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Tyrimai atlikti Lietuvos Zemés tikio universiteto Agrobiotechnologijos laboratorijo-
je. Darbo tikslas — jvertinti zieminiy rapsy eksplanty kokultivavimo su agrobakterijomis,
turin¢iomis skirtingas plazmides, poveiki regeneracijos procesui in vitro. Brassica napus
stiebo segmentai inokuliuoti Agrobacterium tumifaciens GV3101 kamienu, turinciu skir-
tingas plazmidiniy vektoriy konstrukcijas: pART-BnMY Bsn-MY Banti, pHellsgate-BnCBF
ir pHellsgate-BnICE. Nustatyta, kad Zieminiy rapsy organogenezés proceso intensyvuma
in vitro 1émé augalo genotipas ir inokuliavimui naudojamo vektoriaus konstrukcija. Eksplanty
inokuliavimas bakterijomis, turin¢iomis skirtingas plazmides, neturéjo esminés itakos veisliy
‘Libea’, ‘Liprima’ ir ‘Siska’ organogenezés procesui. Kity tirty zieminiy rapsy veisliy tigliy su-
siformavimo daznis po kokultivavimo su 4. tumefaciens labai sumazéjo. Kanamicinui atspariy
augaly regeneranty susiformavimo daznj daugiausia 1émé augalo genotipo ir agrobakterijos,
turincios skirtingas plazmides, saveika. ‘Banjo H’ veislés didziausias atspariy regeneranty
kiekis gautas inokuliavus agrobakterijomis su pHellsgate-BnICE, ‘Elvis’, ‘Valesca’, ‘Libea’,
‘Liprima’ ir ‘Insider’ veisliy — su pHellsgate-BnCBF, ‘Silvia’ ir ‘Siska’ veisliy — su pART-
BnMYBsn-MY Banti.

Reik$miniai ZodZiai: Agrobacterium tumefaciens, atsparumas kanamicinui, Brassica
napus, kokultivavimas, organogeneze.

Ivadas. Rapsai yra vieni perspektyviausiy aliejiniy augaly, auginamy misy Sa-
lyje. Lietuvoje vasariniy rapsy auginama daugiau nei Zieminiy. Zieminiai rapsai yra
1,5-2 kartus derlingesni uz vasarinius. Daugelis Zemdirbiy Zieminiy rapsy neséja dél
nepalankiy miisy klimato salygy (Velicka, 2002). Pastaruoju metu séjamos uzsienyje
sukurtos Zieminiy rapsy veislés yra neatsparios ziemojimui. Dél dazny temperatiiros
svyravimy ziema nukencia rapsuy derlingumas. Lietuvos dirvozemiy ir klimato saly-
gos tinka iSauginti gausy ir pastovy Zieminiy rapsy sékly derliy, taciau jy derlingumo
potencialas vis dar nepakankamai iSnaudojamas, o Lietuvoje iSauginamy rapsy der-
lius nepatenkina auganc¢iy Lietuvos ir uzsienio rinky poreikiy. Selekcininky uzda-
vinys — kurti derlingesnes, geresnés kokybés, atsparesnes Salciui ir ligoms veisles.
Tam tikslui pasitelkiami SiuolaikisSki — biotechnologiniai — metodai, kurie pagreitina
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selekcijos procesa. Vienas pagrindiniy Zieminio rapso (Brassica napus L.) selekci-
jos tiksly — pagerinti jo sékly kokybés savybes bei iStverminguma ziema, taikant
ir tradicinius, ir modernius selekcijos metodus. Genetinei jvairovei kurti sékmingai
taikomos in vitro technologijos (generatyviniy ir somatiniy audiniy kultiiros, geny
inzinerija ir kt.), suteikiancios veisléms ne tik naujy savybiu (atsparumas ligoms,
ziemojimui, herbicidams, pagerintos aliejaus kokybés ir kiekybés savybés ir t. t.), bet
ir sutrumpinancios genetiskai stabiliy linijy kiirima. Geny inzinerijos metodais buvo
sukurtos rapsy linijos su pakeista riebaly ragsciy (Knutzon ir kt., 1992) ir proteiny
sudétimi (Altenbach ir kt., 1992), atsparios herbicidams (De Block ir kt., 1989) ir
kenkéjams (Stewart ir kt., 1996).

