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Séjamasis linas (Linum usitatissimum L.) — lininiy $eimos augalas, svar-
bus ne tik aliejaus, bet ir pluosto gamybai. Liny selekcija ir $iomis dienomis
yra ilgas bei sudétingas procesas, besiremiantis tarpveisline hibridizacija ir
geriausiy augaly atranka, todél genetiskai stabiliy linijy kiirimas uztrunka ilga
laikg — 10-12 mety. Tik sparcios selekcijos technologijos gali padéti sukurti
naujas veisles, vertingas vietinei pramonei, kurios atverty $iam augalui nauja
rinka. Taciau ne visada augaly regeneracija biina efektyvi, todél labai svarbu
atrinkti genotipus, geban¢ius formuoti organogenines struktaras in vitro sis-
temoje. Genotipas ir augimo reguliatoriy derinys indukcijos terpéje — vieni
svarbiausiy veiksniy, lemianciy kaliaus organogenine diferenciacija dulkiniy
kultaroje, todél optimalios auginimo salygos turi buti parenkamos kiek-
vienam konkre¢iam genotipui. Tirtas maitinamosios terpés sudéties pov-
eikis penkiy pluostiniy liny veisliy lgsteliy dediferenciacijai ir antrinei
diferenciacijai izoliuoty dulkiniy kultaroje. Nustatyta, kad veisliy ‘Sartai’ ir
‘Vaizgantas’ izoliuotos dulkinés intensyviausiai pridétinius pumpurus regen-
eracijos terpéje formavo auginant jas indukcijos terpéje su didesniu auksiny
nei citokininy kiekiu. Ta¢iau veislés ‘Snaigiai’ antriné diferenciacija inten-
syviau vyko indukavus kaliy maitinamojoje terpéje su didesniu citokininy
nei auksiny kiekiu. Padidintas sacharozés kiekis indukcijos terpéje skatina
organogeniniy genotipy pridétiniy pumpury susiformavimo daznj.

Raktazodziai: augimo reguliatoriai, dulkiniy kultara, genotipas, Linum
usitatissimum L.

JVADAS

sutrumpinti selekcinio darbo procesa naudojant
izoliuoty dulkiniy kultaros metods, kurio sék-

Linum gentis priskiriama seniausiai augina-
miems augalams, o séjamasis linas (Linum usi-
tatissimum L.) - vienas pirmuyjy Zinomy au-
galy Zmonijos istorijoje (Spence et al., 2003;
Jankauskiené, Bacelis, 2009). Linai naudojami ne tik
maisto pramonéje, bet ir gyvuliy pasarui, taip pat
$is augalas jau tukstanc¢ius mety naudojamas me-
dicinoje dél unikaliy sémeny aliejaus sudedamyjy
daliy — nepakeiciamy a-linoleno (Q-3) ir linolo
(Q-6) rugsciy (Abbadi et al., 2004; Karg, 2011).
Pluostiniy liny selekcija klasikiniais selekci-
jos metodais Lietuvoje vykdoma nuo 1922 m.
(Jankauskiené, Bacelis, 2009). Mokslininkai sitalo

mé priklauso nuo daugelio veiksniy, pvz., moti-
ninio augalo genotipo (Chen, Dribnenki, 2002;
Obert et al., 2004; Burbulis, Blinstrubiené, 2011),
ziedadulkiy i$sivystymo stadijos ir donorinio au-
galo auginimo salygy (Pretova, Obert, 2000; Chen,
Dribnenki, 2002), maitinamosios terpés sudéties
(Rutkowska-Krause et al., 2003; Obert et al., 2004;
Burbulis, Blinstrubiené, 2011). Dulkiniy kultaroje
dazniausiai vyksta netiesioginé androgenezé - i$
pradziy susidaro nediferencijuotas kalius, i§ jo
véliau regeneruojami augalai (Nichterlein et al.,
1991; Chen et al, 1998a). Pagrindiné problema
liny dulkiniy kultiroje - santykinai nedidelis
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kaliaus bei pridétiniy pumpury formavimosi daz-
nis (Nichterlein et al., 1991; Chen et al., 1998b).
Siekiant pagerinti augaly regeneraty iSeiga svar-
biausi yra du aspektai: 1) atrinkti genotipus, geban-
¢ius formuoti struktaras; 2) sudaryti tinkamiausias
auginimo salygas atrinkty genotipy regeneracijai.

