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Griudinimo jtaka termostabiliy baltymuy kiekiui treSnés
ir paprastosios vySnios mikroiigliuose in vitro salygomis
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Vykdant Sal¢iui atspariy tre$nés (Prunus avium L.) ir paprastosios vys$nios (Prunus
cerasus L.) selekcija ir kuriant genetiniy iStekliy saugojimo in vitro salygomis metodus, yra
reikalingos zinios apie uzsigriidinima salygojancius procesus. Sumedéjusiems augalams bii-
dingi sezoniniai dehidriny geny raiskos pokyciai, o dehidriny kaupimasis audiniuose tiesiogiai
susijgs su atsparumu Saléiui. Atlikus §i darba buvo jvertinta griidinimo jtaka termostabiliy
baltymy kiekiui tresnés ir paprastosios vysnios mikrotigliuose, auginamuose in vitro salygo-
mis. Po keturiy savai¢iy gridinimo laikotarpio daugiausia pagauséjo treSnés 42 kDa ir 51 kDa
molekulinés masés baltymy ir vySnios 51 kDa baltymo. Galbit $ie baltymai yra analogiski
panasios molekulinés masés dehidrinams, identifikuotiems kituose augaluose. Nustatyta, kad
tresnés 51 kDa baltymo kiekis nuosekliai did¢ja per keturias grudinimo savaites, o 42 kDa
baltymo kiekis padidéjo tik po keturiy savaiciy. Paprastosios vysnios mikrotigliuose po dvieju
savaiCiy grudinimo padidéjo tik 51 kDa baltymo kiekis. Kiekybiné termostabiliy baltymy
raiskos analizé atskleidé skirtingy genotipy adaptacijos zemoje temperatiiroje désningumus.
Tai yra naudingas metodas mikrotigliy saugojimo in vitro salygoms optimizuoti.

ReikSminiai ZodzZiai: atsparumas $aléiui, Prunus avium, Prunus cerasus, dehidrinas,
geny raiska.

Ivadas. Tresné (Prunus avium L.) ir paprastoji vysnia (Prunus cerasus L.) yra
ekonomiskai reik§mingi kaulavaisiai augalai Siaurinése Europos ir Kanados srityse.
Salta Ziema $ie vaismedziai yra pazeidziami $al¢io. Kai kuriy veisliy Ziediniai pum-
purai ziema pasala, daznai Salnos pazeidzia ziedus ir vaisiy uzuomazgas (Mathers,
2004; Mathers, 2004). Todél pasaulyje ir Lietuvoje yra vykdomos $al¢iui atspariy
vysniy ir tresniy selekcijos programos (Lukosevicius, 1995). Selekcijos darbui atlik-
ti reikalingos Zinios apie augaly uzsigrudinima, apie atsparuma Sal¢iui lemiancius
veiksnius ir juos kontroliuojancius genus.

Sumedéje vidurinés klimato juostos augalai prie§ Ziema uZsigriidina. Sio proceso
metu vyksta geny raiskos pakitimai, uZtikrinantys audiniy atsparuma zemos tempera-
tiiros poveikiui (apzvalga (Wisniewski, 2003)). Trumpos dienos fotoperiodas ir zema
temperatiira daugelyje augaly aktyvuoja transkripcijos faktoriy CBF, kuris reguliuoja
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su atsparumu $al¢iui susijusiy genu, taip pat ir dehidriny, raiska (Thomashow, 2001;
Owens, 2002). Dehidrinai yra augalams buidingi baltymai, kuriy kaupimasi audiniuose
salygoja su lasteliu dehidratacija susijes stresas, sukeliamas $al¢io, sausros arba didelés
drusky koncentracijos (Close, 1996). Manoma, kad Siy baltymy funkcija yra apsaugoti
lastelés struktiirini vientisuma — lasteliy membrany ir makromolekuliy struktiirag — nuo
streso sukeliamy pazeidimy.

