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SANTRAUKA

Naminé obelis (Malus x domestica Borkh.) yra viena i§ modeliniy rasiy, tinkama
tiksliniams genomo, atsparumo ligoms bei dauginimo ir transformacijos tyrimams in vitro.
Zinoma, kad endofitai turi teigiama poveikj augaly augimui ir gali padéti apsisaugoti nuo
biotinio ir abiotinio streso, taciau in vitro sglygomis endofity poveikis augalams gali tapti
patogenisku ir sukelti augalui stresg ir ziitj. Priezastys, sukelianc¢ios neigiama poveikj augalams

in vitro, mazai tirtos ir vis dar sunkiai suprantamos.

Siekiant jvertinti endofitiniy bakterijy poveikj 'Gala' naminés obels tigliy augimui in vitro,
tigliai buvo inokuliuoti dviem Bacillus spp. bakterijy kamienais Oa 4 ir Da 1 ir auginti
kontroliuojamose salygose, esant skirtingam apSvietimui. Ivertinus obels figliy mase ir pridétiniy
tgliy skai¢iy po 21 dienos inkubacijos su bakteriniais endofitais, buvo nustatyta, kad visais
atvejais endofitai slopino tgliy augimg in vitro sglygomis. Siekiant jvertinti naminés obels
baltymy raiskos pokyc¢ius po inokuliavimo endofitais, buvo atlikta visuminé proteomos analize.
Nustatyta 111-0s proteoformy patikimi raiSkos skirtumai, i§ kuriy 49 buvo identifikuotos.
Inkubacija su endofitais didino raiSkg baltymy dalyvaujanéiy oksidacijos—redukcijos, apsauginio
atsako, baltymy metabolizmo bei jy funkcijos reguliacijos, lastelés organizacijos ir lipidy
metabolizmo procesuose. Didziausi baltymy raiskos pokyc¢iai uzfiksuoti PLAT domeng
turin¢iam baltymui 1 (PLATL), kuris dalyvauja lgsteliy migracijos ir audiniy reorganizacijos
procesuose ir Zzemos temperatiiros aktyvuotam baltymui (RD21A), kuris atsakingas uz atsaka j

stresg ir patogenus.
ISvados:

1. Jvertinus endofitiniy Bacillus spp. kamieny Oa 4 ir Da 1 poveikj naminés obels
tgliams in vitro sglygomis, nustatyta, kad nepriklausomai nuo aps$vietimo sglygy
abu kamienai panasSiai slopina tigliy augimg (nuo 3.4 iki 4,4 karty) ir pridétiniy

tgliy formavimasi (nuo 2,7 iki 3,6 karty). Po inkubacijos su endofitinémis



bakterijomis tgliams morfologiniy pazeidimy nenustatyta, todél tgliy augimo

slopinimas néra patogenezés pasekmé.

2. Obels tgliy proteomos tyrimu nustatyta, kad inkubacija su endofitiniais Bacillus
spp. kamienais Oa_4 ir Da_1 daugiausiai lemia baltymy kiekio did¢jima (109 i$
111 patikimy skirtumy) ir didesnis poveikis baltymy raiSkai nustatytas sumazinto
apSvietimo saglygomis. Didesnj poveikj tigliy baltymy raiskai turéjo inkubacija su

Bacillus sp. kamienu Oa_4.

3. Ivertintus lgstelés biologinius procesus ir geny funkcijas susijusias su endofitiniy
bakterijy poveikiu naminés obels figliams in vitro nustatyta, kad inkubacija su
Bacillus spp. bakterijy kamienais Oa 4 ir Da 1 lemia oksidacijos—redukcijos,
apsauginio atsako, baltymy metabolizmo bei jy funkcijos reguliacijos, lastelés

organizacijos ir lipidy metabolizmo procesy pokycius obels tigliy 1gstelése.
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SUMMARY

Domestic apple (Malus x domestica Borkh) is one of the model species suitable for
targetted genome analysis, resistance to diseases and reproduction and transformation studies in
vitro. It is know that endophytes have a positive effect on plant growth and can help protect
against biotic and abiotic stresses. However, in vitro conditions to endophyte effects on plants
can become pathogenic and induce plant stress and death. Causes of the adverse effects on plants

in vitro are poorly understood.

In order to evaluate the effect of endophytic bacteria on the growth of ,,Gala* domestic
apple shoot in vitro, the shoots were inoculated with two Bacillus spp. bacterial strains Oa_4 and
Da_1 and grown under controlled conditions using two different lighting conditions. Analysis of
shoot weight and number of auxilary shoots after 21 days of inoculation with bacterial
endophytes revealed that endophytes in all experimental groups inhibited the growth of shoots in
vitro. In order to evaluate the changes in the domestic apple protein expression after inoculation
with endophytes, a proteomic analysis was performed. Differencial expression of 111 proteforms
were established, of which 49 were identified. Incubation with endophytes upregulated
expression of the proteins involved in oxidation—-reduction, defence response, protein
metabolism and regulation of their function, cellular organization, and lipid metabolic processes.
The largest changes in protein expression were detected for PLAT domain protein 1 (PLAT1),
whitch is related to cell migration and tissue reorganization processes, and low temperature

activated protein (RD21A), which is involved in responce to stress and pathogens.
Conclusions:

1. After evaluation of endophytic Bacillus spp. strain Oa_4 and Da_1 effects on
domestic apple shoot in vitro condition, we established that both strains had
similarl inhibiting effect on the growth of shoots (from 3,4 to 4,4 times) and the
formation of auxilary shoots (from 2,7 to 3,6 times), irrespective of the lighting
conditions. After incubation with endophytic bacteria, no morphological lesions



were detectable, therefore the inhibition of shoot growth is not a consequence of

pathogenesis.

2. Proteomic analysis revealed that the incubation of apple shoot with the endophytic
Bacillus spp. strains Oa_4 and Da_1 had mainly protein epression upregulating
effect (109 out of 111 significant differences) and a larger effect on protein
expression was observed under reduced light conditions. Incubation with Bacillus

sp. strain Oa_4 had a larger effect on shoots protein expression.

3. Evaluation cell biological processes and gene functions related to the effects of
endophytic bacteria on domestic apple shoots in vitro showed that incubation with
Bacillus spp. bacterial strain Oa_4 and Da 1 lead to changes in oxidation-
reduction, defence response, protein metabolism and their function regulation,

cellular organization and lipid metabolic processes of the apple shoots cells.
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IVADAS

Naminé obelis (Malus x domestica Borkh.) yra ekonomiskai svarbus vaismedis, plac¢iai
paplites vidutinio klimato regionuose. Ji priklauso erSkétiniy (Rosaceae) augaly Seimai ir yra
viena i$ $ios Seimos augaly modeliy [1]. Naminé obelis turi unikaliy savybiy, dél to ji puikiai

tinka jvairiems tyrimams in vitro.

Siekiant iSauginti tinkamg dauginamg medziagg ir iSlaikyti dauginamo augalo geneting
informacijg ir biologing jvairove taikomas augaly mikrodauginimas. Mikrodauginimas — greitas
pasirinkto augalo dauginimas naudojant in vitro kultiros metodus [2], tac¢iau toks dauginimo

buidas augalui gali sukelti stresg, kuris slopina augalo augimag bei didina somakloninj kintamuma.

Augalus kolonizuoja daugybé mikroorganizmy, kuriy didele dalj sudaro bakteriniai
endofitai, apimantys jvairias rasis ir gentis. Endofitai — mikroorganizmai, kurie gyvena ar
egzistuoja gyvy augaly audiniuose [3]. Jy gausu augalo stiebuose ir lapy audiniuose. Endofitai
turi poveikj augaly sveikatai bei augimui. Jie gali veikti kaip silpni patogenai [4], taciau
dazniausiai jie turi teigiamg poveikj augalui: endofitai didina augalo atsparuma Stresui
patogenams ir zaladariams [5], taip pat padeda augalui jsisavinti maistines medziagas, skatina

augima [6].

Endofitiniai mikroorganizmai gali bati naudingi siekiant sumazinti in vitro salygy
sukeliamg stresg mikrodauginimo metu. Nors nustatytas teigiamas endofity poveikis augalams,
taciau in vitro salygomis dalis endofitiniy bakterijy tampa patogeniSkomis. Priezastys, kurios
lemia augaly ir endofity sgveikos pasikeitimus i§ mutualistinés | patogening mazai tirtos ir

nepakankamai suprastos.

Tyrimo tikslas — nustatyti Bacillus sp. bakterijy kamieny poveikj naminés obels tigliy augimui

in vitro ir proteomos baltymy raiskai.
Tyrimo uzdaviniai:

1. Ivertinti endofitiniy Bacillus spp. kamieny Oa 4 ir Da_1 poveikj naminés obels tgliy

augimui ir Ggliy formavimui in vitro.

2. Visumings analizés metodu jvertinti naminés obels tigliy baltymy raiSkos pasikeitimus po

inkubacijos su Bacillus spp. kamienais Oa_4 ir Da_1.

3. Ivertinti lastelés biologinius procesus ir geny funkcijas susijusias su endofitiniy bakterijy

poveikiu naminés obels tigliams in vitro.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Naminé obelis

Erskétiniy (Rosaceae) augaly Seima, apima vieng trec¢dalj visy Zydinéiy augaly [6] ir yra
viena i$ ekonomiskai svarbiy augaly Seimy vidutingje klimato juostoje [7]. Rosaceae Seima
sudaryta i§ daugiau kaip 100 genciy ir 3 000 raiSiy [8]. Daugiausiai pasauyje auginama erSkétiniy
Seimos augaly vaisiy (obuoliy, persiky, braskiy, avieciy, kriausiy, migdoly, slyvy ir vysniy),
priklausan¢iy Malus, Prunus, Pyrus, Fragaria ir Rubus gentims. Siuo metu labiausiai
i§sivys¢iusios Rosaceae modelio riisys yra naminé obelis (Malus x domestica), persikas (Prunus
persica) ir diploidiné paprastoji zemuogé (Fragaria vesca). Kiekvienas i§ trijy nurodyty modeliy
yra tolimas Rosaceae Seimos subtaksonas, ir kiekvienas turi unikaliy savybiy, todél jis puikiai

tinka tiksliniams genomo tyrimams [1].

Naminé obelis (Malus x domestica Borkh), tai nedidelis lapuotis, auginamas vidutinio
klimato regione [9] ir visame pasaulyje gerai zinomas dél skaniy ir maistingy vaisiy [10]. Obels
lapai yra tarp 5-12 cm ilgio ir 3—6 cm plocio. Ji Zydi pavasarj ir turi baltos spalvos ziedus su
rausvu atspalviu [11]. Kaip maisto Saltinis, naminés obels vaisiai naudojami jau daugelj mety,
todél yra sukurta daug savo pozymiais skirtingy obels veisliy. Taéiau visos obely veislés,
naudojamos vaisiniai sodininkystei, vadinamos tiesiog naminémis obelimis, o jy Siuo metu

pasaulyje priskai¢iuojama apie 7 500 [12].

Naminé obelis priklauso erskétiniy (Rosaceae) augaly Seimai, obeliniy (Maloideae)
poseimiui ir obely (Malus) genciai [11]. Malus gentj sudaro 27 laukinés rasys i$ kuriy mazdaug
septynios riSys yra taksonomiskai arti Malus x domestica [13]. Genetiniai tyrimai parodé, kad
naminés obelys yra artimiausios Malus sieversii ir Malus sylvestris [14], kurios kaip manoma yra
kilusios 1§ Centrinés Azijos ir i§ ten paplito po pasaulj [15]. Dauguma obels veisliy yra diploidai
(2n = 34), ir jo genomg sudaro 1,54 pg deoksiribonukleortigstis (DNR) vienam 2C branduoliui
arba 750 Mb haploidiniam genomui [1; 16]. Taigi obels genomo dydis yra panasus j sorgy
(~730 Mb) [17] ir pomidoro (~950 Mb) genomo dyd;j [18].