Agrobacterium tumefaciens naudojama jvairiy antzeminiy augalo organy — lapuy,
hipokotiliy, stieby, Ziedy bei suspensiniy lasteliy kultiry — transformacijai. Somatinés
lastelés transformuojamos kokultivacijos biidu per tarpinj in vitro regeneracijos etapa.
Regeneracijos etapas pailgina patj transformacijos procesa, taciau leidzia pernesti DNR
1 vegetatyvinius augalo organus. In vitro regeneracija yra vienas i$ kritiniy transfor-
macijos etapy, nes jvairiy augaly rusiy arba netgi veisliy regeneracinés savybés yra
skirtingos (Twyman ir kt., 2002; Komari ir kt., 2004). Rapsy transformacijos tyrimams
dazniausiai naudojamos vasariniy rapsy veislés, todél regeneracijos protokolas turi biiti
optimizuojamas kiekvienam konkrec¢iam genotipui (Cardoza, Stewart, 2004; Sonntag,
2007; Mashayekhi ir kt., 2008).

Darbo tikslas — jvertinti Zieminiy rapsuy eksplanty inokuliavimo agrobakterijomis,
turinciomis skirtingas plazmides, poveiki pridétiniy Gigliy regeneracijai in vitro.

Tyrimo objektas, metodai ir salygos. Tyrimams naudoti zieminiy rapsy veis-
lig: ‘Banjo H’, “Elvis’, ‘Silvia’, ‘Valesca’ — augaly stiebo segmentai. Séklos nuplau-
tos tekanciu vandeniu, sterilintos 70 % etanolio vandeniniame tirpale 2 min., 2 % na-
trio hipochlorite — 9 min. ir 3 kartus perplautos steriliu distiliuotu vandeniu. Sterilios
séklos daigintos Murashige ir Skoog (MS) (Murashige, Skoog, 1962) maitinamojoje
terpéje be augimo reguliatoriy, papildytoje 10 g I'! sacharozés ir 8 g I'' Difco-Bacto
agaro. Gauti Gigliai perkelti { mégintuvélius ir auginti 40 dieny kontroliuojamomis
salygomis: $viesos intensyvumas — 50 umol!' m s!, fotoperiodas — 16/8 val. (diena/
naktj), aplinkos temperatiira — 22 £ 2 °C.

Transformacijai naudoti Biotechnologijos institute sukurti plazmidiniai vekto-
riai: pART-BnMYBsn-MY Banti, pHellsgate-BnCBF ir pHellsgate-BnICE. pART ir
pHellsgate plazmidése yra konstitutyvus Ziediniy koptisty mozaikos viruso (CaMV)
35S promotorius, BaMYB, BnCBF ir BnICE — rapsu transkripcijos veiksniai. Sios
plazmidés perkeltos i agrobakteriju (Agrobacterium tumefaciens) GV3101 kamiena.

Agrobakterijos (Agrobacterium tumefaciens) su plazmidémis augintos 30 ml
skystoje Luria — Bertani (LB) maitinamojoje terpéje (Sambrook, Russell, 2001) su
antibiotikais: 50 mg I"! rifampicino, 50 mg I'' gentamicino, 50 mg 1" spektinomicino,
2 mg 1! tetraciklino. Kultiira inkubuota 28 °C temperatiiroje per nakti purtant 180 rpm.
Po paros agrobakterijy kultiira OD, , 0,1-0,2 praskiesta SvieZia LB terpe (su pirmiau
nuroc}ytomis antibiotiky koncentracijomis) iki 100 ml ir auginta iki OD,, 0,6.