Uzgridinto persiko (Prunus persica) zievéje identifikuoti du dehidrinai — 50
ir 60 kDa molekulinés masés baltymai (Arora, Wisniewski, 1994; Artlip, 1997;
Wisniewski, 2006). Dehidriny geny raiska tirta Prunus mume pumpuruose ir atskleistas
rySys tarp 65 kDa baltymo kiekio ir skirtingy genotipy atsparumo Salciui (Yamane,
20006). Taciau literatiiroje néra duomeny apie tre$nés ir paprastosios vysnios dehidri-
nus. Néra tirta Zemos temperatiiros jtaka dehidriny raiskai Prunus genties augaluose
in vitro salygomis.

Zinios apie augaly atsparuma stresui Zemoje temperatiiroje turi ypac didelés reiks-
més panaudojant in vitro metodus geny iStekliams saugoti. Vegetatyviskai dauginami
augalai saugomi ilgalaikio krio-saugojimo salygomis arba vidutinio ilgio laikotarpji
mikrotigliai saugomi in vitro augima slopinanc¢iomis salygomis (Shibli, 2006; Shatnawi,
2007). Dazniausiai mikrotigliy augimui slopinti naudojama Zema temperatiira. Augalai
nevienodai atspariis Zemoms temperatiiroms ir uzSalimui — tai priklauso nuo genotipo,
todél in vitro saugojimo metodams parinkti yra reikalingos priemonés, leidZiancios
ivertinti skirtingu genotipu atsparumo $al¢iui ypatumus.

Darbo tikslas — ivertinti inkubavimo zemoje temperatiiroje in vitro salygomis
itaka termostabiliy baltymy frakcijos raiskai treSnés ir paprastosios vys$nios mikro-
tgliuose.

Tyrimo objektas, metodai ir salygos. Tyrimui naudoti tresnés veislés ‘Mer-
chant’ ir paprastosios vySnios veislés ‘Molodeznaja’ mikrotigliai. Jie auginti in vitro
salygomis ant MS terpés (Murashige, Skoog, 1962) su 0,75 mg - 1" benzil-amino
purino, 3,0 % sacharozés, 0,8 % agaro. Po persodinimo figliai auginti 10 dieny
22 + 3 °C temperatiiroje, naudojant 50—150 pmol'm™-s?! intensyvumo ap$vietima
fluorescencinémis lempomis 16/8 valandy dienos/nakties fotoperiodu. Tuomet
Ogliai griudinti dvi ir keturias savaites 4 + 1 °C temperatiiroje, naudojant 25—
50 umol'm=-s™! intensyvumo ap$vietima 16/8 valandy dienos/nakties fotoperiodu.
Kontroliniai mikrotigliai gradinti nebuvo.

Termostabiliy baltymu frakcija iSskirta taikant modifikuota metoda pagal Dhanaraj
(Dhanaraj, 2005). Audiniai homogenizuoti 2 ml-g™! zalios masés ekstrakcijos tirpalo
(30 mM Tris-HCI, pH-8,5, 25 mM ditiotreitolas, 1 mM fenil-metil-sulfonil-floridas,
5 mM benzamidinas, 5 mM g-amino-karproiné riigstis, 5 % polivinil-polipirolidonas)
homogenizatoriumi MM400 (Retsch Ltd.). Ekstraktas centrifuguotas 16 000 x g,
20 min. Supernatantas perkeltas | nauja mégintuvélj ir kaitintas verdanciame vandenyje
10 min, tuomet centrifuguotas 16 000 x g, 20 min. Supernatantas sumaisytas su trimis
thriais Salto acetono ir inkubuotas -20 °C temperatiiroje per nakti. Baltymy precipi-
tatas iSskirtas centrifuguojant 16 000 x g, 30 min, tuomet i§dZiovintas ore. Baltymo
koncentracija ivertinta Bradford metodu (Bradford, 1976) panaudojant RotiQuant
reagenta (Karl-Roth Ltd.). Baltymai buvo iStirpinti Laemmli elektroforezés pavyzdziy
tirpale ir 15 pg baltymo frakcionuota 12 % poliakrilamido gelyje denatiiruojancios
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elektroforezés metodu (Laemmli, 1970) panaudojant Protean Mini sistema (BioRad
Ltd.). Molekulinei masei nustatyti taikytas PageRuler Unstained Protein Ladder stan-
dartas (UAB ,,Fermentas®). Gelis dazytas Kumasi briliantinio mélio G-250 dazikliu.