Obelys yra neatsparios ligoms, kurias gali sukelti grybai, bakterijos, virusai bei vabzdZiai.
Obely auginimas labai priklauso nuo klimato salygy [12]. [vairios obels riiSys tarpusavyje gali
biiti dauginamos bei skiepijamos ir taip sukuriama naujy, naudingy savybiy turin¢iy obely.
Akiavimas arba skiepijimas yra tradiciniai vegetatyviniai obels dauginimo metodai, taciau jie
priklauso nuo sezono ir negali uzkirsti kelio ligoms ir uztikrinti derliaus kokybés [19]. Obels

mikrodauginimas atveria naujas vaismedziy dauginimo galimybes, leidzianCias iSspresti
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problemas, susidarancias augalus dauginant jprastiniais metodais [20]. Mikrodauginimas leidzia
greita naujy veisliy ir selekciniy linijy kirima bei sveikos augaly dauginamosios medZziagos

palaikyma [19; 21].
1.1.1. Obels mikrodauginimas in vitro

Augaly mikrodauginimas yra apibtidinamas kaip vegetatyvinis jvairiy augalo somatiniy
lasteliy ar audiniy kultiry dauginimas kontroliuojamomis salygomis uzdaroje sistemoje (in
vitro), siekiant per trumpa laikg (lyginant su tradiciniu dauginimu) sukurti didelj kiekj augaly,
genetiSkai identiSky pradiniam augalui [22; 23]. Esant tinkamoms in vitro sglygoms skirtingos
augaly dalys (pumpurai, meristemos, audiniai ir lastelés), gali regeneruoti | nauja augalg ir gali

biiti naudojami dauginimui [22].

Obely mikrodauginimas in vitro suteikia galimybe biotechnologijos tyrimams padauginti ir
regeneruoti augalus steriliomis salygomis [24]. Morfogeniniai budai, per kuriuos Iastelés
regeneruojasi ] augalus yra organogeneze (Gigliy susidarymas, po kuriy eina jsiSaknijimas arba
tam tikry dominanciy organy susidarymas) ir embriogenezé (somatiniy embriony susidarymas ir
juy dauginimas j naujus augalus) ir abu gali diferencijuoti iS kaliuso [23]. Sékmingas obely
mikrodauginimas priklauso nuo keliy vidaus ir iSorés veiksniy, jskaitant genotipg, fiziologing
méginiy paémimo biikle, in vitro terpés sudedamasias dalis ir jy santykj, Sviesa, temperatirg bei
Kitus veiksnius [25]. Praktikoje visi mikrodauginimo protokolai yra nustatomi empirikai
kiekvienu konkre€iu atveju, nustatant kiekvieno morfogenezés etapo vidutines sudedamagsias
dalis (pvz.: augaly augimo reguliatorius, maistines medziagos) ir aplinkos salygas (pvz.: Sviesa,
temperatira). Paprastai Sias kultiiras palaiko pusiau kietas substratas, kuris susideda i$ terpés ir

standinanc¢io komponento [23].

1.1. pav. Obels agliai skirtingais mikrodauginimo in vitro tarpsniais [23]

Pagrindiniai obely mikrodauginimo privalumai yra: a) didelis naSumas dauginti tikslig
augalo medziaga, palyginti su tradiciniais klonavimo metodais; b) geb&jimas gaminti palikuonis
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iStisus metus; ¢) gaminti augalus, nepazeistus ligy; d) galimybé dauginti genotipus, kurie gamina
sterilias s¢klas [22]. Mikrodauginimo privalumai, palyginti su jprastais dauginimo metodais,
buvo priimti prie§ deSimtmetj ir dabar §j dauginimo biidg daZnai naudoja daugelis moksliniy

tyrimy laboratorijy, komercinés zemés tikio, sodininkystés, miskininkystés ir kitos jmonés [23].
1.1.2.Obels in vitro salygy sukeliamas stresas

Augaly mikrodauginimo in vitro metodai sparciai tobuléjo ir per pastaruosius keturis
desimtmecius buvo pritaikyti augaly biologijos, transformacijos tyrimuose, genofondo
saugojimo ir pramoninio masto gamybos procesuose. Nustatyta, kad Sie mikrodauginimo
metodai tinka ne visoms augaly, jskaitant ir obely riiSims, veisléms ar genotipams, todé¢l didziaja
dalj augaly sudétinga dauginti in vitro [26; 27]. Dauguma tyrimy, skirty spresti in vitro augaly
mikrodauginimo problemas daugiausia démésio skiria metodo optimizavimui, susijusiam su
augaly augimo reguliatoriy sudétimi ir augimo terpémis [22]. Keletoje tyrimuose nagringjama
terpiy mineraliniy medziagy sudétis ir siekiama optimizuoti baziniy drusky ir mikroelementy
kiekj [28; 29]. Taciau, neretai augaly nesugeb¢jimas augti in Vitro salygomis ar prastas jy

iSgyvenimas yra susij¢s su in vitro salygy sukeliamu oksidaciniu stresu [30].

In vitro aplinka, tokia kaip maistinés medziagos, mitybinés terpés augimo reguliatoriai,
prastas apSvietimas, Zema CO2 koncentracija Sviesos periodo metu ir didelé drégmé sukelia
nepalankias sglygas, lemiancias augalo fiziologiniy procesy pusiausvyros disbalansg ir in vitro
oksidacinio streso indukcija [31; 32]. Pagrindinis in vitro aplinkos streso augalui pozymis —
aktyviy deguonies junginiy (ADJ) kaupimas Iastelé¢je. ADJ sukelia lastelés komponenty
pazeidimus, jskaitant lipidy peroksidacija, membranos pazeidimg. Metaboliniy ir vystymosi
procesy pokyc€iai paspartina laisvyjy radikaly sinteze, kadangi sukelia antioksidaciniy fermenty
aktyvumo ir antioksidanty koncentracijos pokyCius arba ADJ sintez¢ chloroplastuose,
mitochondrijose, peroksisomose, plazminéje membranoje ir taip pat citozolyje. Visi Sie pokyciai
lemia sulétéjusj augalo augima, pagreitina audiniy senéjimo procesus ir fiziologinj atsaka, kuris
slopina augalo audiniy regeneracijg [33]. Dél vandens pertekliaus augaly audiniuose stebimas

augaly aeracijos stresas, kuris pasireiskia kaip oksidacinis stresas [34; 35].
1.2. Endofitinés bakterijos

Endofitinés bakterijos yra endosimbioziniy mikroorganizmy grupé¢, placiai paplitusi tarp
augaly, kolonizuojanti tarplastelines bei vidulgstelines sritis ir nesukelianti augaly ligy ar
reik§mingy morfologiniy pokyciy [36]. Skirtingai nuo fitopatogeny, tokios bakterijos paprastai
nesudaro jokiy esminiy ligos simptomy, o endofity atsiradimas néra susijes su augaly audiniy

morfologiniais poky¢iais, pavyzdziui, sukeltais Sakny gumbeliniy bakterijy simbionty [37].
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Dauguma literatiiros dokumentuoja skirtingg endofitiniy bakterijy poveikj augaly sveikatai
ir augimui. Endofitai padeda lengviau jsisavinti ir gauti maistiniy medziagy, stiprina streso
toleravimg ir atsparumg ligoms [38; 39]. Endofity gebéjimas skatinti augalo augima gali biiti
tiesiogiai susijes su gebéjimu gaminant augaly augimo hormonus, taip pat dél saveikos, kuri
pakeicia endogenine augaly hormony gamybg arba veikla, kuri didina maistiniy medziagy, tokiy
kaip azotas ir fosforas, priecinamuma [40]. PasiprieSinimo augaly ligoms savybés yra susijusios
su endofitiniy bakterijy gebéjimu gaminti jvairius junginius, tokius kaip antibiotikai arba
chitinazés fermentai, kurie gali slopinti augaly patogeny augimg ir tokiu biidu veikti kaip
biokontrolés medziagos [41; 42; 43; 44]. Taip pat buvo jrodyta, kad endofitai stimuliuoja
latentinj apsauginj mechanizmg, vadinama indukuotu sisteminiu pasiprieSinimu (ang. induced

systemic resistance (ISR)), kuris uztikrina didesn¢ apsaugg nuo daugybés jvairiy patogeny [45].

D¢l augaly augimo skatinimo ir ligy kontrolés savybiy endofitus galima naudoti

bioinokulantams zemés tikyje augaly augimui skatinti ir pagerinti produkcijos kokybe.
1.2.1. Bakteriniy endofity tyrimai ir jvairove

1997 m. Hallmanas kartu su kolegomis sudaré istirty endofitiniy bakterijy sarasa, kuris yra
nuolat papildomas, kadangi jvair@is tyrimai, kuriy metu randamos naujos endofity rusys,
atliekami iki Siol [46]. Endofity populiacijos jvairové yra pakankamai didelé ir daugiausiai

priklauso nuo bakterijy risies, Seimininky genotipo bei aplinkos salygy [47; 48].

Ivairios endofitinés bakterijos atliecka neatsiejamg vaidmenj ekosistemose ir augaly
fiziologijoje. Pradiniai endofitiniy bakterijy ivairovés tyrimai daugiausia buvo pagristi
endofitiniy izoliaty, gauty i§ augaly po pavirSiaus dezinfekavimo, apibudinimo [37].
Lodewyckx su bendraautoriais charakterizavo pagrindinius bakterijy izoliavimo metodus ir

81 bakterijy rasj, kurios sudaro endofitines asociacijas su augalais [49].

Ankstyvieji endofitiniy bendruomeniy sudéties tyrimai atskleidé, kad skirtingi augaly
Seimininkai jungia panaSig bakteriniy endofity bendruomeng [50]. Bacillus ir Pseudomonas
gentys jvardijamos kaip daznai pasitaikancios Zemés iikio kultlirose [51; 52]. Endofitinés
bakterijos dazniausiai priklauso o—, P— ir y—proteobakterijy pogrupiams ir yra glaudziai
susijusios su epifitinémis bakterijomis [47]. Jdomu tai, kad y—proteobakterijy grupé yra labiausiai
dominuojanti ir jvairi. Buvo pranesta, kad dauguma gramneigiamy endofity veikia kaip
biologinés kontrolés veiksniai [53], o tarp gramteigiamy bakterijy yra dominuojancios

endofitinés rasys, visy pirma tos, kurios priklauso Bacillus rasims [54; 55].
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Skirtinguose augaluose ir audiniuose endofitiniy bakterijy populiacijy tankis yra labai
skirtingas. Jis skiriasi nuo $imty iki 9 x 10° bakterijy vienam gramui augaly audinio [56; 57; 58].
Paprastai endofity populiacijy tankis yra didesnis augaly Saknyse ir kituose zemeje esanciuose

audinuose, palyginti su antzeminiais audiniais [58].
1.2.2. Augaly ir endofitiniy bakterijy saveika

Augaly ir endofitiniy bakterijy sgveikai biidinga didelé taksonominé bakterijy ir augaly
jvairové. Augalai gyvena intymioje s3sajoje su mikroorganizmais, kurie atlicka svarbias
funkcijas zemés tikio ekosistemose. Bakterijos gali egzistuoti kaip laisvas gyvas organizmas
grunte arba prie Sakny ar filosferos pavirSiaus ir gali sukurti simbiozinius, mutualistinius,
komensalistinius ir trofobiotinius rySius su augalais [38; 59]. Nors endofitinés bakterijos yra
prisitaikiusios gyventi konkre¢iy augaly genotipy viduje, jvairlis praneSimai rodo, kad
endofitiniy bakterijy bendrijy striikturai jtakos turi ne tik augalo genotipas, bet ir abiotiniai bei
biotiniai veiksniai, tokie kaip aplinkos salygos, mikroby tarpusavio sgveika bei mikroby sgveika

su augalais [38].