Zieminiy rapsy stiebai supjaustyti 1 cm ilgio segmentais ir pamerkti 5 min. {
agrobakterijy suspensija, po to nusausinti ant sterilaus filtrinio popieriaus. Eksplantai
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po inokuliavimo 48 val. auginti MS terpéje, su 4,0 mg I'! 6-benzilaminopurino (BAP),
0,1 mg I'! a-naftilacto rugsties (NAR), 30 g I'! sacharozés.

A. tumefaciens augimui sustabdyti stieby segmentai plauti 300 mg 1! cefotaksimo
vandeniniu tirpalu. Transformuotoms lasteléms atrinkti eksplantai perkelti { MS terpg
su4,0 mg 1! BAP, 0,1 mg "' NAR, 300 mg 1! cefotaksimo, 50 mg I"! kanamicino ir 30
g I'! sacharozés (toliau tekste vadinama indukcijos terpe) ir auginti 28 dienas.

Po 4 savaiciy jvertintas pridétiniy tigliy formavimosi daznis (%), susiformavusiy
tigliy kiekis (vnt.), atsparumas kanamicinui ir cefotaksimui. Atspariis figliai perkelti {
Saknydinimo MS (%2 makrodrusky) terpg su 5 mg I indolilsviesto ragsties (ISR), 300
mg 1! cefotaksimo ir 50 mg I"' kanamicino bei 10 g I"! sacharozés. Po 28 d. jvertintas
kanamicinui atspariy regeneranty kiekis (%).

Kultivuota po 48 kiekvieno varianto eksplantus (16 eksplanty/Petri 1éksteléje;
3 pakartojimai/variante) ir kiekvienas bandymas atliktas tris kartus.

Duomenys statistiSkai apdoroti kompiuterio programomis STAT 1,55 ir ANOVA
i$ programy paketo SELEKCIJA (Tarakanovas, Raudonis, 2003).

Rezultatai. [zoliuoti zieminio rapso stiebo segmentai pridétinius tiglius forma-
vo tiesiogiai, be kaliaus susidarymo. Auginant neinokuliuotus eksplantus (kontrolé)
pumpury formavimosi daznis varijavo nuo 60,42 iki 95,14 %, tai priklaus¢ nuo ge-
notipo (1 lentelé).

Veisliy ‘Silvia’, ‘Valesca’, ‘Libea’, ‘Liprima’ ir ‘Insider’ somatiniy audiniy mor-
fogeniné galia buvo didziausia: iglius formavo atitinkamai 95,14; 94,44; 91,67; 92,38
ir 92,36 % eksplanty. Veisliy ‘Banjo H’, ‘Elvis’ ir ‘Siska’ Gigliy formavimo daznis
buvo i§ esmés mazesnis.

1 lentelé. Zieminiy rapsy stiebo segmento inokuliavimo A. tumefaciens, turin-
¢iomis skirtingas plazmides, poveikis organogenezei in vitro

Table 1. Effect of winter rapeseed stem segment co-cultivation with 4. tumefaciens con-
taining different plasmids on organogenesis in vitro

Pridétiniy tigliy formavimosi daznis
Veislé Adventitious shoots formation frequency, %

Cultivar kc()ol'gtrr(z)lle pART-BnMYBsn-MYBanti|pHellsgate-BnCBF |pHellsgate-BnICE
‘BanjoH” 79,17 + 3,18 37,50 £2.,41 21,53+ 1,84 34,03 £2,50
‘Elvis’ 60,42 + 2,40 46,53 +£3,03 51,39 +£ 2,50 59,03 + 3,03
‘Silvia’ 95,14 £ 1,84 59,03 + 3,03 60,42 + 3,18 64,58 + 3,61
“Valesca’ 94,44 +£2,78 77,78 +£2,50 58,33+ 2,40 55,56 +£2,51
‘Libea’ 91,67 £ 3,18 91,67 +2,40 90,28 + 1,84 92,36 +2,78
‘Liprima’ 92,38 +2,78 96,53 +2,50 79,86 + 1,84 94,44 £ 3,01
‘Siska’ 81,25+2,08 59,72+ 1,84 75,68 £2,78 80,56 +2,51
‘Insider’ 92,36 +2,78 62,50 + 3,18 74,31 +£2,51 63,19 +3,03

