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1999 m. Lietuvos zemés iikio universiteto (LZUU) Genetikos-biotechno-
logijos laboratorijoje sukurtos 9 vasarinio rapso (Brassica napus L.) di-
haploidinés (DH) linijos, taikant izoliuoty mikrospory metoda. DH auga-
lai yra genetiskai gryni — homozigotiniai pagal visus genus, todél jy pa-
naudojimas sutrumpinty rapsy naujy veisliy kiirima (selekcinj procesa).

Sukurtos vasarinio rapso DH linijos pasizymi didele visy kokybiniy
rodikliy jvairove. DH linijy sékly biocheminius rodiklius lemia genetinés
dihaploidy savybés. Ivertinus sukurty DH linijy sékly kokybe, atrinkti 5
selekciniu pozitriu vertingi rekombinantai su didesniu riebaly kiekiu
(43,11%), oleino ir linolio riig8ciy suma (85,02%) bei mazesniu gliukozi-

nolaty kiekiu (13,75 mmol/g).

Ivertinta DH linijy sékly riebaly riig8ciy sudétis ir nustatytas bioche-
miniy rodikliy tarpusavio rySys. Atrinkti vertingi rekombinantai bus pa-
naudoti vasariniy rapsy selekciniame procese.

RaktaZodziai: vasarinis rapsas, dihaploidinés linijos, izoliuoty mikrospory
kultira, sékly biocheminiai rodikliai

IVADAS

Augaly selekcijoje vis dazniau taikomi augaly bio-
technologijos metodai: somatiniy audiniy kulttra,
dulkiniy kultiira, mikrospory kultiira, geny inZineri-
ja ir kiti. Siais metodais galima i§spresti daug auga-
ly pagerinimo uZzdaviniy, kuriy sprendimas tradici-
niais selekcijos metodais buvo nerezultatyvus [9]. Se-
lekciniame darbe tinkamiausi sporofitai su gameti-
niy chromosomy skaic¢iumi — haploidai, kurie leidzia
analizuoti tiesioginj recesyvinio geno pasireiSkimg in-
divido fenotipe. Rapsy haploidams kurti vis placiau
taikomas izoliuoty mikrospory metodas, leidZiantis
gauti neribota androgeniniy embriony kiekj ribotoje
erdvéje. IS haploidy gauti diploidiniai augalai yra
genetiSkai gryni — homozigotiniai pagal visus genus.
Tai paspartina selekcijos procesg ir labai sumaZina
darbo apimtj [2, 4]. Palyginus su klasikiniais selekci-
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jos metodais, dihaploidy panaudojimas sutrumpina
rapsy selekcija maZiausiai 5 vegetaciniais perio-
dais [7].

Labai svarbi atsarginé medziaga rapsy seklose yra
riebalai (aliejus), kuriy kokybe lemia riebaly riigsciy
sudetis. Riebaly riig§¢iy santykio pakitimai rapsy li-
nijose ir populiacijose daZnai priklauso nuo aplinkos
veiksniy, todel pageidaujamo riebaly riigsciy santy-
kio genetiné kontrol¢ ir jo stabilizavimas biina sun-
kus selekcinio darbo uzdavinys. Taikant tradicinius
selekcijos metodus, F, generacijoje kiekvienas auga-
las tuo paciu metu atspindi visas genetines savybes
ir aplinkos veiksniy jtaka, todél daznai sunku nusta-
tyti vien genetinius pakitimus. Tradiciniai selekcijos
metodai yra neefektyviis, norint pakeisti riebaly su-
detj, iSskyrus tuos atvejus, kai siekiama dideliy pa-
sikeitimy [6]. Tiriant rapsy riebaly ragsciy sudétj
nustatyta, kad po hibridizacijos tik F, kartoje beveik
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nevyksta skilimas pagal §j poZymij, tuo tarpu dihap-
loidai jau F, kartoje biina homozigotiniai ir atspindi
visus galimus riebaly riigs¢iy sudéties gametinius rin-
kinius [3].