Endofitinés bakterijos gyvena konkreciuose augalo audiniuose ( pvz.: Saknies Zievéje arba
ksilemoje) ir glaudziai susijungia su augalu, keiCiantis maistinémis medziagomis, fermentais
(lipaze, katalaze, oksidaze ir t.t.), funkciniais agentais (sideroforais, biosurfaktantais ir t.t.) taip
pat ,,signalais®. Endofitai kolonizuoja savo augalo Seimininko audinius, kuriuose jie iSlieka,
nepadarant neigiamy patogeniniy padariniy (kvépavimo, fotosintezés, maistiniy medziagy
transporto sutrikimai, geny raiSkos reguliacijos pokyciai ir kt.). PrieSingai $iy endofitiniy

bakterijy buvimas augaluose Seimininkuose daro teigiamg poveikj jo augimui [60].

Endofitinés bakterijos gali reguliuoti metabolizma, fitohormony signalinius kelius ir tokiu
budu didinti augaly atsparuma aplinkos abiotiniam ar biotiniam stresui [37]. Endofitai taip pat
gali reguliuoti augalo jvairiy natiiraliy produkty, kuriuos biity galima panaudoti medicinoje,
zemes iikyje ar pramong¢je, gamybg [38]. Naudinga augaly ir mikroby sgveika, kuri yra naudinga

augaly sveikatai bei vystymuisi buvo placiai apraSyta [61; 62; 63; 64].

Buvo istirtos tiek patogeniskos, tick naudingos sgveikos, atskleidus sudétingus pripazinimo
ir signalizavimo mechanizmus. Pavyzdziui, simbioziniai organizmai sgveikauja su augalais ir
suteikia jiems medZziagy apykaitos privalumy [65; 66; 67]. Geriausiai iStirtas bakterijy ir augaly
simbiozés pavyzdys yra Rhizobium spp. — ankstiniy saveika [68]. Augalas jauc¢ia Rhizobium
lasteles, o jvairios Seimininky signalizacijos kaskados sukelia specifiniy augaly lasteliy paplitima

aplink bakterijos infekcijos vieta. Sios simbiozinés bakterijos turi jtaka augaly augimui [67; 68].
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1.2.3. Endofitiniy bakteriju tyrimai in vitro

Nors endofitinés bakterijos egzistuoja daugelyje augaly rasiy ir yra izoliuotos i§ jvairiy
augaly [49], buvo manoma, kad in vitro dauginamuose augaluose néra jokiy
mikroorganzmy [69]. Be to, bakterijy buvimas mikrodauginamuose augaluose buvo laikomas
kaip mikrobinis uzterSimas, kurj butina uzkirsti ir pasalinti [70]. Ta¢iau naudinga endofitiniy
bakterijy ir mikrodauginamy augaly asociacija gali buti didelé, ir turéti teigiamg poveik]

mikrodauginimui ir Igsteliy kultiiros tyrimams [69; 71].

Lauko kulttirose endofitai gali padéti augaly vystymuisi skatinant fosfaty solubilizacijos
aktyvumga, indolo ir acto riigsciy gamyba, osmosinj reguliavimg, mineraly jsisavinimg ir azoto
kaupimasi bei metabolizmo pokycius [38]. Nors Siy bakterijy potencialas yra labai didelis
siekiant pagerinti mikrodauginimg ir mikrodauginamy augaly aklimatizacijg, tadiau tokiy
endofitiniy bakterijy yra nedaug [72]. Diasas su benraautoriais parodé, kad Sios bakterijos gali

paskatinti braskiy augaly augimg aklimatizacijos procese [71].

Monita su benraautoriais atliko tyrimg su ananasy augaly kulttra [72]. Buvo pastebéta, kad
In vitro auginamy ananasy augaly kultirose, be mikroby inokuliavimo, buvo rasta endofitiniy
bakterijy augalo Saknyse bei lapuose, tiek jaunuose tiek subrendusiuose augaluose [72]. Kalbant
apie ananasus, tai yra svarbi atograzy augaly kultiira, i§ kurios augaly buvo izoliuotos ir
apibuidintos diazotrofinés bakterijos. Bakterijos, susijusios su Azospirillum amazonense,
Azospirillum lipoferum, Burkholderia sp. gali bati aptiktos skirtingy genotipy Saknyse, stiebuose,
lapuose ir vaisiuose [73]. Be to, tyrimai parodé teigiama agronominj poveikj dél diazotrofiniy

bakterijy inokuliavimo in vitro dauginimuose [74].

Barkas su  benraautorais tyré augaly augimg  skatinancig  rizobakterijg
Pseudomonas sp. (padermé PsJN) siekiant paskatinti vynuogiy (Vitis vinifera L.) transplanty
pasipriesinima pilkojo pelésio augimui ir padid¢jusiam plitimui ant augalo, kuri sukelia
Botrytis cinerea. Vynuogiy augaly inokuliavimas in vitro sukélé reik§minga augaly augimo
skatinima, kuris padaré juos atsparesnius, palyginti su neinokuliuotais augalais. [Saugintg kartu
su B. cinerea, pilkojo pelésio priezastiniu sukéléju, tarp inokuliuoty ir neinokuliuoty augaly
pastebimi reikSmingi ligos poZymiy intensyvumo skirtumai. Bakterijy buvimas vynuogiy

augaluose uZztikrino augaly pasiprieSinimg patogenui [75].

In vitro salygomis dalis endofitiniy bakterijy gali tapti patogeniskomis. Inokuliacijos
poveikis gali priklausyti nuo bakterijy padermés, augalo veislés ir inokuliuojamos kultiiros
amziaus [4]. Longas su bendraautoriais tyré bakterijy jtaka augaly audiniy kultiroms.

Ligomis pasizymincios dviejy bulviy veislés kultiros buvo netiesiogiai inokuliuotos su dviem
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bakterijom, kurios buvo izoliuotos 1§ daugkartinés subkultiirintos bulviy kultiiros. Nei vienas i$
organizmy prie§ tai nebuvo zinomas kaip patogenas. Visos aiSkiai uzterStos kultiiros, buvo
Salinamos viso tyrimo eigos metu. Po vieneriy mety ir véliau, inokuliuotos kultiiros parodé, kad
sutriko lapy vystymasis, atsirado virSinés nekrozé ir suplonéjo stieby skersmuo, palyginti su
neinokuliuotais augalais. Tokios priezastys leido tyré¢jams padaryti iSvada, kad inokuliavimas

bakterijomis gali turéti ir Zalingg poveikj audiniy kultiroms [76].
1.3. Omikos mokslas ir technologijos

Biologijos moksle priesaga ,,—omika“ vartojama kalbant apie dideliy biologiniy molekuliy
rinkiniy tyrima [77]. Idéja, kad molekulinés biologijos sritis, reikalinga pereiti nuo izoliuoty
biologiniy molekuliy tyrimy j placig dideliy biologiniy molekuliy komplekso analize, buvo
pabrézta 2001 m. pabaigus Zmogaus genomo projekta (angl. human genome project, HGP)
[78; 79]. HGP parodé, kad santykinai ribotas geny skaiCius gali bati nustatytas Zmogaus genome,
ir tai patvirtino teorija, kad kompleksiniai biologiniai procesai gali biti reguliuojami ir kitais
lygmenimis, ne tik per DNR sekas. Sis patvirtinimas paskatino sparty keliy molekulinés
biologijos sri¢iy vystymasi, kurias kartu apibiidina terminas ‘omikos’. Sio termino sritis svyruoja
nuo genomikos (orientuotas j genomg), proteomikos (daugiausia démesio skiriama dideliems
baltymy kompleksams, proteomoms) iki metabolomikos (sutelktas i didelius mazy molekuliy

rinkinius, metabolomg) [80].

Genomika — mokslas, kuris nagrinéja genomo struktlirg ir organizavimg [81].
Ji apibréziama kaip viso genomo sekos ir joje esancios informacijos tyrimas, kuris yra labiausiai
zinomas 1§ jvairiy omikos sri¢iy. Nuo 1995 m. beveik 300 genomo seky nustatymas, su
reprezentacinémis rasimis i§ kiekvienos i$ trijy gyvenimo karalys¢iy, buvo baigtas ir dar Simtai
yra tirilama. Neapdorotos sekos duomenys palengvina daugybe idomiy palyginamyjy genomikos
tyrimy, skirty nustatyti geny reguliavimo elementus, suprasti iSskyrimg ir tobulinti id¢jg apie

evoliucinj gyvenimo med;j [82].

Genomika ir proteomika papildo viena kitag. Genomika turi esminius apribojimus tiek,
kiek geny sekos duomenyse yra nepakankamos informacijos, kad suprasty geny produkty
funkcijg. Nei DNR, nei mRNR nekoduoja signalo perdavimo ar metabolinés kaskados tvarkos.
Koreliacijos trikumas tarp geny ekspresijos ir baltymy funkcijos gali buti apibudintas keliais
pozymiais: lasteliy lokusas ir geny ekspresijos laiko momentas gali skirtis nuo faktinio baltymy

produkto, o baltymo rodoma veikla, parodo nezinomg geng [83].

Transkriptomikos srityje pateikiama informacija apie RNR transkripcijos buvimg ir

santykinj jy gausuma, taip nurodant aktyvius lgstelés komponentus. Nuo 1990—yjy vidurio
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iki pabaigos, daugybé genomikos tyrimy iStyré geny ekspresijos dinamika daugelyje modeliy
sistemy ir aplinkoje. Mikro masyvai (angl. microarrays) ir serijiné¢ geny iSraiSkos analizé
(angl. serial analysis of gene expression (SAGE)) yra labiausiai naudojami metodai, kurie buvo
taikomi daugeliui modeliy sistemy, taip pat geny, kurie daugiausia yra iSreiksti kamieniniy
lasteliy tyrime, tyrimas, siekiant klasifikuoti Zmogaus vézio molekulinius potipius ir kontroliuoti
priimancios lgstelés transkripcijos atsaka i patogeng. Nors Sios transkriptomikos tyrimy riisys
teikia esmin¢ informacija apie lasteliy ekspresijos biiseng ar pirminius genomikos rodmenis,
reikia pripazinti, kad jvairQis po transkripcinés kontrolés lygiai gali prilygti jy svarbai ir néra

jskaiiuoti j Sig analiz¢ [82].

Metaboliniai fenotipai yra Salutiniai produktai, atsirandantys dél sgveikos tarp genetiniy,
aplinkos, gyvensenos ir kity veiksniy. Metabolomg sudaro mazos molekulés (pvz., lipidai ar
vitaminai), kurios taip pat zinomos kaip metabolitai. Metabolitai yra susij¢ su energijos
perdavimu lastelése (metabolizmu), saveikaujant su kitomis biologinémis molekulémis.
Metabolomika apibréziama kaip medziagy apykaitos profiliy tyrimas lengvai surinktuose
biologiniuose méginiuose, pvz. Slapime, seilése arba plazmoje. Metabolomas yra labai kintamas
ir priklauso nuo laiko. Jis susideda iS daugelio cheminiy struktiiry. Svarbus metabolomikos

v W —

metabolitus, kad biity galima aptikti metabolity sutrikimus dél aplinkos veiksniy poky¢iy [80].