Vidutiniai duomenys + Sx — po 4 kultivavimo savai¢iy
Data are mean + SE within four weeks of culture
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Tyrimais nustatyta, kad organogenezés proceso intensyvuma lémé zieminio rapso
genotipas ir inokuliavimas agrobakterijomis su skirtingomis plazmidziy konstrukci-
jomis. Daugeliu atvejuy eksplanty inokuliavimas agrobakterijomis slopino zieminiy
rapsy tgliy formavimasi. Inokuliavus eksplantus 4. tumefaciens, turin¢ia pART-
BnMYBsn-MYBanti, Gigliy regeneracijos daznis varijavo nuo 37,50 (‘Banjo H’) iki
96,53 % (‘Liprima’). Jautriausiai { agrobakterija reagavo veisliy ‘Banjo H ir ‘Silvia’
eksplantai, kuriy pumpury formavimosi daznis buvo atitinkamai 41,67 ir 36,11 %
mazesnis nei kontroliniy. Veisliy ‘Libea’ ir ‘Liprima’ eksplanty morfogenezei inoku-
liavimas agrobakterija esminés itakos neturéjo.

Inokuliavus eksplantus A. tumefaciens, turinCia pHellsgate-BnCBF plazmide,
labiausiai buvo slopinamas veisliy ‘Banjo H’, ‘Silvia’ir “Valesca’ organogenezés pro-
cesas. Palyginti su kontroliniu variantu, pridétinius tiglius formavo atitinkamai 57,64,
34,72 ir 36,11 % maziau eksplanty. Maziausias neigiamas efektas nustatytas veislés
‘Libea’ audiniams: pridétinius tiglius suformavo 90,28 % izoliuoty eksplanty.

Paveikus eksplantus 4. tumefaciens, turincia pHellsgate-BnICE plazmidg, labai
sumazg¢jo veisliy ‘Banjo H’, ‘Silvia’, “Valesca’ ir ‘Insider’ pridétiniy igliy formavimosi
daznis, kity tirty veisliy eksplantams inokuliavimas agrobakteriju suspensija esminés
itakos neturéjo.

Po 28 pary vertintas regeneravusiy tigliy atsparumas kanamicinui indukcijos
terpéje. Susiformave figliai buvo baltos, violetinés arba zalios spalvos. Ugliy atspa-
rumas buvo vertinamas vizualiai pagal lapy spalva, prie atspariy buvo priskirti tik
zalios spalvos regenerantai. Auginant neinokuliuotus eksplantus (kontrolé¢), daugiausia
(50,51 %) atspariy tgliy suformavo veislé ‘Banjo H’, o veisliy ‘Libea’ ir ‘Liprima’
izoliuoti audiniai regeneravo tik etioliuotus augalus (2 lentelé).

2 lentelé. Kanamicinui atspariy tigliy formavimosi priklausomumas nuo genoti-
po ir plazmidés konstrukcijos
Table 2. Effect of genotype and plasmids on kanamycin-resistant shoots formation fre-

quency
Atspariy tgliy
Veisle Resistant shoots, %
Culti :
var kc(z)r:;[trr(())lle pART-BnMYBsn-MYBanti | pHellsgate-BnCBF | pHellsgate-nICE

‘Banjo H” 50,51 +£2,41 90,97 +£2,50 97,78 £2,22 77,45 £ 3,53
‘Elvis’ 25,28 + 1,55 70,28 + 1,21 79,53 +1,55 92,31 +1,48
‘Silvia’ 11,86 + 1,15 29,63 £ 1,85 34,55+2,10 30,11 + 1,94
‘Valesca’ 5,22 +0,36 38,27 +1,89 31,88 +1,45 59,88 +£2,69
‘Libea’ 0 39,80+ 1,79 63,37 + 1,48 34,78 £2,17
‘Liprima’ 0 47,62 + 1,26 32,91 + 0,86 42,86+ 1,19
‘Siska’ 17,90 £2,23 38,46 +2,94 52,63 +2,68 26,50 +3,42
‘Insider” 36,15+ 1,69 36,84 +£1,52 40,12 + 1,63 40,88 + 3,50