Rapsai, kaip ir visi kryzmaziedziai augalai, aku-
muliuoja gliukozinolatus, kuriy skilimo produktai yra
toksiski. Gliukozinolaty kiekis rapsy seklose ribo-
jamas ir leistina jy norma sékliniuose rapsuose yra
20 umol/g. Labai svarbu, kad sukurtos vasarinio rap-
so DH linijos pagrindiniais kokybés rodikliais atitik-
ty standarto reikalavimus ir buty jtrauktos i vasari-
nio rapso selekcijos procesa. Darbo tikslas — sukurti
vasarinio rapso dihaploidus ir atrinkti tinkamiausias
linjjas auginti Lietuvos salygomis.

TYRIMU SALYGOS IR METODIKA

Dihaploidinés linijjos (DH) buvo sukurtos 1999 m.
LZUU Genetikos-biotechnologijos laboratorijoje, tai-
kant izoliuoty mikrospory kultiiros metoda. Donori-
niai augalai buvo vasarinio rapso (Brassica napus L.)
F, hibridai Nr. 268 ir Nr. 269, gauti kryZminant veis-
les ‘Bolero’ ir ‘Star’ reciprokiniu bidu LZUU Ban-
dymy stotyje 1997 m. Mikrospory izoliavimas atlik-
tas, panaudojus Kanados mokslininky metodika (Flet-
cher, 1998). Donoriniy augaly steriliis butonai su-
smulkinti 13% sacharozés tirpale ir perfiltruoti. Mik-
rosporos nusodintos centrifuguojant 1000 aps./min.
greiciu. Izoliuoty mikrospory suspensijai paruosti
naudojama modifikuota NLN maitinamoji terpé. Pa-
laikius suspensija 14 dieny tamsoje 30°C temperatii-
roje, ji perkeliama ant kratytuvo (60 jud./min.). Pra-
€jus 28 d. po mikrospory izoliavimo, pasieke morfo-
logine branda androgeniniai embrionai perkelti ant
agarizuotos B, terpés ir laikyti augimo kameroje
(4°C, fotoperiodas 8 val.). Po 10 d. augimo rezimas
pakeistas j Silta inkubavima (27 % 2°C, fotoperiodas
12 val.).

Vasariniy rapsy haploidai buvo poliploidizuoti
0,34% kolchicino tirpalu. Kiekvienas dihaploidinis au-
galas butonizacijos tarpsnyje izoliuojamas, siekiant is-
laikyti linijos grynuma.

Sukurtos vasariniy rapsy DH linijos buvo augi-
namos vienu pakartojimu LZUU Bandymy stoties
vasarinio rapso selekciniame augyne. Tiriamyjy lau-
keliy dydis — 1,7 x 1,2 = 2,04 m? Standartinémis
pasirinktos vasarinio rapso veislés ‘Bolero’, ‘Star’ ir
ju hibridai Nr. 268 ir Nr. 269. Bandymai buvo jrengti
sukultiirintame karbonatingame sekliai pagléjéjusia-
me iSplautzemyje.

Vasariniy rapsy DH linijy sékly biocheminé su-
detis nustatyta Kanados Guelpho universiteto Rap-
sy biotechnologijos laboratorijoje. Riebaly ir balty-
my kiekiai nustatyti NIR infraraudonyjy spinduliy
analizatoriumi. Riebaly riig8ciy sudétis jvertinta auks-
to slégio skystiniu chromatografu (HPLC). Gliuko-
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zinolaty kiekis seéklose nustatytas dujiniu chromatog-
rafu (Hewlett-Packard GC). Tyrimy duomenys ap-
doroti statistiniais metodais, naudojant kompiuteri-
niy programy paketa ,,Selekcija“.

TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Kiekvienas dihaploidas reprezentuoja unikalias ge-
netines téviniy formy rekombinacijas. Todé¢l dihap-
loidinés linijos, sukurtos izoliuoty mikrospory meto-
do pagrindu, pasizymeéjo didele jvairove visais koky-
bés rodikliais. Tyrimo metais vasarinio rapso dihap-
loidiniy linijy séklose nustatyta nuo 36,68 iki 43,11%
riebaly. Literatiros duomenimis [8, 10], tarp balty-
my ir riebaly kiekiy rapsy séklose visada egzistuoja
atvirkstinis rySys, kuris, daugelio mokslininky nuo-
mone, mazai priklauso nuo augimo salygy ir augini-
mo technologijy. Tai patvirtina ir miisy tyrimy re-
zultatai.