Darbo tikslas — nustatyti augimo reguliatoriy
deriniy ir sacharozés koncentracijos indukcijos
terpéje poveikj pluostiniy liny veisliy kaliaus in-
dukcijai bei agliy regeneracijai izoliuoty dulkiniy
kultaroje.

METODAI IR SALYGOS

Tyrimai atlikti Aleksandro Stulginskio universi-
teto Agrobiotechnologijos laboratorijoje. Tirtos
penkios pluostiniy liny veislés: ‘Belinka, ‘Dangiai,
‘Sartai, ‘Snaigiai, “Vaizgantas. Séklos daigintos au-
ginimo kameroje kontroliuojamomis salygomis:
16 val. fotoperiodas, 18/14 °C temperatiira (die-
na / naktj), 75 % drégnumas. Augalai auginti dur-
piy, kompostinés zemés ir smélio misinyje, santy-
kiu 3 :1:2, 16,5 cm skersmens induose. Augimo
metu augalai tresti (N : P : K) santykiu 20 : 20 : 20.

Donoriniy augaly ziedpumpuriai iSoris-
kai sterilinti 70 % etanolio vandeniniame tirpale
1 min. ir 2 % natrio hypochlorite — 10 min., po
to 3 kartus perplauti steriliu distiliuotu vande-
niu. Sterilas eksplantai auginti plastikinése Petri
lékstelése, talpinanciose 15 ml NLN indukcijos
terpés (Lichter, 1985) su skirtingais citokininy ir
auksiny deriniais (2 mg 1" 6-benzilaminopuri-
no (BAP) + 1 mg I"! 1-naftilacto ragsties (NAR),
1 mg 1I"' 6-benzilaminopurino (BAP) + 2 mg I
3-indolilacto rugsties (IAR), 1 mg 1"' 6-bezilami-
nopurino (BAP) + 0,5 mg 1™ 3-indolilacto ragsties
(IAR) + 0,5 mg I'! 1-naftilacto ragsties (NAR)),
6 % arba 9 % sacharozés bei 0,6 % agaro koncen-
tracijomis. Izoliuotos dulkinés augintos 25 °C tem-
peratiiroje tamsoje 28 dienas, po to kas keturias
savaites kultra perkelta j Sviezig maitinamaja ter-
pe ir auginta kontroliuojamomis salygomis: 16 val.
fotoperiodas, 22 + 2 °C temperatira (dieng / nak-
tj), $viesos intensyvumas — 50 umol m= s™".

Ugliy regeneracijai kalius perkeltas j MS (Mu-
rashige, Skoog, 1962) maitinamajg terpe, papildyta
1 mg "' BAP, 375 mg 1"! glutaminu, 3 % sacharozés
ir 0,6 % agaro koncentracijomis.

Visuose eksperimentuose naudota pilna ren-
domizacija. Auginta po 120 kiekvieno varianto

dulkiniy (10 dulkiniy / Petri léksteléje; 12 pa-
kartojimy / variante) ir kiekvienas eksperimentas
atliktas tris kartus. Po keturiy savaiciy nustatytas
kaliaus susidarymo daznis (%) ((kaliy formavu-
siy eksplanty skaicius / eksplanty skaicius léks-
teléje) x 100 %). Ugliy susidarymo daznis (%)
nustatomas po kiekvieno kultaros perkélimo ant
SvieZios maitinamosios terpés. Duomenys statistis-
kai apdoroti kompiuterinémis programomis STAT
1,55 ir ANOVA i§ programy paketo SELEKCIJA
(Tarakanovas, Raudonius, 2003).

REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Liny androgenezés procesas glaudziai susijes su
kaliaus tarpsniu, nes izoliuoty dulkiniy kultaroje
linai dazniausiai regeneruoja netiesiogiai — i§ ne-
diferencijuoty kaliaus lasteliy (Nichterlein et al.,
1991; Chen et al., 1998a). Norint uztikrinti mor-
fogeninio kaliaus formavimasi butina sudaryti
optimalias salygas izoliuoty dulkiniy auginimui
in vitro.

Rezultatai, gauti tiriant augimo reguliatoriy
deriniy ir sacharozés koncentracijos poveikj liny
kaliaus indukcijai izoliuoty dulkiniy kultaroje, pa-
teikti 1 pav. Genotipy ‘Sartai’ ir ‘Snaigiai’ dulkinés
intensyviausiai kaliy formavo maitinamojoje ter-
péje, papildytoje 2 mg I BAP ir 1 mg 1! NAR, o
1 mg 1" BAP ir 2 mg 1! IAR derinys skatino veisliy
‘Belinka, ‘Dangiai’ ir ‘Vaizgantas™ izoliuoty dulki-
niy kaliaus geneze.

Padidintas sacharozés kiekis indukcijos terpé-
je skatino veisliy ‘Sartai, ‘Snaigiai’ ir ‘Vaizgantas’
kaliaus geneze, tac¢iau inhibavo veisliy ‘Belinka’ ir
‘Dangiai’ kaliaus susiformavimo daznj.

Ugliy regeneracija - liny androgenezés proce-
so kritinis periodas. I§ tirty penkiy pluostiniy liny
genotipy, pridétinius pumpurus formavo tik trijy
genotipy kalius. Priklausomai nuo indukcijos ter-
pés sudéties, pumpury formavimosi daznis rege-
neracijos terpéje varijavo nuo 4,5 % (‘Snaigiai’) iki
24 % (‘Sartai’) (2 pav.). Intensyviausiai pridétinius
pumpurus formavo veisliy ‘Sartai’ ir “Vaizgantas’
izoliuoty dulkiniy kalius, indukuotas terpéje su
1 mg 1" BAP ir 2 mg "' IAR. Augimo reguliatoriy
derinys 2 mg 1! BAP ir 1 mg I"! NAR indukcijos
terpéje skatino veislés ‘Snaigiai’ pumpury susifor-
mavimg regeneracijos terpéje. Padidintas (9 %)
sacharozés kiekis indukcijos terpéje skatino visy
trijy veisliy antring diferenciacija.
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1 pav. Augimo reguliatoriy ir sacharozés koncentracijos jtaka pluostiniy liny kaliaus indukcijai dulkiniy
kultaroje: A — 6 % sacharozés; B - 9 % sacharozés

Fig. 1. Effect of growth regulators and sucrose concentration on callus induction in anther culture of fibre
flax: A - 6% sucrose; B — 9% sucrose

Geba formuoti kaliy gali skirtis ne tik tarp atski-  Salaj et al., 2005; Yildiz, Ozgen, 2006; Burbulis et al.,
ry augalo rasiy, bet ir tos pacios riisies viduje (Chen,  2012) kultarose svarbig reik§me turi donorinio au-
Dribnenki, 2002; Burbulis, Blinstrubiené, 2011). galo genotipas. Miisy tyrimais nustatyta, kad i tirty
Daugelis mokslininky nustaté, kad kaliaus indukcijai  pluostiniy liny veisliy didziausia morfogenine galia
tiek generatyviniy lasteliy (Rutkowska-Krause et al.,  pasizyméjo veislés ‘Sartai’ izoliuotos dulkinés.

