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Vykdant šalčiui atsparių trešnės (Prunus avium L.) ir paprastosios vyšnios (Prunus 
cerasus L.) selekciją ir kuriant genetinių išteklių saugojimo in vitro sąlygomis metodus, yra 
reikalingos žinios apie užsigrūdinimą sąlygojančius procesus. Sumedėjusiems augalams bū-
dingi sezoniniai dehidrinų genų raiškos pokyčiai, o dehidrinų kaupimasis audiniuose tiesiogiai 
susijęs su atsparumu šalčiui. Atlikus šį darbą buvo įvertinta grūdinimo įtaka termostabilių 
baltymų kiekiui trešnės ir paprastosios vyšnios mikroūgliuose, auginamuose in vitro sąlygo-
mis. Po keturių savaičių grūdinimo laikotarpio daugiausia pagausėjo trešnės 42 kDa ir 51 kDa 
molekulinės masės baltymų ir vyšnios 51 kDa baltymo. Galbūt šie baltymai yra analogiški 
panašios molekulinės masės dehidrinams, identifikuotiems kituose augaluose. Nustatyta, kad 
trešnės 51 kDa baltymo kiekis nuosekliai didėja per keturias grūdinimo savaites, o 42 kDa 
baltymo kiekis padidėjo tik po keturių savaičių. Paprastosios vyšnios mikroūgliuose po dviejų 
savaičių grūdinimo padidėjo tik 51 kDa baltymo kiekis. Kiekybinė termostabilių baltymų 
raiškos analizė atskleidė skirtingų genotipų adaptacijos žemoje temperatūroje dėsningumus. 
Tai yra naudingas metodas mikroūglių saugojimo in vitro sąlygoms optimizuoti. 

Reikšminiai žodžiai: atsparumas šalčiui, Prunus avium, Prunus cerasus, dehidrinas, 
genų raiška.

Įvadas. Trešnė (Prunus avium L.) ir paprastoji vyšnia (Prunus cerasus L.) yra 
ekonomiškai reikšmingi kaulavaisiai augalai šiaurinėse Europos ir Kanados srityse. 
Šaltą žiemą šie vaismedžiai yra pažeidžiami šalčio. Kai kurių veislių žiediniai pum-
purai žiemą pašąla, dažnai šalnos pažeidžia žiedus ir vaisių užuomazgas (Mathers, 
2004; Mathers, 2004). Todėl pasaulyje ir Lietuvoje yra vykdomos šalčiui atsparių 
vyšnių ir trešnių selekcijos programos (Lukosevicius, 1995). Selekcijos darbui atlik-
ti reikalingos žinios apie augalų užsigrūdinimą, apie atsparumą šalčiui lemiančius 
veiksnius ir juos kontroliuojančius genus. 

Sumedėję vidurinės klimato juostos augalai prieš žiemą užsigrūdina. Šio proceso 
metu vyksta genų raiškos pakitimai, užtikrinantys audinių atsparumą žemos tempera-
tūros poveikiui (apžvalga (Wisniewski, 2003)). Trumpos dienos fotoperiodas ir žema 
temperatūra daugelyje augalų aktyvuoja transkripcijos faktorių CBF, kuris reguliuoja 
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su atsparumu šalčiui susijusių genų, taip pat ir dehidrinų, raišką (Thomashow, 2001; 
Owens, 2002). Dehidrinai yra augalams būdingi baltymai, kurių kaupimąsi audiniuose 
sąlygoja su ląstelių dehidratacija susijęs stresas, sukeliamas šalčio, sausros arba didelės 
druskų koncentracijos (Close, 1996). Manoma, kad šių baltymų funkcija yra apsaugoti 
ląstelės struktūrinį vientisumą – ląstelių membranų ir makromolekulių struktūrą – nuo 
streso sukeliamų pažeidimų. 

Užgrūdinto persiko (Prunus persica) žievėje identifikuoti du dehidrinai – 50 
ir 60  kDa molekulinės masės baltymai (Arora, Wisniewski, 1994; Artlip, 1997; 
Wisniewski, 2006). Dehidrinų genų raiška tirta Prunus mume pumpuruose ir atskleistas 
ryšys tarp 65 kDa baltymo kiekio ir skirtingų genotipų atsparumo šalčiui (Yamane, 
2006). Tačiau literatūroje nėra duomenų apie trešnės ir paprastosios vyšnios dehidri-
nus. Nėra tirta žemos temperatūros įtaka dehidrinų raiškai Prunus genties augaluose 
in vitro sąlygomis. 