Tyrimais nustatyta koreliacija tarp baltymy ir rie-
baly kiekiy vasarinio rapso DH linijy séklose. Sia
priklausomybe statistiSkai patikimai atspindi atvirks-
tiné tiesiné regresijos lygtis (1 pav.). Koreliacijos ko-
eficientas labai artimas vienetui ir matematiskai pa-
tikimas esant 01 tikimybés lygiui.

Sekloms brestant, jose vyksta du pagrindiniai kon-
kuruojantys ir glaudziai tarpusavyje susije procesai —
baltymy sintezé i§ aminortgsciy ir riebaly sintezeé i§
glicerino ir riebaly rtgsciy. Literatiros duomenimis
[12], meteorologinés salygos vegetacijos metu turi
itaka s¢klos cheminei sudeciai. Riebalai turi kur kas
daugiau vandens negu baltymai, todél tritkstant drég-
més, jy sintezé sulétéja ir séklose didéja baltymy
kiekis. Didé¢jant krituliy kiekiui, kai saulés spindu-
liuoté bei oro temperatiira Zeméja, lapuose stipréja
angliavandeniy sintezé¢, o séklose — riebaly sinteze.
Tai reiskia, kad, didéjant riebaly kiekiui séklose, bal-
tymy kiekis mazéja, ir atvirksciai.

Riebaly ir baltymy suma dihaploidiniy linijy sék-
lose tyrimy metais kito tarp 63,19 ir 66,05%. Sie
duomenys yra analogiSki literatiiroje skelbiamiems
duomenims [1].
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Atlikta koreliaciné-regresiné duomeny analizé pa-
rodé, kad riebaly ir baltymy kiekis vasarinio rapso
s¢klose priklauso ir nuo sékly masés (2 pav.).

Didéjant vasarinio rapso dihaploidiniy linijy sék-
Iy masei, riebaly kiekis jose mazejo, o baltymy —
didéjo. Sias priklausomybes statistiskai patikimai at-
spindi tiesinés regresijos lygtys, o koreliacijos koefi-
cientai patikimi 05 tikimybés lygiu. Skaic¢iavimai ro-
do, kad 1000 sékly masei padidejus 0,50 g, riebaly
sumazgjo 2,14 proc. vnt., o baltymy padaugéjo 2,24
proc. vnt.

Egzistuojanti atvirkstiné neigiama koreliacija tarp
riebaly ir 1000 seékly masés apsunkina stambiasekliy
riebalingy linijy kiirima. Nors tarp $iy rodikliy nu-
statytas gana stiprus koreliacinis rySys, kai kuriose
linijose Sios priklausomybés nenustatyta. DH linija
711-06 subrandino stambias (3,99 g) ir didelio rie-
balingumo (43,06 proc. vnt.) séklas.

Rapsy selekcijoje svarbu ne tik sekly riebalingu-
mas, bet ir riebaly ragsciy sudétis. Dihaploidinés li-
nijos yra patogus objektas jvertinti rapsy sekly
biocheminiy rodikliy tarpusavio rysi. Nustatyta, kad
vasarinio rapso dihaploidiniy linijy riebaly kiekis tei-
giamai koreliuoja su oleino riigstimi ir neigiamai su
linolio rugstimi (lentelé).

Fiziologiskai aktyvi oleino rugstis neigiamai ko-
relivoja su nepageidaujamomis palmitino, stearino ir
linoleno riig§timis bei teigiamai — su linolio riigsti-
mi. Linoleno riigsties kiekio vasarinio rapso séklose
padidéjimas glaudziai susijes su palmitino riigSties
kiekio padidéjimu — koreliacijos koeficientas artimas
vienetui ir patikimas 05 tikimybés lygiu.

Selekcininky uZdavinys — sukurti stabilias rapsy
dihaploidines linijas su didesne oleino ir linolio rie-
baly riigs¢iy suma bei mazesniais sociyjy (palmitino
ir stearino) riig8ciy kiekiais [11]. Tyrimai rodo, kad
tarp Siy rodikliy egzistuoja stiprus koreliacinis rysys,
kurj statistiSkai patikimai atspindi atvirk$tiné tiesiné
regresijos lygtis (3 pav.), o koreliacijos koeficientas
patikimas 01 tikimybés lygiu.
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Oleino ir linolio riigéciy suma vasarinio rapso DH
linijy séklose svyruoja nuo 77,09 iki 85,02%.