2003; Obert et al., 2004; Burbulis et al., 2005), tiek Kitas svarbus veiksnys, lemiantis kaliaus in-
somatiniy audiniy (Rutkowska-Krause et al., 2003;  dukcijg ir augaly regeneracija - maitinamosios
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2 pav. Augimo reguliatoriy ir sacharozés koncentracijos indukcijos terpéje jtaka pluostiniy liny pumpu-
ry formavimuisi regeneracijos terpéje: A — 6 % sacharozés; B — 9 % sacharozés

Fig. 2. Effect of growth regulators and sucrose concentration in the induction medium on buds formation in
the regeneration medium of fibre flax: A - 6% sucrose; B - 9% sucrose

terpés sudétis. Y. Chen su bendraautoriais (1998b)
nustaté, kad liny kaliaus genezé intensyviausiai
vyko terpéje, papildytoje augimo reguliatoriy de-
riniu 1 mg I BAP ir 2 mg 1! 2,4D, o E. Tejklovos
(1996) tyrimuose liny dulkiniy dediferenciacijg la-
biau skatino 2 mg I"' BAP ir 1 mg 1! NAR. Miisy
tyrimais nustatyta, kad derinys 2 mg 1! BAP ir

1 mg 1! NAR skatina tik veislés ‘Snaigiai’ andro-
genezés procesa, o veisliy ‘Sartai’ ir “Vaizgantas’ di-
dziausias pridétiniy pumpury formavimosi daznis,
gautas veikiant derinio 1 mg I BAP ir 2 mg I
IAR. Tai patvirtina kity mokslininky teiginj, kad
optimalus augimo reguliatoriy derinys maitina-
mojoje terpéje turi bati parenkamas kiekvienam
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genotipui individualiai (Nichterlein et al., 1991;
Chen, Dribnenki, 2002; Rutkowska-Krause et al.,
2003; Lasaga et al., 2004; Obert et al., 2004).

Kaip angliavandeniy Saltinis izoliuoty audiniy
kultirose dazniausiai naudojama sacharozé, ku-
rios optimali koncentracija androgenezés induk-
cijai varijuoja, priklausomai nuo augalo rasies ir
genotipo (Hazarika et al., 2000; Chen, Dribnenki,
2004; Jo et al., 2009; Millam et al., 2005). Anks-
tesniais musy tyrimais nustatyta, kad padidintas
sacharozés kiekis indukcijos terpéje skatina andro-
genezeés procesa sémeniniy liny izoliuoty dulkiniy
kultaroje (Burbulis et al., 2005). Ivertinus $iame
straipsnyje pateiktus rezultatus, nustatyta, kad di-
desné sacharozés koncentracija indukcijos terpéje
padidina pluostiniy liny regeneranty iSeiga izo-
liuoty dulkiniy kultaroje.

ISVADOS

1. Pluodtiniy liny gebéjimas formuoti struktaras
izoliuoty dulkiniy kulttroje didziaja dalimi lemia-
mas genotipo reakcijos j egzogeninius augimo re-
guliatorius, todél optimalus auginimo reguliatoriy
derinys turi bati parenkamas konkrec¢iam genoti-
pui.

2. Veislés ‘Snaigiai’ izoliuoty dulkiniy augini-
mui indukcijos terpé turi bati papildyta deriniu
2 mg I"! 6-benzilamino purino ir 1 mg 1! 1-nafti-
lacto ragsties, o veisliy ‘Sartai’ ir “Vaizgantas’ an-
drogenezés indukcijai labiau tinka augimo regu-
liatoriy derinys 1 mg I"' 6-benzilamino purino ir
2 mg "' 3-indolilacto ragsties.

3.9 % sacharozés koncentracija indukcijos ter-
péje padidina tirty veisliy produktyviy dulkiniy
iSeiga.

Gauta 1213 02 19
Priimta 1213 04 24

LITERATURA

1. Abbadi A., Domergue E, Bauer J., et al. 2004.
Biosynthesis of very-long-chain polyunsaturated
fatty acids in transgenic oilseed: constraints on
their accumulation. Plant Cell. Vol. 16. P. 2734~
2748.