Geliy densitometrinei analizei atlikti naudota programa ,,ImageJA* v. 1. 42.
Nustatytas smailiy plotas ir jvertintas santykinis baltymo kiekis — procentiné baltymo
kiekio dalis nuo bendro vertinty baltymy kiekio. Vidurkis ir standartiné vidurkio pa-
klaida apskai¢iuota naudojant ne maziau kaip keturis matavimy pakartojimus i$ dviejy
nepriklausomy eksperimenty.

Rezultatai. Dehidrinai yra labai hidrofiliski ir termostabiliis baltymai (Close,
1989), tod¢l daznai ju geny raiskos analizei atlikti yra naudojamos termostabiliy
baltymy frakcijos (Dhanaraj, 2005; Bakalova, 2008). Panaudojant elektroforezg frak-
cionuojant tresnés ir paprastosios vysnios mikrotgliy termostabilius baltymus buvo
ivertinti keturiolikos btuidingy baltymy kiekio pakitimai po dviejy ir keturiy savaiciy
grudinimo (1 pav.). Didziausia termostabiliy baltymy frakcijos dali sudaré 16 kDa
molekulinés masés baltymas — apytiksliai 35 % visy analizuoty termostabiliy bal-
tymy kiekio tresnés ir 40-44 % — vysnios pavyzdziuose (2 pav.). Kity tirty baltymy
santykinis kiekis buvo nuo 0,4 iki 10,4 % bendro tirty termostabiliy baltymy kiekio.

Lyginant su kontrolés mikrotigliais, grudintos tresnés mikrotigliy termostabiliy
baltymy frakcijoje nustatyti septyniy baltymy kiekio pakitimai (2A pav). Po dviejy
savaiciy gridinimo padidéjo 51 ir 57 kDa baltymy ir sumazéjo 27 ir 30 kDa baltymy
kiekis. Be siy baltymuy, po keturiy savaiéiy gridinimo reik§mingai padidéjo 42 kDa
baltymo ir sumazejo 34 ir 37 kDa baltymy kiekis.
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Paprastoji vys$nia ,
Sour cherry
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1 pav. Tresnés ir paprastosios vys$nios mikrotigliy termostabiliy
baltymy frakcijos analizé elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje metodu.
Termostabiliy baltymy elektroferograma (A) ir buidingos densitometrinés kreivés
(B). Bruksnine linija pazymétos smailés naudotos baltymy kiekio analizei atlikti.
MM — molekuliné masé, S — molekulinés masés standartas.

Fig. 1. Electrophoresis of thermostable protein fraction of sweet and sour cherry.
Electropherogram of thermostable protein fraction (A) and typical results of densitometry
analysis (B). Peaks labeled with dashed line were used for quantitative protein analysis.
MW — molecular weight, S — molecular weight standard.

Vys$nios augaly termostabiliy baltymy frakcijoje griidinimo metu reikSmingai
pakito keturiy baltymy kiekis (2B pav.). Po dvieju savaiciy grudinimo padidéjo 51 kDa
baltymo kiekis, 0 34 ir 37 kDa baltymy kiekis sumazéjo. Po keturiy savaiciy griddinimo
padidéjo 51 kDa baltymo ir sumazéjo 21 ir 37 kDa baltymy kiekis.

Aptarimas. Sumedéjusiuy augaly uzsigridinimas yra sudétingas procesas.
Ji salygoja kompleksiné zemos temperatiiros ir trumpos dienos poveikio saveika.
Sumedéjusiems augalams biidingi sezoniniai dehidrinus koduojan¢iy geny raiskos
poky¢iai. Nustatyta, kad dehidriny kaupimasis lasteléje tiesiogiai susijes su atsparumu
Sal¢iui (Wisniewski, 1996; Sauter, 1999; Wisniewski, Arora, 2000). Vieny dehidriny
raiSkai yra svarbus trumpos dienos fotoperiodo poveikis, kity dehidriny raisSkos in-
dukcijai yra svarbesnis zemos temperatiiros poveikis (Welling, 2004; Wisniewski,
2006). Nustatyta, kad persiko 60 kDa molekulinés masés dehidring koduojancio geno
PpDhnl raiskos indukcijai yra pakankamas zemos temperatiiros poveikis ir raiska
nepriklauso nuo fotoperiodo (Wisniewski, 2006). Taip pat nustatyta, kad zemoje
temperatiiroje 65 kDa dehidrino kiekis Prunus mume augaluose padidéja (Yamane,
2006). Siuo darbu buvo tirta Zemos temperatiiros jtaka termostabiliy baltymy raiskai
tre$nés ir paprastosios vysnios augaluose in vitro salygomis.
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2 pav. Termostabiliy baltymy kiekio pakitimai tre$nés (A) ir paprastosios
vys$nios (B) mikrotigliuose griudinimo metu. Pateiktas santykinio kiekio
vidurkis ir standartiné vidurkio paklaida gauti panaudojant ne maziau kaip