Metabolomikos disciplina siekiama identifikuoti visg metabolity arba metabolito
metabolinj junginj. Susijes metabolomikos laukas konkreciai nagrinéja gyvy sistemy dinaminj
metabolin] atsaka ] aplinkos veiksnius ar genetinius sutrikimus. Metabolomas yra
transkriptomos, proteomos ir interaktyviosios lasteliy integracijos produktas, todél pateikia ne tik
metabolity komponenty sarasa, bet ir funkcinius lgstelinés biisenos rodmenis. Kaip vienos i$
naujesniy omikos mokslo Saky, metodai, kurie naudojami Siy duomeny generavimui vis dar
tobulinami ir daZniausiai remiasi masiy spektrometrija (MS), branduoliy magnetiniu
rezonanso (BMR) spektroskopija ir vibracinés spectroskopija, siekaint iStirti metabolity kiekj,
kuris ekstrahuojamas i$ atskiry lasteliy ar audiniy. Atsizvelgiant | labai skirtingg biomolekuliy
rinkinj ir didelj metabolity koncentracijos diapazong, kurj reikia nustatyti, Siuolaikiniai metodai
apribojimy, metabolomika tampa populiaria priemone studijuojanti daugelj sistemy, jskaitant

augalus, zmogaus raudongsias kraujo lasteles ir mikrobus [82].

Apskritai, visi ‘omikos’ eksperimentiniai metodai gali buti laikomi iSsiskirianciais pagal
tris pagrindines savybes, prieSingai nei tradicinése procediirose. Pirmoji savybé yra tai, kad,

skirtingai nuo tradiciniy metody, ‘omikos’ metodai yra didelio naSumo, orientuoti } duomeny
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srautg, holistiniai ir naudoja metodika ,,i§ virSaus ] apacig®. Antra savyb¢ yra bandymas suprasti
lasteliy metabolizma kaip vieng ,,integruota sistema”, o ne kaip paprastas atskiry daliy rinkinius,
naudojant informacijg apie ry$j tarp daugelio matuojamy molekuliy rusiy [84], ir paskutiné
savybé yra tai, kad $ie didelio naSumo ,omikos’ metodai sukuria daug duomeny, o $iy duomeny
analizé daZnai reikalauja dideliy statistiniy ir skai¢iavimo pastangy [85]. ,Omikos’ technologijy
atsiradimas paskatino planuoti jvairius eksperimentus, siekiant giliau pazvelgti 1 geny funkcijas

kartu su jy pasireiskimu fenotipe specifiniame biologiniame kontekste [86].

Dauguma augaly biologijos studijy pagristos keturiomis pagrindinémis sritimis —
genomika, proteomika, transkriptomika ir metabolomika, kurios suteikia i§samiy Ziniy apie
molekuliniy sistemy dinamines funkcijas [87]. Augalai sgveikaudami su biotiniais ir abiotiniais
veiksniais modifikuoja savo ,omikos’ profilius, sickdami apsisaugoti ir iSgyventi. Taigi,
pagrindiniai ,omikos’ siekiai yra iSsiaiSkinti molekuling sgveika, sarys$j su signaliniais keliais ir

suprasti, kas jungia specifinius signalus su atsaku biotiniams ar abiotiniams veiksniams.
1.3.1. Proteomika

Baltymai yra gyvybiSkai svarbios gyvy organizmy molekulés, nes jos yra pagrindinés
lasteliy struktiiros formavimo sudedamosios dalys, jos taip pat naudojamos kaip kataliziniai
fermentai medziagy apykaitoje ir kaip signaly perdavimo baltymai reguliuojamuose lgsteliy
keliuose [88]. Geb¢jimas dideliu mastu identifikuoti ir i§matuoti baltymy molekules priklauso
nuo naujausiy pazangiy didelés spartos proteomikos metodiky [85]. Proteomika — visy lgstelés

baltymy raiska, modifikacijas, kiekybe bei saveika su kitais baltymais nagrinéjantis mokslas.

Terminas ,,proteoma” arba ,,proteomika” pirmg kartg buvo paminétas 1995m. [89], tam
kad biity galima pateikti analogija su genomika ir transkriptomika kaip didelés apimties baltymy
tyrimo priemone, ypa¢ nustatyti jy funkcijoms ir struktiroms [90; 91]. Dabar proteomikos
terminas minimas jau daugiau nei 20 mety, o daugelis pagrindiniy technologiniy sprendimy,

naudojamy proteomikos tyrimams, yra Siuolaikiniai arba sukurti Siek tiek anksciau.

Proteominé analizé pagrista keturiais technologiniais spendimais — (1) greita ir paprasta
procediira, skirta maziems baltymy kiekiams i§ kompleksiniy miSiniy valyti, (2) greitas ir jautrus
budas generuoti ribotg, bet pakankamg struktiiros informacijg i§ dominanciy baltymy, (3) prieiga
prie iSplésty baltymy arba DNR sekos duomeny baziy ir (4) kompiuterinius algoritmus, galin¢ius
transliuoti ir susieti DNR sekos kalbg su jvairiy tipy baltymy struktiiros informacija, tokia kaip
amino—galo amino riugsciy seka arba vidinés peptidy sekos, aminortig§¢iy kompozicijos, peptidy

masés pirsty atspaudy, MS fragmentacijos modeliy arba pasirinkty peptidy sekos Zymiy. Sie
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keturi principai, kuriais pagjsta Siuolaiking proteomika, buvo sukurtos skirtingais

laikotarpiais [92].

Pagrindinis proteomikos tikslas — nustatyti ir i§matuoti kiekvieno baltymo, kurj koduoja
genomas, kiekj Iastel¢je. Pagrindiniai dazniausiai naudojami laboratoriniai metodai, yra
dvikrypté gelio elektroforezé ir masiy spektrometrija. Taip pat buvo jdiegtos didelés nasumo,

kiekybinés, ,,western—blot* metodikos, ta¢iau tam reikia ypatingy pastangy ir iStekliy [82].
1.3.2. Dvikrypté baltymy elektroforezé

Dabartiniai proteomikos tyrimai yra susij¢ su sisteminiu visy konkreciy lasteliy, audiniy ar
biologiniy sistemy baltymy profiliy analizavimu tam tikru metu [93] ir reikalauja, stabiliy ir
didelio kiekio baltymy paruoSimo metody. Baltymy atskyrimas gali biiti atliekamas naudojant
dviejy dimensijy (2-D) poliakrilamido gelio elektroforezg¢ (2-D PAGE), kaip standartinj baltymy
atskyrimo ir detekcijos buda [94], kuris leidzia vienu metu vienoje vietoje palyginti atrinktus ir
pazymétus baltymus skirtinguose miSiniuose [95]. Si metodika atskiria baltymus pagal du
nepriklausomus parametrus: pirmiausia pagal izoelektrinj taska (pl), naudojant izoelektrinj
fokusavimg (IEF), o véliau pagal molekuling mas¢ (MM) atliekant natrio dodecilsulfato
poliakrilamido gelio elektroforeze (SDS-PAGE) [90; 94; 96; 97; 98]. Be to, 2-DE pateikia
nepazeisty baltymy duomenis, kuris atspindi ne tik baltymy kiekio poky¢ius, bet ir jy izoformas

ar posttranslacinias modifikacijas [99].

2-D gelio elektroforezés metodas pirmg kartag buvo panaudotas 1975 m. [100] ir leido
aptikti tik kelis Simtus baltymy po jy atskyrimo, o tai apima tik ,,mazo sudétingumo® proteomas.
Neseniai mokslininkams pavyko patobulinti §] metoda pritaikius jvairius fluorescencinius dazus,
naudojamus 2-D fluorescencijos skirtumo gelio elektroforezei (2-D DIGE), kurie leido

patobulinti gelio baltymy analizés apimtj ir jautrumg [101].

2-DE yra vienintelis biidas, galintis atskirti sudétingus baltymy misSinius, turin¢ius daugiau
nei tikstant] komponenty. Paprasto eksperimento metu prie$ atliekant 2-D elektroforeze, du
meéginiai yra pazymimi skirtingais fluorescuojanciais dazais (dazniausiai Cy3 ir Cy5) bei
lygiagreciai méginiams pazZymimas ir vidinis standartas, kuris Zzymimas atskiru dazu
(dazniausiai Cy2) ir naudojamas kiekybinei analizei [95]. Atlikus pazyméty méginiy 2-D
elektroforez¢ yra nustatomi taSkai ir sukuriama 2-D elekroforezés duomeny bazé kaip
orientacinis baltymy ,,zemélapis®, kuris atvaizduojamas kompiuterio ekrane [83] (1.2. pav.).
Tada atliekamas baltymy identifikavimas, naudojant biocheminius metodus [83]. Poliakrilamido
gelyje esantys individual@is baltymai iSpjaunami i§ gelio ir suskaidomi j peptidus naudojant

proteolitinius fermentus, pvz. tripsing [98]. Susidar¢ peptidy fragmentai yra kaip jy pirminio
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baltymo pirSty atspaudai. Todél galima nustatyti peptidy mase, o gauti masés pirSty atspaudai yra
naudojami duomeny bazeje, siekiant nustatyti baltyma [83]. Tada Sie peptidai gali biiti
identifikuojami masiy spektrometrija, pavyzdziui, lazerio desorbcijos—jonizacijos bei skrydzio
trukmés (MALDI-TOF) arba kvadrupolio skrydzio trukmés (Q-TOF) tandeninés masiy

spektrometrijos metodu [98].

Baltymo méginys nr.1,
ivmétas Cy3 dazais

Vidinis standartas, - VBaltj.‘mu meg;l.n};s fmz"
i | Zymeétas Cy3 daZais

Zymeétas Cyldazais " |

N/

P
oy

2-D elektroforezé

Cy2 / !;3 \ Cy5

— g5 — -

e ey

Gelio
vaizdai

#y

1.2. pav. 2-D PAGE metodas [102]

Per tris deSimtmecius 2-D PAGE pasirodé esas patikimas ir veiksmingas baltymy
atskyrimo metodas [103]. Taciau 2-DE analizé turi tam tikry privalumy ir trokumy. Aiskus 2-D
pranaSumas yra tai, kad skirtingiems pavyzdziams taikoma ta pati procediira, kuri tam tikru
mastu riboja eksperimeninj kintamumg ir sukuria atskirus 2—D vaizdus tame paciame gelyje [95].
Taip pat ji suteikia galimybe tirti baltymy raiSkg turint nebrangia aparatiirg [104] ir leidZia atlikti
tikslesnius ir jautresnius kiekybinius proteomikos tyrimus. Deja, 2-D PAGE analizé yra daug

laiko ir darbo reikalaujantis procesas [103]. Taip pat, taikant $ig metodika yra sunku analizuoti
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hidrofobinius membranos baltymus, taip pat labai SarmiSkus (turinCius didelj izoelektrinj taska)

baltymus arba didelés molekulinés masés baltymus [104].