Žinios apie augalų atsparumą stresui žemoje temperatūroje turi ypač didelės reikš-
mės panaudojant in vitro metodus genų ištekliams saugoti. Vegetatyviškai dauginami 
augalai saugomi ilgalaikio krio-saugojimo sąlygomis arba vidutinio ilgio laikotarpį 
mikroūgliai saugomi in vitro augimą slopinančiomis sąlygomis (Shibli, 2006; Shatnawi, 
2007). Dažniausiai mikroūglių augimui slopinti naudojama žema temperatūra. Augalai 
nevienodai atsparūs žemoms temperatūroms ir užšalimui – tai priklauso nuo genotipo, 
todėl in vitro saugojimo metodams parinkti yra reikalingos priemonės, leidžiančios 
įvertinti skirtingų genotipų atsparumo šalčiui ypatumus. 

Darbo tikslas – įvertinti inkubavimo žemoje temperatūroje in vitro sąlygomis 
įtaką termostabilių baltymų frakcijos raiškai trešnės ir paprastosios vyšnios mikro-
ūgliuose. 

Tyrimo objektas, metodai ir sąlygos. Tyrimui naudoti trešnės veislės ‘Mer-
chant’ ir paprastosios vyšnios veislės ‘Molodežnaja’ mikroūgliai. Jie auginti in vitro 
sąlygomis ant MS terpės (Murashige, Skoog, 1962) su 0,75 mg  ·  l-1 benzil-amino 
purino, 3,0 % sacharozės, 0,8 % agaro. Po persodinimo ūgliai auginti 10 dienų 
22 ± 3 °C temperatūroje, naudojant 50–150 μmol·m-2·s-1 intensyvumo apšvietimą 
fluorescencinėmis lempomis 16/8 valandų dienos/nakties fotoperiodu. Tuomet  
ūgliai grūdinti dvi ir keturias savaites 4 ± 1 °C temperatūroje, naudojant 25–
50  μmol·m-2·s-1 intensyvumo apšvietimą 16/8 valandų dienos/nakties fotoperiodu. 
Kontroliniai mikroūgliai grūdinti nebuvo. 

Termostabilių baltymų frakcija išskirta taikant modifikuotą metodą pagal Dhanaraj 
(Dhanaraj, 2005). Audiniai homogenizuoti 2 ml·g-1 žalios masės ekstrakcijos tirpalo 
(30 mM Tris-HCl, pH–8,5, 25 mM ditiotreitolas, 1 mM fenil-metil-sulfonil-floridas, 
5 mM benzamidinas, 5 mM ε-amino-karproinė rūgštis, 5 % polivinil-polipirolidonas) 
homogenizatoriumi MM400 (Retsch Ltd.). Ekstraktas centrifuguotas 16 000 × g, 
20 min. Supernatantas perkeltas į naują mėgintuvėlį ir kaitintas verdančiame vandenyje 
10 min, tuomet centrifuguotas 16 000 × g, 20 min. Supernatantas sumaišytas su trimis 
tūriais šalto acetono ir inkubuotas -20 °C temperatūroje per naktį. Baltymų precipi-
tatas išskirtas centrifuguojant 16 000 × g, 30 min, tuomet išdžiovintas ore. Baltymo 
koncentracija įvertinta Bradford metodu (Bradford, 1976) panaudojant RotiQuant 
reagentą (Karl-Roth Ltd.). Baltymai buvo ištirpinti Laemmli elektroforezės pavyzdžių 
tirpale ir 15 μg baltymo frakcionuota 12 % poliakrilamido gelyje denatūruojančios 
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elektroforezės metodu (Laemmli, 1970) panaudojant Protean Mini sistemą (BioRad 
Ltd.). Molekulinei masei nustatyti taikytas PageRuler Unstained Protein Ladder stan-
dartas (UAB „Fermentas“). Gelis dažytas Kumasi briliantinio mėlio G-250 dažikliu. 

Gelių densitometrinei analizei atlikti naudota programa „ImageJA“ v. 1. 42. 
Nustatytas smailių plotas ir įvertintas santykinis baltymo kiekis – procentinė baltymo 
kiekio dalis nuo bendro vertintų baltymų kiekio. Vidurkis ir standartinė vidurkio pa-
klaida apskaičiuota naudojant ne mažiau kaip keturis matavimų pakartojimus iš dviejų 
nepriklausomų eksperimentų.

Rezultatai. Dehidrinai yra labai hidrofiliški ir termostabilūs baltymai (Close, 
1989), todėl dažnai jų genų raiškos analizei atlikti yra naudojamos termostabilių 
baltymų frakcijos (Dhanaraj, 2005; Bakalova, 2008). Panaudojant elektroforezę frak-
cionuojant trešnės ir paprastosios vyšnios mikroūglių termostabilius baltymus buvo 
įvertinti keturiolikos būdingų baltymų kiekio pakitimai po dviejų ir keturių savaičių 
grūdinimo (1 pav.). Didžiausią termostabilių baltymų frakcijos dalį sudarė 16 kDa 
molekulinės masės baltymas – apytiksliai 35 % visų analizuotų termostabilių bal-
tymų kiekio trešnės ir 40–44 % – vyšnios pavyzdžiuose (2 pav.). Kitų tirtų baltymų 
santykinis kiekis buvo nuo 0,4 iki 10,4 % bendro tirtų termostabilių baltymų kiekio.