keturis pakartojimus i§ dviejy nepriklausomy eksperimenty.

Fig. 2. Variation of thermostable protein quantity in sweet (A) and sour cherry (B)

during cold hardening. Data presented as mean and standard error of the

mean represents more than four repeatitions from two separate experiments.

Didziausias raiskos padidéjimas po keturiy savaié¢iy griidinimo laikotarpio
buidingas tresnés 42 kDa (nuo 5,0 = 0,26 iki 7,4 = 0,71 % bendro tirty baltymuy kie-
kio) ir 51 kDa (nuo 3,6 = 0,43 iki 9,0 + 0,93 %) baltymams ir vy$nios 51 kDa (nuo
4,4+ 1,12 iki 9,6 £ 1,21 %) baltymui (2 pav.). Galbut Sie baltymai yra analogiski pa-
nasios molekulinés masés dehidrinams, identifikuotiems kituose augaluose: P. persica
50 kDa (Artlip, 1997; Wisniewski, 2006) ir 60 kDa (Arora, Wisniewski, 1994),

Termostabiliy baltymy frakcijose gausiausio 16 kDa baltymo kiekis po
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keturiy savaiciy gridinimo reikSmingai nepakito nei tre$nés, nei paprastosios vysSnios
mikrotigliuose. Taciau reikia pazymeéti, kad vienaskil¢iams ir dviskil¢iams augalams
yra biidingas analogiskos molekulinés masés dehidrinas Dsp16, kurio didelis kiekis
kaupiasi veikiant abscizinei rugsciai arba dél ankstyvame etape dehidratacija suke-
lian€io streso, taip pat ir zemos temperatiiros sukeliamo streso (Piatkowski, 1990;
Schneider, 1993; Close, 1993). Tyrimu nustatyta didelé pastovi §i baltymo koduojancio
geno raiska tre$nés ir paprastosios vySnios mikroiigliuose galbiit yra auginimo in vitro
salygomis sukeliamo streso pasekmé ir inkubavimas Zemoje temperatiiroje papildomo
poveikio neturi.

Neaiski kity termostabiliy baltymuy, kuriy kiekis nepakito arba sumazéjo gridinimo
metu, reikSmé mikroiigliy atsparumui Sal¢iui. Nustatyta, kad kai kuriy augalams buidin-
gy dehidriny aktyvumas reguliuojamas ne geny raiskos lygmeniu, bet modifikuojant
po transliacijos, t. y. prijungiamos glikozilo arba fosfato grupés (Vilardell, 1990; Levi,
1999). Tokios modifikacijos nekeicia baltymo kiekio lasteléje, todél ju reik§mei jvertinti
reikalingos papildomos priemonés, nustatancios baltymy modifikacijas, lokalizacija
ar funkcinj aktyvuma.