24



© 0o N o g b~ w Db PE

W W W N NN NN NNRNDNDNER P P P P P PR
N P O © © N 0 OO B WO N PFP O © 0 N O 00 W N P O

2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI
2.1. Tyrimui naudotos medziagos, maitinamyju terpiy ir tirpaly sudétis

Triptonas (Carl-Roth, Vokietija)

Mieliy ekstraktas (Carl-Roth, VVokietija)

Natrio chloridas (NaCl) (Carl-Roth, Vokietija)

Sacharozé (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)
Benzil-amonio—purinas (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)
Skystas azotas (N2)

Tris (Carl-Roth, Vokietija)

Sacharoz¢ (Carl-Roth, Vokietija)

Kalio chloridas (KCI) (Carl-Roth, Vokietija)

. Etilendiamintetraacetatas (EDTA) (Carl-Roth, Vokietija)

. Polivinilpolipirolidonas (PVPP) (Sigma—Aldrich, JAV)

. 2—-merkaptoetanolio (BME), (Carl-Roth, Vokietija)

. Fenilmetilo sulfonilo fluorido (PMSF). (Sigma—Aldrich, JAV)

. Fenolis (Carl-Roth, Vokietija)

. Amonio acetatas (Carl-Roth, Vokietija)

. Metilo alkoholis (Carl-Roth, VVokietija)

. Acetonas (Carl-Roth, Vokietija)

. Karbamidas (GE Healthcare, JAV)

. Tiokarbamidas (Sigma-Aldrich, JAV)

. 3—[(3—cholamidopropil)dimetilamonio]-1-propanesulfonatas (CHAPS), (BioRad, JAV)
. Ditiotreitolas (DTT) (Carl-Roth, VVokietija)

. Bradford reagentas (Carl-Roth, Vokietija)

. Cye 2, Cye 3, Cye 5 fluorescenciniai dazai (Lumiprobe, JAV)

. Dimetilformamidas (Lumiprobe, JAV)

. Glicinas (Carl-Roth, Vokietija)

. Trisma bazé(Carl-Roth, Vokietija).

. Natrio dodecilsulfatas (SDS) (Carl-Roth, Vokietija)

. Lizinas (Sigma-Aldrich, JAV).

. Imobilizuoto pH gradiento (IPG) pH 4-7 tirpalas (GE Healthcare, JAV)
. Glicerolis (Carl-Roth, Vokietija)

. Jodoacetamidas (Carl-Roth, Vokietija)

. Amonio bikarbonatas (NHsHCOs) (ABK) (Sigma—Aldrich, JAV)
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33. Acetonitrilas (ACN) (Sigma—Aldrich, JAV)

34. Tripsinas (Promega, JAV)

35. Skruzdziy rugstis (Sigma—Aldrich, JAV)

36. Triptonas (Carl-Roth, Vokietija)

37. Fitoagaras (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)

38. Amonio nitratas (NH4NOs) (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)
39. Kalio salietra (KNO3) (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)

40. Monokalio fosfatas (KH2POs) (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)
41. Kalcio chloridas (CaCl2) (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)

42. Magnio sulfatas (MgSOs) (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)

43. Boro rigstis (HsBOs) (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)

44. Kobalto (I1) chloridas (CoCl2) (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)
45. Vario (I1) sulfatas (CuSO4) (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)
46. Gelezies sulfatas (FeSO4) (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)

47. Natrio molibdatas (Na2MoQa4) (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)
48. Kalio jodidas (KI) (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)

49. Na>—-EDTA (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)

50. Cinko sulfatas (ZnSO4) (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)

51. Mangano sulfatas (MnSO4) (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)
52. Glicinas (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)

53. Myo-inositolis (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)

54. Nikotino ragstis (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)

55. Piridoksinas (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)

56. Tiaminas (Duchefa Biochemie, Nyderlandai)

Lizogeniné maitinamaoji terpé (angl. Lysogeny broth) (LB)
10g/L triptonas, 5g/L mieliy ekstraktas, 10g/L NaCl. Terpé sterilinta autoklavuojant.

Murashige’o ir Skoogo maitinamoji terpé (MS) [105]

21 mM NH4NO3, 19 mM KNO3. 1,3 mM KH2P0O4, 3 mM CaCl2, 1,5 mM MgSO4, 0,1 mM
H3BO3, 0,11 uM CoCl2, 0,1 pM CuSO04, 0,1 mM FeSO4, 1 M Na2MoO4, 5 uM K1, 0,1 mM
Na2-EDTA, 30 uM ZnS04, 0,1 mM MnSO4, 27 uM glycine, 0,55 mM myo-inositol, 4 uM
nicotinic acid, 3 uM pyridoxine, 0,3 uM thiamine, 3,3 uM benzil-amino purinas 88 mM

sacharozé, pH 5,8. Terpé sterilinta autoklavuojant.
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Agarizuota MS maitinamoji terpé
I MS maitinamajg terpe pridéta 8 g/l fitoagaro. Terpé sterilinta autoklavuojant.
Ekstrakcijos tirpalas (1)
0,5 M Tris-=HCI, 0,7 M sacharozés, 0,1 M KCI, 50 mM EDTA, 2% PVPP, 2% BME, 1 mM
PMSF, pH-7,5. BME ir PMSF pridedamas prie$ pilant ekstrakcijos tirpalg ant méginiy.
Ekstrakcijos tirpalas (2)
Ekstrakcijos tirpalas (1) be PVPP.
Fenolio tirpalas
60 % fenolis, 0,1% hidroksichinolinas, 10 mM Trisma baz¢, pH 7,5.
Elekroforezés pavyzdziy tirpalas
7 M karbamidas, 2 M tiokarbamidas, 4% CHAPS, 40 mM DTT.
Elektroforezés tirpalas
192 mM glicinas, 25 mM Trisma baz¢, 0.1% SDS, pH 8,3.
Rehidratacijos tirpalas
6 M karbamidas, 2 M tiokarbamidas, 1 % CHAPS.
Ekvilibracijos tirpalas
6 M karbamidas, 30 % glicerolis, 2 % SDS, 50 mM Tris—HCI, pH 8,7.
NaDS—poliakrilamido gelis (10 arba 15 %)
0.3 M Tris—HCI, 10 arba 15 % akrilamidas/bis—akrilamidas, 0,1% SDS, 0.07% TEMED, 0.05 %
amonio persulfatas, pH 8,8.
Blukinimo tirpalas
50 mM NHsHCO3, 50 % ACN.
Tripsino tirpalas
90 mM NH4HCOs3, 10 % ACN, 13 ng/uL tripsino.
ACN - skrusdziy rugsties tirpalas
2 % ACN, 0,08 % skruzdziy rugstis.

2.2. Tyrimo objektas

Tyrimas atliktas 2016-2018 metais Lietuvos agrariniy ir misky moksly centro
Sodininkystés ir darZininkystés instituto (LAMMC SDI) Sodo augaly genetikos ir
biotechnologijos skyriuje ir Atviros prieigos zemés ir misky jungtinio tyrimy centro (JTC)

Biologiniy Zymekliy laboratorijoje.

Obels tgliy in vitro tyrimui naudota naminés obels (Malus x domestica Borkh.) veislés
,Gala® genotipas, kuris pasirinktas jvertinus skirtingas adaptacijos ir gebéjimo augti in vitro

salygomis savybes: Gigliy pasidauginimo koeficientg bei morfologija.
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Endofitiniy bakterijy sgveikos tyrimui pasirinkti du Bacillus spp. Oa 4 ir Da 1 bakterijy
kamienai, kurie surinkti LAMMC SDI darbuotojy, nuo naminés obels (Malus x domestica
Borkh.) veislés ,Gala‘ augaly, auginamy genetiniy istekliy sode, taikant tradicing auginimo

technologija [38].
2.3. Naminés obels iigliy ir endofitiniy bakterijy ruoSimas

Tyrimams atlikti buvo naudoti du endofitiniy bakterijy Bacillus spp. kamienai Oa_4 ir
Da_1. Dieng prie$ inokuliacija bakterijos pasétos | specialia LB maitinamaja terp¢ ir paliktos
augti per naktj. Kitg dieng spektrofotometru ,,Nanophotemeter P330* (Implen, JAV) matuotas

optinis tankis ir pagal formulg:

1
x=—x 1000ul
Va2

kur:

X — skiedimo laipsnis;

V1 - reikalinga, galutiné bakterijy koncentracija,
V2 — bakterijy koncentracija 1 ml,

1000 wl — reikalingas, galutinis tiris;

skaiGiuota kiek karty gautas bakterijas reikia skiesti, kad 1 ml biity 107 kfv mI™ bakterijy.
Tada bakterijos nusodintos centrifuguojant ,,Eppendorf Centrifuge 5417R* (Eppendorf AG,
Vokietija) 10 min. esant 15000 % g ir suspenduotos MS maitinamojoje terpéje.

Naminés obels Tgliai auginti ant agarizuotos MS maitinamosios terpés. Ugliai auginti
auginimo kameroje ,,MLR 351 (Sanyo, Japonija) esant 25 = 3 °C temperatiirai ir 16 valandy

ap3vietimo (intensyvumas 50150 pmol-m=2s71) rezimui.
2.4. Obels uigliy inokuliacija endofitais ir auginimo salygos

Parg po tgliy persodinimo obels Ggliy lapko¢io pagrindas inokuliuotas 3 pl endofitiniy
bakterijy suspensijos ir augintas specialioje auginimo kameroje ,,MLR 351 (Sanyo, Japonija)
7ir 21 paras, esant 25+3°C temperatirai ir skirtingo intensyvumo apSvietimui

(~50 pmol'm=2-s7%, ir ~150 pmol-m=2s71) (2.1. pav.).

Po 7 pary inkubacijos buvo paimti méginiai proteomos analizei: obels tigliy lapai pasverti

po 0,1-0,2 g 2ml mégintuvéliuose ir saugomi —70°C temperatiiroje.

Po 21 paros inkubacijos jvertinti Gigliy masés skirtumai ir pasidauginimo koeficientas,

t.y. regeneravusiy obels tigliy skaicius 1§ vieno tiglio.
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Ugliy persodinimas ir auginimas Bakteriniy endofity paruosimas
specialioje terpéje mokuliavimui

5 22N

N/
&

Ugliy inokuliacija endofitais

2.1. pav. Ugliy inokuliacija endofitais pagal Lery ir kt. 2010 [106]

Tyrimams 1§ viso buvo atlikti 4 eksperimentai, kuriy metu buvo keifiamas apSvietimo
intensyvumas. 3 eksperimentai atlikti naudojant normaly ap$vietimg (~150 pmol-m2-s7%) ir

1 naudojant maZesnio intensyvumo apsvietimg (~50 pmol-m=2-s7%).

Kiekvieno eksperimento metu proteomos tyrimams buvo auginami po 10 naminés obels
tgliy, kiekvienam endofitiniy bakterijy kamienui ir kontrolinei grupei, ir po 10 figliy masés
skirtumui ir pasidauginimo koeficientui stebéti. Kontrolinei grupei buvo auginama 50 naminés

obels tigliy, kurie nebuvo veikiami endofitiniy bakterijy.
2.5. Baltymy pavyzdZziy i$ obels @igliy ruosSimo metodika

Taikant fenolio ekstrakcijos ir i$sodinimo amonio acetatu jungtinj metodg baltymai
gryninti proteominei analizei [107]. I mégintuvélj su bandiniu jdéti 4 mm Sratai ir atSaldyti
skystu N2. Méginiai homogenizuoti 3 min., 30 ,,Mixer Mill MM400* homogenizatoriumi
(Retsch, JAV). Homogenatas suspenduotas 500 ul ekstrakcijos tirpalu (1). Pridéta 500 pl tris
prisotinto fenolio tirpalo ir maisant ,,WiseMix RT-10“ (Wisd, Vokietija) inkubuota 30 min., esant
4°C temperatiirai. Po inkubacijos méginiai centrifuguoti ,,Eppendorf Centrifuge 5417R*
(Eppendorf AG, Vokietija) 5 min., 15000 xg, esant 4 °C temperatiirai. VirSutiné fenoliné fazé
surinkta ir ekstrakcija kartota pridéjus 500 pl ekstrakcijos tirpalo (2). Po centrifugavimo |
surinktg fenoling faze pridéta 5 tariai metanolyje iStirpinto 0,1 M amonio acetato ir maiSoma.
ISmai$ius méginiai laikyti 16 valandy, esant —20 °C temperatirai. Centrifugavimu (10 min,
15000 xg, esant 4 °C) iSsodinti baltymai tris kartus valyti Saldytu (=20 °C) metilo alkoholiu ir

kartg acetonu. ISdziovinti baltymai tirpinti reguliuojamo greicio ir temperatiiros purtykléje ,, TS—
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100" (BioSan, Latvija) 1 val. 25 °C 2D eclektroforezés pavyzdziy tirpale. Méginiai centrifuguoti

5 min. esant 15000 xg ir perkelti j naujus mégintuvélius.