Vidutiniai duomenys = Sx— po 4 kultivavimo savaiciy
Data are mean + SE within four weeks of culture
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Eksplanty inokuliavimas agrobakterijos suspensija didino kanamicinui atspariy
(zaliy) tgliy susiformavimo dazni. Paveikus eksplantus A. tumefaciens, turin¢ia pART-
BnMY Bsn-MY Banti plazmidg, neetioliuoty tigliy kiekis padidéjo nuo 17,77 (‘Silvia’)
ki 47,62 % (‘Liprima’), palyginti su kontrole. Eksplanty inokuliavimas agrobakterija,
turinc¢ia pHellsgate-BnCBF, labiausiai padidino veisliy ‘Libea’ ir ‘Elvis’ atsparuma
kanamicinui: §iy veisliy eksplantai suformavo atitinkamai 63,37 ir 54,25 % daugiau
zaliy TGigliy nei kontrolinio varianto eksplantai. Veikiant 4. tumefaciens su plazmide
pHellsgate-BnICE, labiausiai padidéjo veisliy ‘Elvis’ ir “Valesca’ neetioliuoty tigliy
susiformavimo daznis: zaliy Gigliy regeneravo atitinkamai 67,03 ir 54,66 % daugiau,
palyginti su nepaveiktais eksplantais.

[ saknydinimo terpg buvo perkelti tik kanamicinui atsparis (Zalios spalvos) tigliai.
Saknydinimo terpéje, veikiant antibiotikams, Zuvo visi kontrolinio varianto figliai.
Tirty rapsu veisliy atspariy augaly regeneranty kiekis Saknydinimo terpéje priklausé
nuo genotipo ir inokuliavimui naudotos A. tumefaciens plazmidés konstrukcijos. Po
inokuliavimo agrobakterija, turin¢ia pART-BnMYBsn-MYBanti plazmidg, atspariy
regeneranty kiekis kito nuo 14,33 (‘Insider’) iki 56,02 % (‘Libea’) (3 lentelé).

3 lentelé. Zieminiy rapsy augaly regeneranty atsparumas kanamicinui $aknydi-
nimo terpéje
Table 3. Winter rapeseed plant-regenerants resistance to kanamycin in rooting medium

pART-BnMYBsn-MYBanti| pHellsgate-BnCBF pHellsgate-BnICE
perkelty perkelty perkelty
Veislé agliy kiekis, | atspariy |agliy kiekis,| atspariy |Ggliy kiekis,| atspariy
Cultivar vnt. regeneranty vnt. regeneranty vnt. regeneranty
number resistant re- | number | resistantre- | number | resistant re-
of transferred |generants, % |of transferred| generants, % |of transferred| generants, %
shoots, units shoots, units shoots, units
‘Banjo H’ 131 32,85+1,59 44 11,27 +£2,06 79 46,91 + 3,09
‘Elvis’ 253 41,47 £2,37 136 88,30 + 3,76 216 36,58 £ 1,64
‘Silvia’ 48 43,70 £ 1,75 57 20,84 +1,78 56 25,15+2,18
“Valesca’ 93 16,07 + 1,38 66 27,17 £ 1,66 97 16,32 £ 1,96
‘Libea’ 80 56,02 + 3,48 154 63,60 + 1,88 48 39,26 +£3,23
‘Liprima’ 100 30,90 + 1,80 77 75,16 £3,91 108 25,91 £ 1,66
‘Siska’ 31 28,77 3,36 60 16,70 £ 1,22 29 0
‘Insider’ 42 14,33 +0,59 65 56,72 £3,94 65 37,10+ 1,89

Vidutiniai duomenys + Sx— po 4 kultivavimo savaiciy
Data are mean + SE within four weeks of culture