Lyginant su kontrolės mikroūgliais, grūdintos trešnės mikroūglių termostabilių 
baltymų frakcijoje nustatyti septynių baltymų kiekio pakitimai (2A pav). Po dviejų 
savaičių grūdinimo padidėjo 51 ir 57 kDa baltymų ir sumažėjo 27 ir 30 kDa baltymų 
kiekis. Be šių baltymų, po keturių savaičių grūdinimo reikšmingai padidėjo 42 kDa 
baltymo ir sumažėjo 34 ir 37 kDa baltymų kiekis.
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 1 pav. Trešnės ir paprastosios vyšnios mikroūglių termostabilių  
baltymų frakcijos analizė elektroforezės poliakrilamidiniame gelyje metodu.  

Termostabilių baltymų elektroferograma (A) ir būdingos densitometrinės kreivės 
(B). Brūkšnine linija pažymėtos smailės naudotos baltymų kiekio analizei atlikti. 

MM – molekulinė masė, S – molekulinės masės 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.

Vyšnios augalų termostabilių baltymų frakcijoje grūdinimo metu reikšmingai 
pakito keturių baltymų kiekis (2B pav.). Po dviejų savaičių grūdinimo padidėjo 51 kDa 
baltymo kiekis, o 34 ir 37 kDa baltymų kiekis sumažėjo. Po keturių savaičių grūdinimo 
padidėjo 51 kDa baltymo ir sumažėjo 21 ir 37 kDa baltymų kiekis. 

Aptarimas. Sumedėjusių augalų užsigrūdinimas yra sudėtingas procesas. 
Jį sąlygoja kompleksinė žemos temperatūros ir trumpos dienos poveikio sąveika. 
Sumedėjusiems augalams būdingi sezoniniai dehidrinus koduojančių genų raiškos 
pokyčiai. Nustatyta, kad dehidrinų kaupimasis ląstelėje tiesiogiai susijęs su atsparumu 
šalčiui (Wisniewski, 1996; Sauter, 1999; Wisniewski, Arora, 2000). Vienų dehidrinų 
raiškai yra svarbus trumpos dienos fotoperiodo poveikis, kitų dehidrinų raiškos in-
dukcijai yra svarbesnis žemos temperatūros poveikis (Welling, 2004; Wisniewski, 
2006). Nustatyta, kad persiko 60 kDa molekulinės masės dehidriną koduojančio geno 
PpDhn1 raiškos indukcijai yra pakankamas žemos temperatūros poveikis ir raiška 
nepriklauso nuo fotoperiodo (Wisniewski, 2006). Taip pat nustatyta, kad žemoje 
temperatūroje 65 kDa dehidrino kiekis Prunus mume augaluose padidėja (Yamane, 
2006). Šiuo darbu buvo tirta žemos temperatūros įtaka termostabilių baltymų raiškai 
trešnės ir paprastosios vyšnios augaluose in vitro sąlygomis.
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2 pav. Termostabilių baltymų kiekio pakitimai trešnės (A) ir paprastosios  
vyšnios (B) mikroūgliuose grūdinimo metu. Pateiktas santykinio kiekio  

vidurkis ir standartinė vidurkio paklaida gauti panaudojant ne mažiau kaip  
keturis pakartojimus iš dviejų nepriklausomų eksperimentų.

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.

Didžiausias raiškos padidėjimas po keturių savaičių grūdinimo laikotarpio 
būdingas trešnės 42 kDa (nuo 5,0 ± 0,26 iki 7,4 ± 0,71 % bendro tirtų baltymų kie-
kio) ir 51 kDa (nuo 3,6 ± 0,43 iki 9,0 ± 0,93 %) baltymams ir vyšnios 51 kDa (nuo  
4,4 ± 1,12 iki 9,6 ± 1,21 %) baltymui (2 pav.). Galbūt šie baltymai yra analogiški pa-
našios molekulinės masės dehidrinams, identifikuotiems kituose augaluose: P. persica  
50 kDa (Artlip, 1997; Wisniewski, 2006) ir 60 kDa (Arora, Wisniewski, 1994),  
P. mume 65 kDa (Yamane, 2006) ir A. thaliana COR47 (Nylander, 2001).