ISgryninus baltymus, spektrofotometru ,,Nanophotemeter P330“ (Implen, JAV) matuota jy
koncentracija Bradfordo reagentu, naudojant jaucio serumo albumino (BSA) standarta, pagal
Bradford metoda [108]. ISgryninti baltymo méginiai ir 5 BSA standartai paruosti po5 ul
0,1-1,4 mg/ml (baltymo méginiams reikia 1 pl baltymo + 4 ul distiliuoto vandens, standartams —
5 ul BSA) koncentracijos nustatymui. Ant kiekvieno méginio uzpilta po 250 ml Bradford
reagento ir 30s maiSyta reguliuojamo greic¢io purtykléje ,IKA MS 3 basic* (IKA, JAV).
Meéginiai inkubuoti kambario temperatiroje 5 — 45 minutes ir matuota absorbcija naudojant
595 nm bangos ilgj (baltymy dazy kompleksas yra stabilus iki 60 minuciy, ir méginiy absorbcija
turi biiti iSmatuojama per tg laikg). Panaudojant standartus, sudaryta standartiné kreivé
(MS Exel programa). Nustatyta méginiy baltymo koncentracija (C), Ases reikSmes naudojant

k=0.3418 ir r=0.0724 reiksmes, kurios nustatytos pagal standarting kreive (2.2. pav.).

0,8
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2.2. pav. Absorbcijos ir baltymo méginio koncentracijos standartiné kreivé
2.6. Dvikryptés baltymy elektroforezés metodas

Siekiant nustatyti, kokie baltymai yra isskirti i§ méginiy, atlikta dvikrypté elektroforezé
gradientiniame gelyje. RuoSiant analitinius gelius kiekvienam pavyzdziui naudotas 50 pg
baltymo kiekis, o jungtinis pavyzdys (naudotas kaip vidinis standartas), sudarytas lygiomis
dalimis i§ visy pavyzdziy, atitinkan¢iy 50 pg, miSinio. Naudojant minimalaus zyméjimo metoda
baltymai pazyméti amino grupei specifiSkais Cy2, Cy3 ir Cy5 fluorescensiniais dazais, remiantis
2-D elektroforezés jrangos gamintojo protokolu (GE Healthcare). Fluorescenciniai dazai tirpinti
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dimetilformamido tirpale ir atskiesti iki 0,4 mM 2-D elektroforezés tirpale. Baltymy pavyzdziai
Zyméti atsitiktine tvarka pridéjus 1 pl (0,4 nmol) Cy3 ir Cy5 dazo (Zr. 2.1. lentele), o jungtinis
pavyzdys atitinkamai Cy2 dazo j 50 pg baltymo, istirpinto 10 ul tiiryje. Reakcija vykdyta
tamsoje inkubuojant ant ledo 30 min. Pridéjus lizino tirpalo méginiy zyméjimo reakcija

sustabdyta.

Pavyzdziai, pazyméti fluorescenciniais Cy2, Cy3 ir Cy5 dazais, sujungti. Preparatyviniam
geliui naudota 500 ug nezyméto ir 50 ug Cy2 dazu Zyméto jungtinio pavyzdzio. Papildomai j
pavyzdzius déta 2% IPG, 15 mM DTT ir rehidratacijos tirpalo iki 450 ml galutinio tario.
Izoelektriam fokusavimui naudotos 24 cm pH 4-7 IPG juostelés. Baltymai frakcionuoti pagal
izoelektrinj taska naudojant Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare, JAV) ir palaikant pastovig 20 °C
temperatiirg bei 75 pA srove vienai IPG gelio juostelei. I$ viso izoelektrinis fokusavimas vyksta
52500 kVh. Po izoelektrinio fokusavimo IPG juostelés ekvilibruojamos ekvilibracijos buferyje ir
1% DTT bei redukuojamos ekvilibracijos buferyje su 4 % jodoacetamido po 20 min. Po
ekvilibracijos naudojant Ettan Dalt Six (GE Healthcare, JAV) sistemg baltymai atskirti pagal
molekuling mase NaDS—poliakrilamido gelyje.

2.1. lentelé. Meéginiy ir dazy paskirstymas IPG juostelése, ruosiant dvikryptei elektroforezei

E':: Cy3 Cy5

1 Bacillus spp. Oa_4 (1) Kontrolé (1)

2 Kontrolé (1) Bacillus spp. Oa_4 (1)
3 Kontrolé (1) Bacillus spp. Da_1 (1)
4 Kontrolé (2) Kontrolé (1)

5 Bacillus spp. Oa_4 (1) Bacillus spp. Da_1 (2)
6 Bacillus spp. Da_1 (1) Kontrolé (2)

7 Bacillus spp. Da_1 (1) Kontrolé (2)

8 Bacillus spp. Oa_4 (2) Kontrolé (2)

9 Bacillus spp. Da_1 (2) Bacillus spp. Oa_4 (1)
10 Bacillus spp. Oa_4 (2)

11 Bacillus spp. Da_1 (2) Bacillus spp. Oa_4 (2)
12 Preparatyvinis misinys

Auginimo salygos: skai¢ius nurodo kokiomis sglygomis buvo auginti Tigliai: 1- esant normaliam ap3vietimui; 2—
esant mazesnio intensyvumo apsvietimui.

Geliy dokumentacija atlikta naudojant Typhoon FLA 9 000 (GE Healthcare, JAV) skenerj
taikant 50 pm raiska. Su Cy2 zyméti geliy profiliai skanuoti naudojant 473 nm bangos ilgj ir
BPBI filtra, su Cy3 — 532 nm, LPG filtrg ir su Cy5 — 635 nm, LPR filtra.
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2.6.1. Dvikryptés baltymy elektroforezés duomeny analizé

Geliy tarpusavio sulyginimas, dispersiné analizé ir baltymy kiekio sulyginimas atliktas
naudojant Decyder 2D v.7.0 programing jranga (GE Healthcare, JAV). Naudojant diferencinés
gelio analizés modulj atlikta visy geliy baltymy detekcija. Taikytas algoritmas, Kuris
automatiskai sulieja visus tris profilius | vieng bendra vaizdg ir jvertina baltymy (proteoformy)
kiekybines charakteristikas (tiiris, plotas, aukstis, nuozulnumas) ir pateikia Cy3 ir Cy5 profilius
atitinkanc¢iy proteoformy poros tiirio santykj, kuris atitinka dviejy skirtingy pavyzdziy baltymy
pokyc¢ius. Matant visy trijy profiliy bendra vaizda, buvo daroma prielaida, kad daugelio baltymy

raiSka nepakito ir atlikta santykiné visy proteoformy intensyvumo reik§miy normalizacija.

Geliy duomenims sulyginti ir dispersinei analizei atlikti naudojamas Decyder biologinés
variacijos modulis. Analitinio gelio Cy2 profilis sulygintas su preparatyvinio gelio vidiniu
standartu. Atlikta statistiné analiz¢, naudoti Student t—test ir ANOVA metodai. Pagal pasirinktus
statistinius kriterijus (student t-test >0,01, ANOVA <0,01) atrinktos proteoformos.

Pasirinktos proteoformos véliau analizuojamos iSpléstinéje duomeny analizéje. Naudojant
Decyder 2D v.7.0 programinj jrangos EDA modulj, pasirinkta hierarchinio klasterio sudarymo
funkcija ir pagal pasirinktus kriterijus (,,Hierarchical clustering® metodas, ,,Distance metrics*
metodo ,,Pearson Correlation® tipas ir ,,Linkage method*“ metodo ,,Complete Linkage* tipas)

braizoma klasteriy diagrama.
2.7. Baltymy identifikavimas masiy spektrometrijos metodu
2.7.1. Gelio proteoformy skaidymas tripsinu

Prepratyvinis gelis saugotas 40 % metanolio ir 10 % acto rtgsties tirpale. Diferencine
raiSka pasizymincios proteoformos i§ preparatyvinio gelio iSkirptos rankiniu btadu. Esantys
gelyje baltymai suskaidyti tripsinu pagal Shevchenko ir bendraautoriy [109] protokola su
nedidelémis modifikacijomis. Gelio gabaliukai uzpilti 100 pl blukinimo tirpalu ir inkubuoti
30 min. kambario temperatiiroje. Po inkubacijos skystis nusiurbtas ir atlikta gelio dehidratacija
pridéjus 200 pl gryno ACN. Méginiai palikti inkubuotis kambario temperatiiroje, kol geliai

tampa balti. Tirpalas nusiurbtas ir méginiai dZiovinti.

Ant meginiy uzpilta 40 pl tripsino tirpalo. Méginiai inkubuoti per naktj vandens vonel¢je
(GFL, Vokietija) esant 37°C temperatiirai. Pirmiausia peptidai ekstrahuoti 10 min. pridéjus
150 pul dvigubai distiliuoto vandens. Paruo$ti nauji mégintuvéliai, j kuriuos po inkubacijos
perkeltas skystis nuo geliy. Like¢ peptidai ekstrahuoti 50l ACN-FA tirpalu ir inkubuoti

kambario temperatiroje 1val. Po inkubacijos nusiurbtas skystis nuo geliy ir perkeltas j
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meégintuvélius, kuriuose surinktas prie§ tai nusiurbtas skystis. Peptidy ekstrakcija ACN-FA
tirpalu kartota dar karta ir abu ekstrakcijos tirpalai sujungti ir i8dziovinti vakuumingje

centrifugoje ,,GeneVac miVac DNA Concentrator” (ALT, JAV).

ISskirti peptidai ruosti tolimesnei masiy spektrometrijos analizei. Gauti peptidai iStirpinti
50ul 2 % ACN ir 0,08 % skruzdziy ragsties tirpale ir inkubuoti ultragarso voneléje
,,Ultrasonic cleaner USC200T* (VWR, JAV) kambario temperattiroje 30 min. Po inkubacijos
centrifuguoti 5 min. 4 °C temperatiroje, esant 20000 x g. | specialius méginuvélius perkelta po

20 pl gauto miSinio ir atlikta masiy spektrometrijos analize.
2.7.2. Baltymy identifikavimas

Peptidai analizuoti skys¢iy chromatografijos — tandeminés masiy spektrometrijos (LC—
MS/MS) metodu, kartu naudojant ,,Ultimate3000 RSLC,, (Thermo-Scientific, Didzioji Britanija)
ir ,,Maxis 4G* jranga su Captive Spray jonizacijos Saltiniu (Bruker—Daltonics, Vokietija).

Baltymy identifikacija atlikta naudojant obels genomo duomeny bazg v.1.0 [7] bei Matrix
paieSkos programinge jrangg (Matrix Sience, JAV). Naudoti patikimumo Kkriterijai:

Mascoto kriterijus > 50, peptidy skaicius > 1.

