koncentraciju - 0,2mg/I - un 20 g saharozi. Kultiras
tiek audzetas telpa 22-25 °C temperatiira, apgaismojuma
(luminiscentas lampas, 16 stundu fotoperiods). Audz&sanai izmantoti
300 ml tilpuma stikla trauki (barotnes daudzums ap 30 ml); no
kulttiras atdalitus dzinumus parstada svaiga barotné ik péc 4 nedg]u
audzeSanas perioda (subkultiras). Pirms parvieto§anas uz
aukstumkameru (4-5,5° C temperatira un minimala apgaismojuma)
audzeSanas trauku vaki, lai novérstu izzidanu, tika hermetizéti ar
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gaisu necaurlaidigu plévi. Péc 1-4 ménesu ekspozicijas pazeminata
temperattira trauki ar augiem parvietoti uz audzeSanas telpu, pec 2-3
dienam no kultiras in vitro atdalitie dzinumi parstaditi svaiga
multiplikacijas barotné (1/2MS ar 0,2mg/l BAP) un paraleli -
apsakno$anas barotné. Izmantota barotne 1/2MS ar 0,05 mg/l NAA,
0,1 mg/l IBA. Apsakno$anas novertéta procentuali péc 10, 15 un 20
dienam. P&c 4 ned€lu multiplikacijas perioda parastos apstaklos
audzgSanas telpa izvertéta pirmas subkultiiras dzinumu augSana -
dzinumu skaits, garums, eksplanta svars, spontanas apsaknpoSanas
procents, saknu skaits un garums saistiba ar ekspozicijas laiku
pazeminata temperatlira - un veikta rezultatu statistiska apstrade.

Péc vairaku audzéSanas trauku ar augiem uzglabasanas 1 gadu
saldétava tika novertéta kultiru izdzivosana.

Rezultati

Hibridapsu stadu audzésanai sekmigi izmantojama pavairoSana in
vitro, bet gritibas rada iegita augu materiala izstadiSana ex vitro un
aklimatizéSana Tsa laika spridi pavasari, it 1pasi, ja stadi audz€jami
neapkurinamas siltumnicas. UzglabaSana pazeminata temperatura
kavé in vitro kultiru augSanu, tad€] to var izmantot kultiiru
uzkraganai pirms izstadiSanas pavasari. Klonu arhivu specialas
barotnés pazeminata temperatira (4-5°C) iesp&jams saglabat pat
vairakus gadus, bet ilgstosa prolifergjosu kultiru uzglabasana
aukstuma izraisa dazadas negativas paradibas: lapas nodzelt€ un
vélak nekrotizéjas (1.att.), tatu dzinumi labi saglab3jas un pirmas
atmirS§anas pazimes paradas tikai péc 4-5 meneSiem. Noveérotas
bitiskas atSkiribas starp dazadas izcelsmes kloniem - lapu atmirSanas
pazimes atrak konstatetas kloniem 23, 36, 9, D’95; ilgak zalas lapas
saglabajusi hibridap$u kloni 25, 4, 3’95 un triploido apsu klons R1.
Visos gadijumos veseligu izskatu ilgak saglabajusas kultiiras, kas
pirms novietoSanas saldétava optimalo laiku — 4 ned€las - augusas
multiplikacijas barotné. P&c 3,5 ménesu ekspozicijas visiem kloniem
lapas pilniba nekrotiz€jas, bet dzinumi ar sanu pumpuriem
saglabdjas dzivi ilgdk un pirmas galotnu nomelngSanas pazimes
novérotas tikai péc 6 méneSiem. Nenobriedusi, sabiezinati staditi
dzinumi atmiru$i atrak, savukart labi nobrieduSie dzinumi atrak
zaud@jusi lapas, bet in vitro kultiras dzivotsp&ju saglabajusas vairak
neka gadu — visa novérojumu perioda laika.
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Pec ilgstoSas uzglabaSanas 4-5°C temperatira dzinumu
apsaknoSanas potencials samazinas. Ja apSu dzinumi no aktivi
augoSas kultiiras 95-100% gadijumu apsaknojas 10-12 dienas, tad
pec 3 meéneSu uzglabasanas — tikai 15-20 dienu laika. Pec 3,5-4
meneSiem 10 dienas apsakpojas tikai 25-35% (kloni Nr.23 un
Nr.29); 50-80% dzinumu apsaknojas 20 dienu laika (1.tab).
Noverotas atSkirtbas starp dazadas izcelsmes kloniem: labak
apsaknojas klona Nr.23 dzinumi (90% - 20 dienas p&c 6 ménesu
uzglabaSanas aukstuma). Eksperimentu laika adekvatai iegiito
rezultatu salidzinaSanai dzinumi apsaknoti sterila barotng, bet realos
stadaudzesanas apstaklos apsakno$ana notiek reizé ar aklimatizaciju
miglas siltumnica ex vitro, kas var ietekmét stadu izdzivosanu. No
aktivi augoSas in vitro kultiiras atdaliti dzinumi siltumnicas apstak]os
parasti apsaknojas 85-90% gadijumu, bet barotn@ - 99-100%.