2. Burbulis N., Blinstrubiene A. 2011. Genotypic
and exogenous factors affecting linseed (Linum
usitatissimum L.) anther culture. Journal of Food,
Agriculture & Environment. Vol. 9. No. 3-4. P. 364-
367.

3.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Burbulis N., Blinstrubiené A., Masiené R., et al.
2012. Genotypic and growth regulator effects on
organogenesis from hypocotyl explants of fiber
flax (Linum usitatissimum L.). Journal of Food,
Agriculture & Environment. Vol. 10. No. 1. P. 397-
400.

BurbulisN., Blinstrubiené A., Sliesaravi¢ius A., etal.
2005. Influence of genotype, growth regulators,
sucrose level and preconditioning of donor plants
on flax (Linum usitatissimum L.) anther cul-
ture. Journal of Food, Agriculture & Environment.
Vol. 56. P. 323-331.

Chen Y., Dribnenki P. 2004. Effect of medium
osmotic potential on callus induction and shoot
regeneration in flax anther culture. Plant Cell
Reports. Vol. 23. P. 272-276.

Chen Y., Dribnenki P. 2002. Effect of genotype
and medium composition on flax Linum usitatissi-
mum L. anther culture. Plant Cell Reports. Vol. 21.
P. 204-207.

Chen Y., Kenaschuk E., Procunier J. D. 1998a. Plant
regeneration from anther culture in Canadian cul-
tivars of flax (Linum usitatissimum L.). Euphytica.
Vol. 102. P. 183-189.

Chen Y., Kenaschuk E., Dribnenki P. 1998b. High
frequency of plant regeneration from anther cul-
ture in flax, Linum usitatissimum L. Plant Breeding.
Vol. 117. P. 463-467.

Hazarika B. N., Parthasarathy V. A., Nagara-
ju V., et al. 2000. Sucrose induced biochemical
changes in in vitro microshoots of Citrus species.
Indian Journal of Horticulture. Vol. 57. P. 27-31.
Yildiz M., Ozgen M. 2006. A comparison of growth
regulators for adventitious shoot regeneration
from hypocotyls of flax (Linum usitatissimum L.).
Journal of Food, Agriculture & Environment. Vol. 4.
No. 3-4. P. 171-174.

Jankauskiené Z., Bacelis K. 2009. Naujy pluostiniy
liny veisliy ‘Dangiai, ‘Snaigiai’ ir ‘Sartai’ sukiirimas
bei tyrimai. Zemés itkio mokslai. Nr. 1-2. P. 31-40.
JoE. A, Tewari R. K., Hahn E. ], et al. 2009. In vit-
ro sucrose concentration affects growth and accli-
matization of Alocasia amazonica plantlets. Plant
Cell, Tissue and Organ Culture. Vol. 96. P. 307-315.
Karg S. 2011. New research on the cultural history
of the useful plant Linum usitatissimum L. (flax),
a resource for food and textiles for 8,000 years.
Vegetation History and Archaeobotany. Vol. 20.
P. 507-508.

Lasaga S. L., Camadro E. L., Bonell M. L, et al.
2004. Diallel analysis of callus formation ability
in linseed anther culture. Plant Breeding. Vol. 123.
P. 502-504.

Lichter R. 1985. From microspores to rape plants:
a tentative way to low glucosinolate strains. World
Crops: Production, Utilization, Description. Vol. 11.
P. 268-277.



Veiksniai, lemiantys pluostiniy liny morfogeneze dulkiniy kultiroje 25

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Millam S., Obert B., Pretova A. 2005. Plant cell and
biotechnology studies in Linum usitatissimum - a
review. Plant Cell, Tissue and Organ Culture.
Vol. 82. P. 93-103.