Perkeélus { Saknydinimo terpg figlius, indukuotus po inokuliavimo agrobakterija,

turinc¢ia pHellsgate-BnCBF plazmide, daugiausia (88,30 %) atspariy regeneranty
suformavo veislés ‘Elvis’ figliai. Sios veislés neetioliuoty regeneranty kiekis buvo
nuo 13,14 iki 77,03 % didesnis nei kity genotipy. Tirty rapsy veisliy Gigliai, gauti po
inokuliavimo A. tumefaciens su pHellsgate-BnICE, Saknydinimo terp¢je suformavo
nuo 16,32 (“Valesca’) iki 46,91 % (‘Banjo H’) kanamicinui atspariy regeneranty.
Veikiant kanamicinui, Zuvo visi perkelti ‘Siska’ veislés tigliai.
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Zalios spalvos augalai regenerantai su gerai i§vystyta Sakny sistema buvo perkelti
1 vegetacinius indus.

Aptarimas. Rapsy transformacijai naudojami jvairis eksplantai: stiebo tarpu-
bambliai (Fry ir kt., 1987), stiebo segmentai (Pua ir kt., 1987), skil¢ialapiai (Moloney
ir kt., 1989), hipokotiliai (Cardoza, Stewart, 2003). Literattroje teigiama, kad geneti-
nei transformacijai tinkamiausi hipokotiliai, taiau paZymima, kad rapsy hipokotiliai
yra labai jautriis Agrobacterium poveikiui ir labai greitai tampa nekrotiniai (Cardoza,
Stewart, 2003; Sonntag, 2007), be to, stiebo segmentai i$siskiria didesne nei hipoko-
tiliai regeneracine galia (Ovesna ir kt., 1993).

Miisy tyrimuose zieminiy rapsy stiebo segmentai pridétinius tiglius formavo nuo
60,42 (‘Elvis’) iki 95,14 % (‘Silvia’) dazniu. Somatiniy audiniy inokuliavimas bak-
terijomis, turin¢iomis skirtingas plazmides, neturéjo esminés jtakos veisliy ‘Libea’,
‘Liprima’ (pART-BnMYBsn-MYBanti ir pHellsgate-BnICE) ir ‘Siska’ (pHellsgate-
BnICE) organogenezés procesui: tiglius formavo 79,86-96,53 % inokuliuoty eksplanty.
Kity tirty zieminiy rapsy veisliy Gigliy susiformavimo daznis po kokultivavimo su 4. fu-
mefaciens labai sumazéjo, nesvarbu kokia buvo vektoriaus konstrukcija. DidZiausias
agrobakterijy neigiamas poveikis nustatytas veislés ‘Banjo H’ audiniams: Sios veislés
eksplantai pridétinius Giglius formavo 21,53-37,50 % dazniu, nelygu plazmidés tipas.
Ugliy regeneracijos daznio po inokuliavimo agrobakterijomis priklausomumas nuo ge-
notipo nustatytas ir atliekant tyrimus su kitais augalais (Sriskandarajah ir kt., 2004).

Tyrimais nustatyta, kad atspariy kanamicinui tigliy susiformavimo daznj induk-
cijos terp¢je labiausiai lemia augalo genotipo ir plazmidés saveika. Veislés ‘Liprima’
eksplantai daugiausia neetioliuoty tigliy formavo po kokultivavimo su agrobakteri-
jomis, turin¢iomis pART-BnMYBsn-MYBanti. Veisliy ‘Banjo H’, ‘Silvia’, ‘Libea’
ir ‘Siska’ Gigliy atsparuma kanamicinui labiausiai skatino agrobakterijos, turin¢ios
plazmide pHellsgate-BnCBF. Veisliy ‘Elvis’ ir “Valesca’ didesnis atspariy tigliy
kiekis gautas inokuliuojant eksplantus su agrobakterijomis, turin¢iomis pHellsgate-
BnICE — atitinkamai 92,31 ir 59,88 %. Veislés ‘Insider’ eksplantai atsparius tiglius
panasiu dazniu formavo po kokultivavimo su agrobakterijomis, turin¢iomis pHells-
gate-BnCBF ir pHellsgate-BnICE. Neetiliuoty igliy susiformavimo priklausomumas
nuo transformacijai naudojamy plazmidZziy nustatytas ir atliekant tyrimus su ziediniais
koptistais (Chakrabarty ir kt., 2002), vasariniais rapsais (Sonntag, 2007), mieziais
(Murray ir kt., 2004).