Vairaku apsu klonu kultiiru in vitro nekrotizacija
uzglabaganas laika pazeminata temperatiira
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1attels. Dazadas izcelsmes ap3u klonu kultiiru in vitro lapu pakapeniska
atmirSana ekspozicijas laika pazeminata temperatiira: kioni Nr.23, Nr.25, B
hibridapse, Nr.39 — parastas apses triploidais klons.
Fig.1. Survival of aspen leaves in vitro during cold storage. Nr.23, 25, B -
hybridaspen clones. Nr.39 - triploid aspen clone.

Pec parstadiSanas svaiga pavairoanas barotné (1/2MS ar 0,2mg/1
BAP) jaunas in vitro kultiras attistibu nosaka uzglabasanas laiks
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pazeminata temperatira. llgstoSa uzglabaSana 4-5°C temperattra
pirms parstadiSanas izraisa dzinumu skaita, garuma, ka arT eksplanta
svara samazina$anos (2.tab.). Multiplikacijas koeficients pirmaja
subkultiira strauji samazinas jau pec 2 ménesu ekspozicijas, turpmak
tas mainas nedaudz — kultiiras in vitro attistiba tiek kave€ta, tomér
optimalos gaismas un temperatiras apstaklos augSana atjaunojas
(2.att). Paredzams, ka turpmakajas 2-3 subkultiras apSu klonu
dzinumu kultiru in vitro sdkotngjais augSanas temps pilniba
atjaunosies. Jaatzimé, ka dazadas izcelsmes klonu reakcija ir
atSkiriga: starp dazadas izcelsmes hibridapses kloniem novérotas
lielakas atSkirbas neka starp parastas apses triploidajiem kloniem.

1.tabula Table 1.
Dazadas izcelsmes ap$u klonu dzinumu apsaknosanas (%)
uzglabasanas laika pazeminata temperatura
The rooting of microshoots (%) after cold storage

klons/ saknes% | saknes% | saknes% | saknes% | saknes% | saknes% | saknes% | saknes%
sakn.laiks | (1,5mén. | (2mén. (2,5mén. | (3mén. (3,5men. (4mén. (4,5men. (6bmeén.
(dienas) uzgl.) uzgl.) uzgl.) uzgl.) uzgl.) uzgl.) uzgl.) uzgl.)
clone/ rooting rooting rooting rooting rooting rooting rooting rooting
rooting % (1,5 % (2 % (2,5 % (3 % (3,5 % (4 % (4,5 % (6
time months months months months months months months months
(days) stor.) stor.) stor,) stor.) stor.) stor.) stor.) stor.)
Nr.23

10 100 100 75 65 60 25 0 0

15 85 45 20

20 75 90
Nr.39

10 70 85 45 50 35 0 0 0

15 80 70 60 20 12

20 50
Nr.44

10 65 20 5 0 0 0 0

15 85 74 70 40 25 0 10

20 40 60

R1

10 50 30

15 85 65
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2.tabula Table 2.