Termostabilių baltymų frakcijose gausiausio 16 kDa baltymo kiekis po 
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keturių savaičių grūdinimo reikšmingai nepakito nei trešnės, nei paprastosios vyšnios  
mikroūgliuose. Tačiau reikia pažymėti, kad vienaskilčiams ir dviskilčiams augalams 
yra būdingas analogiškos molekulinės masės dehidrinas Dsp16, kurio didelis kiekis 
kaupiasi veikiant abscizinei rūgščiai arba dėl ankstyvame etape dehidrataciją suke-
liančio streso, taip pat ir žemos temperatūros sukeliamo streso (Piatkowski, 1990; 
Schneider, 1993; Close, 1993). Tyrimu nustatyta didelė pastovi šį baltymo koduojančio 
geno raiška trešnės ir paprastosios vyšnios mikroūgliuose galbūt yra auginimo in vitro 
sąlygomis sukeliamo streso pasekmė ir inkubavimas žemoje temperatūroje papildomo 
poveikio neturi.

Neaiški kitų termostabilių baltymų, kurių kiekis nepakito arba sumažėjo grūdinimo 
metu, reikšmė mikroūglių atsparumui šalčiui. Nustatyta, kad kai kurių augalams būdin-
gų dehidrinų aktyvumas reguliuojamas ne genų raiškos lygmeniu, bet modifikuojant 
po transliacijos, t. y. prijungiamos glikozilo arba fosfato grupės (Vilardell, 1990; Levi, 
1999). Tokios modifikacijos nekeičia baltymo kiekio ląstelėje, todėl jų reikšmei įvertinti 
reikalingos papildomos priemonės, nustatančios baltymų modifikacijas, lokalizaciją 
ar funkcinį aktyvumą.

Vegetatyviniu būdu dauginamų augalų genetiniams ištekliams saugoti svarbios 
in vitro technologijos (Shibli, 2006; Shatnawi, 2007). Kai saugojimo trukmė viduti-
nė, mikroūgliai dažnai auginami žemoje temperatūroje. Tokiomis sąlygomis sulėtėja 
jų augimas, todėl žemoje temperatūroje mikroūgliai gali būti laikomi nuo keleto iki 
keliasdešimties mėnesių. Augalų gyvybingumas ilgalaikio saugojimo metu priklauso 
nuo genotipo (Kovalchuk, 2009), t. y. augalui būdingo atsparumo žemoms tempera-
tūroms ir sugebėjimo užsigrūdinti. Iki šiol dehidrinų raiška žemoje temperatūroje in 
vitro sąlygomis auginamuose Prunus genties augalų mikroūgliuose nebuvo tirta. Šis 
tyrimas parodė, kad žemoje temperatūroje mikroūgliuose yra aktyvuojama dehidrinų 
raiška, t. y. indukuojami adaptacijos mechanizmai, kurie didina atsparumą streso 
veiksniams. Taip pat tyrimas atskleidė genų raiškos kinetikos ypatumus, būdingus 
skirtingoms Prunus rūšims. Trešnės 51 kDa baltymo kiekis nuosekliai didėjo per ke-
turias grūdinimo savaites, 57 kDa baltymo kiekis padidėjo po dviejų savaičių ir toliau 
nekito, o 42 kDa baltymo kiekis padidėjo tik po keturių savaičių (2A pav.). Paprastosios 
vyšnios mikroūgliuose po dviejų savaičių grūdinimo nustatytas tik 51 kDa baltymo 
kiekio padidėjimas, o 42 ir 57 kDa baltymų kiekis nepakito (2B pav.). Šie rezultatai 
rodo, kad termostabilių baltymų frakcijos kiekybinė analizė leidžia įvertinti atskiriems 
genotipams būdingą užsigrūdinimo proceso eigą ir efektyvumą. Tai yra naudingas 
metodas nustatant optimalias mikroūglių saugojimo in vitro sąlygas. 

Išvados. 1. Kiekybinė termostabilių baltymų frakcijos analizė parodė, kad po 
keturių savaičių grūdinimo in vitro sąlygomis laikotarpio mikroūgliuose daugiausia 
pagausėjo trešnės 42 kDa ir 51 kDa baltymų ir paprastosios vyšnios 51 kDa bal-
tymo. 

2. Tirtiems baltymams būdinga skirtinga kiekio kitimo kinetika grūdinimo metu. 
Nustatyta, kad trešnės 51 kDa baltymo raiška nuosekliai didėjo per keturias grūdinimo 
savaites, o 42 kDa baltymo kiekis padidėjo tik po keturių savaičių. Paprastosios vyšnios 
mikroūgliuose po dviejų savaičių grūdinimo padaugėjo tik 51 kDa baltymo. Tokie 
baltymų kaupimosi dėsningumai atspindi skirtingų genotipų grūdinimo ypatumus ir 
gali būti panaudoti augalo užsigrūdinimo efektyvumui kiekybiškai charakterizuoti. 
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Thermostable protein expression during hardening of sweet and sour cherry 
microshoots in vitro

V. Lukoševičiūtė, R. Rugienius, G. Stanienė, 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. 