Visose vasarinio rapso dihaploidinése linijose gliu-
kozinolaty kiekis nevirSijo Lietuvos Respublikos stan-
darto reikalavimy sékliniams rapsams — 20 umol/g
(4 pav.).

Tyrimy metais vasarinio rapso dihaploidinés linijos
sukaupé nuo 13,75 iki 17,45 umol/g gliukozinolaty. I8
grupés Nr. 268 maziausias (13,75 umol/g) gliukozino-
laty kiekis nustatytas sé¢klose DH linijos 711-08, kuri

sukaupé maziau gliukozinolaty: 5,7 umol/g

ciniai rySiai

Lentel¢. Vasarinio rapso DH liniju riebalu rugsciy kiekiy Kkorelia-

negu veisle ‘Bolero’, 5,76 umol/g — negu
veislé ‘Star’ ir 7,1 pmol/g— nei $iy veisliy
hibridas. Kiek didesnis (14,57 umol/g) gliu-

|Palmitin0| Stearino | Oleino | Linolio |Linolen0

kozinolaty kiekis nustatytas dihaploidy 711-

Riebalai - 020 - 0,02 0,38 - 0,36
Palmitino 0,85 - 0,81 0,17
Stearino - 0,89 0,52
Oleino - 0,70
Linolio

e 01 seklose.
0’99 IS grupés Nr. 269 maziausias
0,8 1 (16,06 umol/g) gliukozinolaty kiekis nusta-
_ 0’7 6 tytas DH linijos 711-16 séklose. Sios lini-
0216 jos augalai sukaupé maziau gliukozinola-

ty: 3,45 pmol/g — negu veislé ‘Star’,
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téviniy formy bei donoriniy augaly seklose

3,39 umol/g — negu veislé ‘Bolero’ ir 4,07 umol/g —
negu Sios grupés donorinis augalas.

Tyrimais nustatyta, kad gliukozinolaty kiekis va-
sariniy rapsy dihaploidiniy linijy séklose teigiamai
koreliuoja su baltymy kiekiu ir 1000 sékly mase, bei
neigiamai — su riebaly kiekiu. Skaic¢iavimai rodo, kad
gliukozinolaty kiekiui padidéjus 1 pmol/g, riebaly su-
mazéja 0,91 proc. vnt. (koreliacijos koeficientas —
0,85), o baltymy padauggéja 1,09 proc. vnt. (korelia-
cijos koeficientas 0,81).

ISVADOS

1. Sukurtos genetiSkai stabilios vasarinio rapso di-
haploidines linijos, kuriy séklos iSsiskyré geriausiais
kokybiniais rodikliais.

2. DH linijy sékly kokybiniy rodikliy ir 1000 s¢k-
Iy mases kitimus atspindi skirtingos krypties korelia-
ciniai rySiai: baltymy ir riebaly kiekio — stiprus nei-
giamas koreliacinis rySys; 1000 s¢kly masés ir rieba-
ly kiekio — stiprus teigiamas koreliacinis rySys (i$-
skyrus DH linija 711-06); 1000 sé¢kly masés ir bal-
tymuy kiekio — stiprus teigiamas koreliacinis rysys.

3. Ivertinta DH linijy sékly riebaly riig§ciy sude-
tis ir nustatytas biocheminiy rodikliy tarpusavio ry-
Sys: DH linijy riebaly kiekis teigiamai koreliuoja su
oleino rigstimi ir neigiamai — su linolio riigstimi;
nustatyta socCiyjy riebaly riig§¢iy, oleino ir linolio
riig8ciy sumos atvirksting tiesiné koreliacija. Oleino
ir linolio rigs¢iy sumai padidéjus 1proc. vnt., sociy-
ju riugsciy suma sumazeéja 0,27 proc. vnt.