Dazadas izcelsmes apsu klonu augSanas raksturojums péc uzglabasanas 4-
5°C temperatiira atkariba no ekspozicijas laika saldétava

The growth of aspen clones in vitro after cold storage

dzin.

gar. st. st. st. st. saknu st.
klons/ (cm) nov. nov. ekspl. nov. saknes sakpu | nov. gar. nov.
uzgl.laiks lengt stn. dzin. stn. svars stn. (%) skaits | stn. (cm) stn.
clone/ of dev. sk. dev. (gr) dev. rooting | numb. | dev. | lenght | dev.
time of shoots Numb.of weight (%) of of
storage (cm) shoots (gr) roots roots
Nr.23
Kontr. 1,98 1,25 | 6,5 1,99 | 0,249 0,137 | 85 2 0,79 | 5,16 3,16
2men. 1,38 0,98 | 2,85 1,04 | 0,134 0,076 | 86 1 0 3,55 2,04
3mén. 1,49 0,75 | 2,11 1,14 | 0,154 0,071 | 80 1,33 0,52 | 4,17 2,31
3,5mén 1,43 0,72 | 2,32 1,64 | 0,186 0,08 35 1 0 3575 2,46
Nr.39
Kontr. 1,89 1,15 | 3,95 1,25 | 0,189 0,106 | 72,7 1 0 2,28 2,18
2mén. 1,15 0,48 | 2,71 0,95 | 0,116 | 0,067 | 50 1 0 3,28 2,73
2,5mén 1,12 0,51 | 3 1,11 | 0,122 0,055 | 0 0 0 0 0
3men. 1,03 0,6 2,6 1,1 0,085 0,042 | 30 1 0 1,44 0,73
3,5mén 0,63 0,32 | 2.1 0,89 | 0,073 0,029 | 0 0 0 0 0
Nr.44
2mén. 1,18 0,49 | 2,5 1,24 | 0,081 0,044 | 10 1 0 0,5 0
Nr.28
2,5mén 1,29 0,63 | 3,7 2,05 | 0,242 0,142 | 60 2 1 2,34 1,16
Nr.9
Kontr. 1,3 0,6 5 1,13 | 0,188 0,097 | 35 1 0 3,51 0,44
2mén 1,28 0,63 | 43 2,36 | 0,147 0,079 | 20 1 0 2 0
3men. 0,94 0,49 | 3.8 1,23 | 0,097 0,034 | 40 1 0 0,8 0,38
3,5men. 0,85 0,54 | 2,5 1,08 | 0,106 0,055 | 0 0 0 0 0
30°95
3men. 1,31 0,51 | 2,33 1,41 | 0,085 0,047 | 80 1,29 0,54 | 1,62 0,74
Nr.47
3mén. 1,46 0,68 | 2,71 0,49 | 0,098 0,053 | 57 2 0 4,57 1,72
B
3,5mén 1,45 0,49 | 2,29 1,07 | 0,117 0,067 | 72 1 0 3 0,71
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Multiplikacijas koeficienta izmainas apSu in vitro
kultiira péc uzglabasanas pazeminata temperatira
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2.attels. Multiplikacijas koeficienta izmainas (jaunveidoto dzinumu skaits in
vitro) pirmaja subkultiira atkariba no uzglabasanas laika pazeminata
temperatiira.
Fig.2. Multiplication rates of aspen shoots in vitro during first subculture
after cold storage.

Secinajumi

1. HibridapSu in vitro kultiiras iespé&jams ilgstosi sekmigi uzglabat
pazeminata temperattira (4-5°C).

2. Pec 2-2,5 ménesu ekspozicijas pazeminata temperatiira hibridapsu
kultiram in vitro sakas lapu nomeln&$ana un atmirSana; péc 4
méneSiem dzinumu lapas pilniba atmirst. ApSu dzinumi in vitro
saglaba dzivotsp&ju 4-5°C temperatiira vairak neka gadu.

3. Dzinumu apsaknoSanas laiks péc 3 meéneSu uzglabasanas
pazeminata temperatlra pagarinds no 10 Iidz 20 dienam;
apsaknoSanas samazinas lidz 40-50%. Starp dazadas izcelsmes
kloniem novérojamas bitiskas at3kiribas.

4. Pazeminata temperatiira ilgsto$i uzglabatu dazadas izcelsmes ap3u
in vitro kultiru augSana péc parstadiSanas pavairofanas barotné
sekmigi atjaunojas.
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