[ Saknydinimo terpg taip pat buvo dedama antibiotiky, todél perkélus neetioliuotus
tglius i 8ig terpg buvo vykdoma atspariy kanamicinui regeneranty atranka. ‘Banjo H’
veislés didZiausias atspariy regeneranty kiekis gautas po inokuliavimo agrobakterijomis
su pHellsgate-BnICE, ‘Elvis’, ‘Valesca’, ‘Libea’, ‘Liprima’ ir ‘Insider’ veisliy — su
pHellsgate-BnCBF, ‘Silvia’ ir ‘Siska’ veisliy — su pART-BnMYBsn-MY Banti.

I§vados. 1. Zieminiy rapsy organogenezés proceso intensyvuma in vitro 1émé
augalo genotipas ir inokuliavimui naudojamo vektoriaus konstrukcija. Stiebo seg-
mento inokuliavimas A. tumefaciens labai slopino penkiy 1§ astuoniy tirty veisliy
pridétiniy tigliy susiformavima.

2. Inokuliavimas 4. tumefaciens didino atspariy kanamicinui tigliy susiformavi-
mo dazni — tai priklausé nuo augalo genotipo ir vektoriaus konstrukcijos. Daugiausia
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kanamicinui atspariy augaly regeneranty gauta inokuliavus zieminiy rapsy stiebo
segmentus agrobakterijomis, turin¢iomis pHellsgate-BnCBF konstrukcija.

Padéka. Tyrimus rémé Lietuvos valstybinis mokslo ir studiju fondas (projek-
tas ATSPARUMAS SALCIUI, reg. Nr. N-07014). Autorés dékoja Biotechnologijos
instituto mokslininkéms dr. A. Razanskienei ir dr. V. Kazanaviciiitei uz tyrimams
naudotus 4. tumefaciens vektorius.
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Effect of co-cultivation with Agrobacterium tumefaciens on in vitro
regeneration of winter rapeseed

N. Burbulis, R. Kupriené, A. Blinstrubiené, V. Jonytiené
Summary

The investigations were carried out in the Agrobiotechnology Laboratory of Lithuanian
University of Agriculture. Aim of the research — to evaluate effect of co-cultivation of the
explant with agrobacterium, containing the different plasmids, on regeneration response
of winter rapeseed. Stem segments of Brassica napus co-cultivated with Agrobacterium
tumifaciens GV3101 strain containing the plasmids pART-BnMYBsn-MY Banti, pHellsgate-
BnCBF and pHellsgate-BnICE. The results of the experiments indicated a difference among
the tested cultivars regarding their organogenic response depended on genotype and vector
construction. Explants inoculation with agrobacterium containing different plasmids didn’t
have any significant effect on adventitious shoots formation in cultivars ‘Libea’, ‘Liprima’
(pPART-BnMYBsn-MYBanti and pHellsgate-BnICE) and cultivar ‘Siska’ (pHellsgate-BnICE).
The co-cultivation of explants with 4. tumefaciens had a significant negative influence on
shoot formation frequency of other tested cultivars. Kanamycin-resistant plant-regenerants
formation frequency strongly depended on genotype-plasmid interaction. Highest amount
of resistant regenerants have been obtained after inoculation with 4. tumefaciens contain-
ing pHellsgate-BnICE (cv. ‘Banjo H”); pHellsgate-BnCBF (cvs. ‘Elvis’, ‘Valesca’, ‘Libea’,
‘Liprima’ and ‘Insider’); pART-BnMYBsn-MYBanti (cvs. ‘Silvia’ and ‘Siska’).

Key words: Agrobacterium tumifaciens, Brassica napus, co-cultivation, kanamycin-
resistance, organogenesis.
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