Identifikuoty baltymy homologiniy geny paieSka atlikta taikant Blast2GO programing
jranga [110]: naudojant NCBI Protein duomeny baz¢ ir BLAST algoritmg atlikta baltymy seky

anotacija ir GO terminy paieska.

Gauti GO terminai sugrupuoti su REVIGO programa [111] laikantis $iy parametry:
semantinio panasumo grieztumo lygis — 0,7, referenciné duomeny bazé — A. thaliana, semantinis

panasumas paskaiciuotas pagal SimRel dydj.

Geny sgveikos jvertintos panaudojant Stringo duomeny bazéje sukauptus duomenis apie
analogisky A. thaliana geny sgveika [112]. Jdentifikuoty obels geny analogai A. thaliana genome

pasirinkti remiantis duomeny bazés ,,GDR Cyc Pathways Database v. 1.0.2—w duomenimis.
2.8. Bioinformatiné ir statistiné analizé

Atlikty matavimy duomenys sukaupti ne maziau kaip 4 eksperimentais. Duomeny vidurkis
ir standartiné paklaida nustatyti ir grafiSkai pateikti taikant kompiutering Microsoft Excel

programa.
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Taikant SPSS (IBM) programg atlikta dispersiné duomeny analizé (naudotas p < 0,05 ir
0,01 patikimumo lygmuo). Tikslus pakartojimy skaiCius ir statistinés analizés patikimumo

lygmuo nurodytas prie konkre¢iy duomeny, pateikty tyrimo rezultaty aptarimo dalyje.

Naudojant Decyder 2D v.7.0 programing jranga atliktas geliy tarpusavio sulyginimas,
dispersiné analizé ir baltymo kiekio jvertinimas. Taip pat, naudojant Sios programos EDA
modulj braizyta hierarchinio klasterio diagrama. Baltymy identifikacija atlikta naudojant obels

genomo duomeny baze v.1.0 bei Matrix paieskos programing jrangg.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Endofity jtakos vertinimas tigliy augimo savybéms ir morfologijai

Endofitinés bakterijos yra placiai paplitusios tarp augaly. Jos kolonizuoja augalg ir
nesukelia ligy [113]. Endofity ir jy kolonizuojamo augalo sgveika buvo tiriama, siekiant suprasti
jy tarpusavio rysius [36]. Zinoma, kad endofitinés bakterijos turi keleta mechanizmuy, kuriais gali
skatinti augaly augima, taip pat jos didina prisitaikymg prie aplinkos sglygy sukelto abiotinio ir
biotinio streso [114; 115]. Fernandesas su bendraautoriais parodé, kad bakteriniai endofitai
Burkholderia phytofirmans PsIN padidina vynuogiy augaly atsparumg S$al¢iui, keiciant
fotosintetinj aktyvumg ir angliavandeniy metabolizma [116]. Naveedas su bendraautoriais
nustate, kad bakterijos buvimas kvieciy augaluose, augintuose esant sumazintomis drékinimo
salygomis, skatina augaly aklimatizacija, del kurios sumazéja lasteliy pazeidimas, padidéja
fotosintezés aktyvumas ir kaupiasi su Sal¢io stresu susij¢ metabolitai, tokie kaip krakmolas,
prolinas ir fenolio junginiai [117]. Tai, kad augaly ir endofitiniy bakterijy sgveika yra naudinga
tieck augalui Seimininkui, tiek ji kolonizuojanciai bakterijai, zinoma jau seniai. Taciau in vitro
salygomis endofity poveikis augalui Seimininkui gali tapti ir patogenisku. Endofity pasalinimas
i§ audiniy yra sudétingas procesas, todél neigiamas endofitiniy baterijy poveikis in vitro gali
trukdyti augaly perkélimui j in vitro salygas. Priezastys, kurios apsprendzia endofity neigiama
poveikj augalui in vitro dar yra mazai tyrinétos. Galimai augalo ir bakterijy sgveikos
pasikeitimas yra susijes su aplinkos salygy pasikeitimu. Yra zinoma, kad augalo sgveikai su

mikroorganizmais, tarp jy ir patogenais, yra reikSmingas ap$vietimas [118].

Siuo tyrimu jvertintas obels filosferos endofitiniy bakterijy Bacillus spp. kamieny Oa_4 ir
Da_1 poveikis naminés obels tigliy biomasei ir pridétiniy tigliy skaiciui po 21 dienos inkubacijos
in vitro, esant skirtingoms aps$vietimo saglygoms. Gauti rezultatai rodo, kad naminés obels tgliy
biomasés prieaugj ir pridétiniy tgliy skaic¢iy abu Bacillus spp. bakterijy kamienai slopino, esant

ir normaliam, ir maZesnio intensyvumo apsvietimui (Zr. 3.1. pav).

Esant normaliam apSvietimui Bacillus sp. Oa 4 bakterijos 1émé 4,4 Kkartus, o Bacillus sp.
Da_1 3,4 kartus mazesnj biomasés prieaugj, palyginti su kontroliniais tgliais. Bacilus sp. Oa_4
kamienas ~3,1 kartus slopino figliy augimg, o Bacilus sp. Da_1 ~2,7 kartus, palyginti su

kontrole, taciau Gigliy morfologiniai pazeidimai nebuvo nustatyti.

Esant mazesnio intensyvumo aps$vietimui, didesniy poky¢iy nepastebéta. Tiek Bacilus sp.
Oa_4, tiek Bacilus sp. Da 1 bakterijy kamienai taip pat slopino naminés obels tigliy biomasés

pricaugj ir pridétiniy Ggliy skaiciy. Bacilus sp. Oa 4 kamienas 3,5 karto slopino biomasés
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prieaugj ir ~3,4 karto tigliy augima, o Bacilus sp. Da 1 kamienas 3,3 karto biomasés prieaugj ir

~3,6 karto tigliy augimg palyginti su kontrole.

Masé, g
A 0 0.1 0.2 0.3 0.4
Kontrolé o &n=30
- om0 Normalus
apSvietimas
Bacillus sp. Oa_4 i 11—-'.1(}_ - .
S - b: 10 ® Mazesnio
intensyvumo
Bacillus sp. Da_1 B b n=40 ap§v16t1mas
T R v:n-10
B Pridétiniai agliai, vnt
0 1 2 3 4 5 6 7

B — a;n=25 ¥ w
e 1o ¥ Yegr

'Lh;n—d,(] - ,\. -

Bacillus sp. Oa_4 P o
‘b:n=10 \ -

~b; n=40 abe

Bacillus sp. Da_1 the éﬁ
- b:n=10 L "

3.1. pav. Naminés obels ugliy masé (A) ir pridetiniy ugliy skaicius (B) po 21 dienos auginimo su

endofitinémis Bacillus spp. Oa_4 ir Da_1 bakterijomis, esant skirtingomis apsvietimo sglygomis

Pateikti vidurkio ir standartinés vidurkio paklaidos duomenys, gauti panaudojant nuo 10 iki 40 biologiniy
pakartojimy i§ 4 eksperimenty. Vienoda raide pazyméti duomenys, kurie néra patikimai skirtingi ( p < 0,01).

Siuo metu yra mazai zinoma apie su augalais susijusiy Bacillus spp. bakteriju poveikij.
Bacillus spp. i§ pradziy buvo laikoma tipine dirvozemio bakterija [119]. Yra Zinoma, kad keletas
Bacillus riisiy gamina toksinus, kurie slopina augaly grybeliy ir patogeny augimg ir veikla.
Labiausiai istirty raiSiy yra B. subtilis [120]. Taip pat buvo nustatyta, kad Bacillus populiacijos
taip pat gali skatinti augaly atsparuma, stimuliuodamos augaly Seimininkus arba tarpusavio
sgveikas [121]. Augaly Seimininkus taip pat gali paveikti hormonai, kuriuos, kaip Zinoma,

gamina jvairios mikrobinés rasys, jskaitant ir B. subtilis [122].

Beauregarda ir kiti nustaté, kad B. subtilis kolonizuoja Arabidopsis thaliana Saknis.

Sie tyréjai nustaté teigiama B. subtilis poveikj A.thaliana augimui [123]. Arkhipova su
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bendraautoriais nustaté, kad dirbtinéje terpéje B. subtilis skatina augaly augimg per citokinino
hormony ir lakiyjy, kurie keifia augaly hormony homeostaze, sekrecijg [124]. Kiti tyr¢jai
nustaté, kad B. subtilis gali tiesiogiai uzkirsti kelig bakterijy patogeny uzkrétimui [125]. Baisas ir
kiti iStyré, kad B. subtilis isskiria surfaktanta, kuris veikia kaip antimikrobinis preparatas nuo
patogeny, tokiy kaip Pseudomonas syringae [126]. Taip pat, buvo nustatyta, kad B. subtilis gali
netiesiogiai apsaugoti augalus, sukuriant sisteminj atsparuma, kuris suteikia augaly apsauga nuo

daugelio patogeny [127;128].

Miisy tyrimo metu gauti rezultatai rodo, kad visais atvejais bakterijy Bacillus spp. Oa_4 ir
Da_1 kamienai in vitro salygomis slopina augaly augima ir pridétiniy tigliy skai¢iy. Tai rodo,
kad Sie bakterijy kamienai in vitro saglygoms gali veikti patogeniSkai arba gali netiesiogiai sukelti
augalams stresg. Kadangi, morfologiniai pazeidimai budingi patogenezei (deformuoti audiniai,
nekrozés) obels tigliams nebuvo nustatyti, bet buvo aiSkus tigliy augimo slopinimas galima teigti,
kad Bacillus spp. Oa 4 ir Da 1 bakterijy kamieny ir obels sgveika in vitro salygomis néra
suderinama, t.y. Sios bakterijos néra patogenai, taciau obels tgliams sukelia stresg ar kitaip
slopina jy augimg. Ankstesni tyrimai taip pat parodé¢, kad Bacillus sp. Oa 4 bakterijy kamienas
slopino obels tigliy augimg [129], ta¢iau Bacillus sp. Da_1 kamieno slopininatis poveikis nebuvo

tirtas.

Zinoma, kad in vitro aplinkos streso augalui pozymis — ADJ kaupimas lasteléje, kuris gali
sukelti sulétéjus] augalo augima, pagreitinti audiniy sené&jimo procesus ir fiziologinj atsakg ir
slopinti augalo audiniy regeneracija [33]. Gali biiti, kad miisy tyrimo metu, obels Tigliy lgstelése
kaupési ADJ. Tai galéty paaiskinti Ggliy augimo ir regeneracijos slopinimo procesus.
Tolimesniuose tyrimuose reikéty atlikti ir ADJ kaupimosi obels tgliy lastelése tyrimus, kurie

galéty paneigti arba patvirtinti $ig prielaida.

3.2. Obels Igsteliy visuminé baltymy analizé dvikryptés baltymu elektroforezés

metodu

Endofitiniy bakterijy ir obels Igsteliy sgveikos tyrimuose naudojami moderniis metodai,
tokie kaip proteomos analizeé, atskleidzia obels Igsteliy visuminius geny raiSkos pakitimus
baltymy lygmenyje ir sudaro galimybe detaliai iSsiaiSkinti endofitiniy bakterijy poveikj obels

lasteléms pirmines sgveikos metu.