4. Visose DH linijy séklose nustatytas mazesnis
gliukozinolaty kiekis (nuo 13,75 iki 17,45 umol/g)
negu téviniy veisliy (19,45-19,51 umol/g) ir donori-
niy augaly séklose (20,13-20,85 pmol/g). Malliau-
sias gliukozinolaty kiekis — DH linijy 711-01 ir 711-
08 seklose, atitinkamai 25 ir 29% mazesnis negu
téviniy formy, 30 ir 34% mazesnis negu donoriniy
augaly seklose.
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5. Nustatytas gliukozinolaty, riebaly ir baltymy
kiekio stiprus koreliacinis rySys. Vasarinio rapso DH
linijy s¢klose gliukozinolaty kiekiui padidéjus 1 umol/
g, riebaly sumazéja 0,91 proc. vnt., o baltymy pa-
daugéja 1,09 proc. vnt.
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SEED QUALITY OF SPRING RAPE DOUBLE
HAPLOID LINES AND SELECTION OF VALUABLE
RECOMBINANTS

Summary

Nine spring rape double haploid (DH) lines have been
developed in 1999 at the Genetic-Biotechnology Labora-
tory of the Lithuanian University of Agriculture. The DH
line of spring rape (Brassica napus L.) was obtained
using an isolated microspore culture.

DH plants are genetically fixed — homozygous by all
genes. Double haploid lines differ greatly by all quality
traits. The biochemical composition of rapeseed depended
on the genetic features of DH lines.

Valuable seed quality combinations of oil (43.11%),
high oleic-linolic acid (85.02%) and low glucosinolates
(13.75 umol/g) were identified in five DH lines. A strong
correlation of the biochemical parameters was observed.
Valuable recombinants have been involved into the breed-
ing process.

Key words: spring rapeseed, double haploid, isolated
microspore culture, biochemical traits
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KAYECTBO CEMSH JUTAIUIOUIHBIX JIMHUAM
APOBOI'O PAIICA U OTBOP INEHHbIX
PEKOMBUHAHTOB

Peswowme

Jurarmonnnsie muaun (') sposoro pamca (Brassica ha-
pus L.) 6sutn cospausl B JlaGopatopun reHETHKH M OHO-
TEXHOJIOTHH JINTOBCKOTO CEJIbCKOXO3IHCTBEHHOTO YHUBEp-
cuteta B 1999 1. ¢ ucmonp30BaHUEM KYIBETYP H30JIHPOBAH-
HBIX MHUKpOcHop. JuramiougHele pacTeHHUs TOMO3HUTOTHBI
[0 BCEM TE€HaM, IMO03TOMY HX HCIIOJIb30BaHHE COKpAIlaeT
MpoLecC CeNeKIUy parca M0 MEHBIIeH Mepe Ha 5 JeT.

Co3naHHbIE JUTAINIOWJHbIE JUHUM SPOBOTO parca
pa3IMyaroTCs 10 BCEM Ka4eCTBEHHBIM ITpHU3HaKaM. bruoxumu-
yeckni coctaB ceMsiH JII' TUHMI 3aBHCHT B OCHOBHOM OT
WX TeHOTHIA. B pesynbrare OleHKH KayecTBa CEMsIH CO3/1aH-
HBIX JIMHUH OTOOpaHO 5 IEHHBIX IJIS CEJEKIUH PEKOM-
OMHAHTOB C TOBBIIICHHBIM Kou4uecTBOM Macia (43,11%) u
CYMMOH OJIEMHOBOM M JIMHOJEBON KHUCIOT M YMEHbIICHHBIM
KOJTMYeCTBOM DIroko3uHomaroB (13,75 umol/g).

[IpoBeneHa OlLeHKA COCTaBa JKUPHBIX KHUCJIOT M yCTa-
HOBJIEHa B3aWMOCBS3b OHMOXMMHYECKHX HpHU3HAKOB. OTO-
OpaHHbBIE IIEHHbIE PEKOMOMHAHTHI HAaMEUYEHO HCIIONb30BaTh
B CEJIEKIMM SIPOBOTO parica.

KuroueBbie cjioBa: SpoBOil panc, IUTanjIoHAHBIE
JIUHUM, KYJIbTypa H30JIMPOBAaHHBIX MHUKPOCIOp, OHOXH-
MUYECKHUH COCTaB CEeMSH
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