Vegetatyviniu biidu dauginamy augaly genetiniams iStekliams saugoti svarbios
in vitro technologijos (Shibli, 2006; Shatnawi, 2007). Kai saugojimo trukmé viduti-
né, mikrotigliai daznai auginami Zemoje temperatiiroje. Tokiomis salygomis sulétéja
ju augimas, todél zemoje temperatiiroje mikrotigliai gali buti laikomi nuo keleto iki
keliasdesimties ménesiy. Augaly gyvybingumas ilgalaikio saugojimo metu priklauso
nuo genotipo (Kovalchuk, 2009), t. y. augalui biidingo atsparumo zemoms tempera-
tiroms ir sugebéjimo uzsigridinti. Iki Siol dehidriny raiSka Zemoje temperatiiroje in
vitro salygomis auginamuose Prunus genties augaly mikrotigliuose nebuvo tirta. Sis
tyrimas parodé, kad Zemoje temperatiiroje mikroiigliuose yra aktyvuojama dehidriny
raiSka, t. y. indukuojami adaptacijos mechanizmai, kurie didina atsparuma streso
veiksniams. Taip pat tyrimas atskleidé geny raiSkos kinetikos ypatumus, budingus
skirtingoms Prunus ruSims. Tresnés 51 kDa baltymo kiekis nuosekliai didéjo per ke-
turias grudinimo savaites, 57 kDa baltymo kiekis padidéjo po dviejy savaiciy ir toliau
nekito, 0 42 kDa baltymo kiekis padidéjo tik po keturiy savaiciy (2A pav.). Paprastosios
vysnios mikrotigliuose po dviejy savaiciy griiddinimo nustatytas tik 51 kDa baltymo
kiekio padidéjimas, o 42 ir 57 kDa baltymy kiekis nepakito (2B pav.). Sie rezultatai
rodo, kad termostabiliy baltymy frakcijos kiekybiné analizé leidZia ivertinti atskiriems
genotipams buidinga uzsigriidinimo proceso eiga ir efektyvuma. Tai yra naudingas
metodas nustatant optimalias mikrotigliy saugojimo in vitro salygas.

ISvados. 1. Kiekybiné termostabiliy baltymy frakcijos analizé parod¢, kad po
keturiy savaiciy grudinimo in vitro salygomis laikotarpio mikrotigliuose daugiausia
pagausgjo tresnés 42 kDa ir 51 kDa baltymy ir paprastosios vysnios 51 kDa bal-
tymo.

2. Tirtiems baltymams biidinga skirtinga kiekio kitimo kinetika griidinimo metu.
Nustatyta, kad tre$nés 51 kDa baltymo raiska nuosekliai didéjo per keturias griiddinimo
savaites, 0 42 kDa baltymo kiekis padid¢jo tik po keturiy savaiciy. Paprastosios vySnios
mikroiigliuose po dviejy savai¢iy gradinimo padaugéjo tik 51 kDa baltymo. Tokie
baltymuy kaupimosi désningumai atspindi skirtingy genotipy grudinimo ypatumus ir
gali biiti panaudoti augalo uzsigriiddinimo efektyvumui kiekybiskai charakterizuoti.
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Padéka. Tyrimus rémé Lietuvos valstybinis mokslo ir studijy fondas (projektas
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Thermostable protein expression during hardening of sweet and sour cherry
microshoots in vitro

V. LukoSeviciité, R. Rugienius, G. Staniené, V. Stanys, D. Baniulis
Summary

Breeding of cold resistant sweet (Prunus avium L.) and sour cherry (Prunus cerasus L.)
cultivars and development of in vitro storage methods for preservation of genetic resources
requires knowledge of cold hardening processes in plants. Seasonal changes of dehydrin ex-
pression are characteristic to woody plants, and accumulation of dehydrins is linked to cold
resistance. This short note presents results of low temperature induced changes of thermostable
protein expression analysis in sweet and sour cherry microshoots grown in vitro. The largest
increase in relative protein quantity was observed for 42 kDa and 51 kDa molecular weight
proteins in sweet cherry and 51 kDa protein in sour cherry after four weeks of hardening. It is
likely that the identified proteins are analogues of similar molecular weight dehydrins identi-
fied in plants. An expression of the 51 kDa protein gradually increased in sweet cherry micro-
shoots during four week hardening, while change in the 42 kDa protein quantity was observed
only after four weeks. An increase in 51 kDa protein expression was observed only after two
weeks of hardening in sour cherry. The described quantitative analysis of dehydrin expression
reveal low temperature adaptation features characteristic to different genotypes and demon-
strate potential use of the technique in optimisation of in vitro microshoot storage methods.

Key words: cold hardiness, sour cherry, sweet cherry, dehydrin, gene expression.
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