Murashige T., Skoog F. 1962. A revised medium for
rapid growth and bioassays with tobacco tissue cul-
tures. Physiologia Plantarum.Vol. 15. P. 473-497.
Nichterlein K., Umbach H., Friedt, W. 1991.
Genotypic and exogenous factors affecting shoot
regeneration from anther callus of linseed (Linum
usitatissimum L.). Euphytica. Vol. 58. P. 157-164.
Obert B., Dedicova B., Hricova A., et al. 2004. Flax
anther culture: effect of genotype, cold treatment
and media. Plant Cell, Tissue and Organ Culture.
Vol. 79. P. 233-238.

Pretova A., Obert B. 2000. Progress in flax an-
drogenesis. In: Bohanec B. (ed.). Biotechnological
Approaches for Utilization of Gametic Cells.
Proceedings of the COST 824 Final Meeting. Bled,
Slovenia. P. 165-169.

Rutkowska-Krause I, Mankowska G., Lukasze-
wicz M., et al. 2003. Regeneration of flax (Linum
usitatissimum L.) plants from anther culture and so-
matic tissue with increased resistance to Fusarium
oxysporum. Plant Cell Reports. Vol. 22. P. 110-116.
Salaj J., Petrovska B, Obert B, et al. 2005.
Histological study of embryo-like structures initiat-
ed from hypocotyl segments of flax (Linum usitatis-
simum L.). Plant Cell Reports. Vol. 24. P. 590-595.
Spence J. D., Thornton T., Muir A. D., et al. 2003.
The effect of flax seed cultivars with differing
content of a-linolenic acid and lignans on res-
ponses to mental stress. Journal of the American
College of Nutrition. Vol. 22. P. 494-501.
Tarakanovas P, Raudonius S. 2003. Agronominiy
tyrimy statistiné analizé taikant kompiuterines
programas ANOVA, STAT, STAT-PLOT is paketo
»Selekcija“ir , Irristat“. Akademija, Kédainiy r. 57 p.
Tejklova E. 1996. Some factors affecting anther cul-
ture in Linum usitatissimum L. Rostlynna Vyroba.
Vol. 42. P. 249-260.

Ramuné Masiené, Ausra Blinstrubiené,
Natalija Burbulis

FACTORS AFFECTING FIBRE FLAX
MORPHOGENESIS IN ANTHER CULTURE

Summary
Flax (Linum usitatissimum L.),a member of the family Li-
naceae, is an important crop for the production of both oil
and fibre. In breeding of fibre flax the conventional process
of breeding sufficiently homozygous lines takes a substan-
tial time (i. e. at least 10-12 years). Generally, the breeder
uses either pedigree selection or bulk breeding methods to
create novel lines. Rapid breeding techniques could acceler-
ate the production of new fibre flax cultivars with charac-
ters that are adapted to the current demands of industry,
opening new markets for this crop. However, the overall
efficiency of plant regeneration is not efficient, therefore
identification of responsive genotypes and improvement of
protocols are the prerequisite to applied breeding programs.
Genotype and growth regulators in the induction medium
are very important factors preconditioning callus organo-
genic differentiation in anther culture, so the specific com-
bination of growth regulators and sucrose concentration for
callus induction must be designed for each genotype. The
effects of induction medium compositions on five cultivars
of fibre flax anther culture were investigated in order to im-
prove the efficiency of cell dedifferentiation and secondary
differentiation. Cultivar ‘Sartai’ and ‘Vaizgantas’ showed the
highest shoot regeneration frequency when callus had in-
ducted in the medium supplemented with higher amount
of auxins than cytokinins while combination of higher
amount of cytokinins than auxins promoted shoot forma-
tion in the anther-derived callus of ‘Snaigiai’ The media
supplemented with an increased level of sucrose resulted
in the highest overall shoot formation frequency for all re-
sponsive genotypes.

Key words: anther culture, genotype, growth regulators,
Linum usitatissimum L.