Atlikta keletas tyrimy, kuriuose nagrinéta visuminé geny raiSka augalo ir endofitinés
bakterijos saveikos metu. Heazlewoodas su benraautoriais iStyré vairenio (A.thaliana)
mitochondrijy funkcijas ir nustaté didelg pakitusios raiskos baltymy grupe. Eksperimento metu

buvo identifikuota 416 baltymy, kurie susij¢ su DNR sinteze, transkripcijos reguliavimu,
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baltymy komplekso surinkimu ir Igstelés signaly perdavimu [130]. S. Timmuska ir
E. G. H. Wagneris nustaté augaly geny raiSos pokycius, sukeltus po inokuliavimo su augaly
augima skatinandiomis rizobakterijomis. Sie mokslininkai identifikavo ankstyvo atsako i
dehidrogenaze 15 (angl. earlyresponsive to dehydration (ERDI15)) baltyma, kurio raiskos
poky¢iai anks¢iau buvo nustatyti atsako j sausros sukelta stresg metu [131]. S. Kandasamis su
bendraautoriais analizavo molekuling ryziy lasteliy ir Pseudomonas fluorescens bakterijos

saveika ir identifikavo baltymus, dalyvaujancius apsauginiame ir metabolizmo procesuose [132].

Siuo tyrimu diferencine dvikrypte baltymy eletroforeze lastelés baltymy pavyzdziai
frakcionuoti riigstiniame pH gradiente (pH 4—7). Gelyje rastos vidutiniSkai 2287 + 142 proteoformos.
Gelius palyginus pagal vidinj standarta nustatytos vidutiniskai 1962 + 138 proteoformos. Statistine
duomeny analize jvertinus skirtumus tarp SeSiy eksperimento grupiy (nurodyty 3.2. pav.) nustatyta
111 proteoformy, kurioms budingi patikimi (p < 0,01) ir didesni kaip du kartus baltymy kiekio
pakitimai (zr. 3.1. lentelg).

Diferencine raiSka pasizymincios proteoformos suskaidytos tripsinu ir atlikta peptidy
analizé skys¢iy chromatografijos ir tandeminés masiy spektrometrijos metodu. VienareikSmiskai
identifikuotos 49 proteoformos, kurios atitiko 38 unikalius obels genus. Du genus atitiko po dvi
proteoformas, vieng geng — trys proteoformos ir dar vieng geng — aStuonios proteoformos.
Remiantis obels geny anotacija charakterizuoti 38 baltymai. Nustatytas vienas nezinomos
funkcijos baltymo genas, kurio raiSka Zenkliai pakito po inkubacijos su Bacillus sp. Oa_4
kamienu, ypal esant mazesnio intensyvumo apsSvietimui. Identifikuoty 49 proteoformy

duomenys Sesiy eksperimento grupiy bandiniuose pateikti 3.2. paveiksle.
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3.1. lentelé. Proteomos tyrimu identifikuoti diferencinés raiskos baltymai

Proteo Mascot Pep

- Malus peptido Krite— - SA | MM | A thaliana Baltymo Baltymo

formos Nr. . tiduy | [%] | /pl hologo Nr. pavadinimas! simbolis

rijus

Nr. sk.

6 | MDP0000437009 | 238 | 6 | 131 /3;2 AT2G19770.1 Profilinas—5 PRF5

7 | MDP0000399295 | 129 | 2 |101| 207 | ATag30730.1 |  PLAT domeng PLAT1
/5,1 turintis baltymas 1

8 | MDPO000631455 | 844 | 14 |341| “r> | AT2G28000.1 | 60alfasaperonas | CPNGOA
323 Dehidratacijos

9 | MDP0000303602 | 366 7 264 /7’9 | AT1G47980.1 | indukuojamas
’ baltymas

12 | MDP0000327231 | 857 | 12 |402| *1% | AT2G05990.2 Enoilo-ACP ENR1
/8,5 reduktaze 1

15 | MDP0000085889 | 409 | 10 |301| 282 | AT2G30200.1 S-malonilo MCT
/6,8 transferaze

16 | MDP0000248778 | 339 | 7 |459 | 297 | AT3G20390.1 | AKtyvaus tarpininko | oo
/8,3 deaminazé
1189 70 kDa

18 MDP0000322220 742 17 | 19,9 /5’9 AT5G02500.1 | temperatirinio Soko | HSC70-1
’ baltymas 1/8

19 | MDP0000220163 | 99 2 198 }g'g AT3G52590.1 Ubikvitinas UBQ1

22 | MDP0000096349 | 138 3 |174| 2! | AT2Ga7730.1 |  Clutationo S- GSTF8
6,2 transferazé

24 | MDP0000942516 | 140 3 |258] 17 Giminingas Pru av—1
/5,6 alergenui Pru av-1

26 | MDP0000944409 | 141 3 | 166 /5%; AT2G39730.1 | Rubisko aktyvazé RCA

28 | MDP0000231666 | 135 | 3 | 94 | 22° | AT1G47128.1 | £emos temperatliros | pryog o
/5,3 aktyvuotas
214 Flavodoxinui

31 | MDP0000509613 | 493 8 [552| jg's | AT5G54500.1 |  gimininga chinono FOR1
! reduktazé

32 | MDP0000942516 | 140 | 3 | 258 172 Giminingas Pru av-1
/5,6 alergenui Pru av-1

33 | MDP0000942516 | 140 3 |58 175 Giminingas Pru av—1
/5,6 alergenui Pru av-1

35 | MDP0000525934 | 1137 | 21 | 532 ;12,411 AT5G19780.1 | Tubulinas alfa 5 TUA5
176 Panasus |

37 | MDP0000295543 | 443 6 |541| ~0° | AT1G24020.2 dominuojantj MLP423
/5.4

latekso baltyma 423
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Proteo Mascot Pep

- Malus peptido Krite— - SA | MM | A thaliana Baltymo Baltymo

formos Nr. - tidy | [%] | /pl hologo Nr. pavadinimas* simbolis

rijus

Nr. sk.

42 | MDP0000941173 | 780 | 18 | 44,7 5/4%2 AT1G19920.1 | ATP sulfurilazé2 | ATPS2

45 | MDP0000124634 | 228 | 6 |305| 221 | AT2G03440.1 | Panasus inoduling I\ opg
/5,2 baltymas

47 | MDP0000291593 | 261 5 1103 397 | AT26315701 Glutationo GPX2
8,4 peroksidaze

49 | MDPO000942516 | 140 | 3 |258] 1° Giminingas Pru av-1
/5,6 alergenui Pru av-1

50 | MDP0000291807 | 1409 | 22 |486| 283 | AT5G14780.1 Formato FDH
/6,6 dehidrogenazé

51 | MDP0000291807 | 1409 | 22 |486| 283 | AT5G14780.1 Formato FDH
/6,6 dehidrogenazé

52 | MDP0000487384 | 1420 | 24 | 65 /52'2 AT5G23860.2 | Tubulinasbeta8 | TUBS
45,6 5—aminolevulininés

55 | MDP0000933051 | 798 | 16 | 42,3 AT1G69740.2 | >m . > | ALADH1
/6,3 rugsties dehidratazé

62 | MDP0000878750 | 104 2 | 72| 398 | AT2Ga1530.1 | Sformilglutatino | o5
/6 hidrolazé

64 | MDP0000160664 | 198 | 3 |316| 12° | AT3G04780.1 |  PITH domeng
/14,9 turintis baltymas
16.8 Glicino prisotintas

70 | MDP0000797759 | 97 3 209 /o's | AT2G216602 | RNR surisantis GRP7
’ baltymas 7

74 | MDP0000709748 | 117 3 142 fég AT3G53620.1 | Pirofosforilazé 4 Ppad

78 | MDP0000312569 | 201 | 5 |523]| 17f Giminingas Pru av-1
/5 alergenui Pru av-1
655 Hsp70-Hsp90

79 | MDP0000422652 | 581 | 15 |307| /2’7 | AT1G62740.1 | organizuojantis Hop2
' baltymas 2
26.6 Panasus |

81 MDP0000687873 90 3 | 164 / 5’3 AT3G60450.1 fosfoglicerato
' mutaze baltymas

82 | MDP0000213223 | 188 3 | 91 | 41 | ATsG17710.1 | C'PE ko-Saperony
14,6 Seimos baltymas
29 8 Kunitz Seimos

84 | MDP0000619608 | 174 3 226 ;3’7 | AT1GL7860.1 | tripsino ir proteaziy KTI
’ slopiklis
99 8 Kunitz Seimos

85 | MDP0000619608 | 174 3 226 ;3’7 | ATIGL7860.1 | tripsino ir proteaziy KTI
' slopiklis

86 | MDP0000188674 | 482 | 9 | 46 | 228 | ATsG0o2790.1 |  Clutationo S- GSTL3
/5,1 transferazé L3
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Proteo Mascot Pep
- Malus peptido Krite— - SA | MM | A thaliana Baltymo Baltymo
formos Nr. . tidy | [%] | /pl hologo Nr. pavadinimas? simbolis
rijus
Nr. sk.
176 Panasus |
87 MDP0000299311 212 4 24 ' AT1G24020.2 dominuojantj MLP423
/5,7
latekso baltyma 423
176 Panasus ]
88 MDP0000295540 292 6 52,2 ' AT1G24020.2 dominuojantj MLP423
/5,7
latekso baltyma 423
38/ Numanomas
90 MDP0000477969 182 3 11,3 48 AT2G35490.1 | plastidziy lipidus PAP3
’ surisantis baltymas
323 Dehidratacijos
91 MDP0000303602 | 366 7 | 264 /4’9 AT1G47980.1 indukuojamas
’ baltymas
18.1 Cisteino prisotintas
94 MDP0000711379 138 2 14,7 /5’3 AT4G33720.1 sekretuojamas CAP
’ baltymas
95 | MDP0000570395 | 100 | 2 | 45 | °>3 | ATac16260.1 | ,\umanoma beta-—
/6,1 1,3-endogliukanazé
97 MDPQ0000222724 361 6 17 4/3%6 AT5G24090.1 Chitinazé A CHIA
103 MDP0000287581 259 5 6,5 ?gg AT5G24090.1 Chitinazé A CHIA
104 | MDPO000287581 | 259 | 5 | 65 | gy | AT5G240901 |  Chitinaze A CHIA
34,1 Gama GAMMA
106 MDP0000201631 398 10 |415 /61 AT1G19580.1 Karboanhidraze 1 CAL
109 | MDP0000196554 | 106 | 3 | 65 | ;75 | AT3G2e2001 | CROAMIOMULZE |y
19,7 Ribosomy baltymas | RPL12-
111 MDP0000235602 422 6 40,4 /57 AT3G27830.1 L19-A A

! Baltymy pavadinimas atitinka A. thaliana homologisko baltymo pavadinimg. Sutrumpinimai: SA - identifikuoty
peptidy seky atitikimas Malus baltymo sekai; MM — molekuliné masé¢; pl — izoelektrinis taskas.
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3.2. pav. Diferencine raiska pasizyminciy 49 proteoformy duomenys keturiy eksperimento grupiy
bandiniuose: kontrolés ir po poveikio su Bacillus spp. kamienais Oa_4 ir Da_1 esant skirtingom

apsvietimo sqlygom

Pateikti vieno budingo gelio duomenys i$ 4 eksperimente naudoty biologiniy pakartojimy. A— esant normalioms
aps§vietimo sglygom; B — esant maZesnio intensyvumo apSvietimui.
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3.2. pav. Diferencine raiska pasizyminciy 49 proteoformy duomenys keturiy eksperimento
grupiy bandiniuose: kontrolés ir po poveikio su Bacillus spp. kamienais Oa_4 ir Da_1 esant

skirtingom apsvietimo sqlygo ( tesinys)
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3.2. pav. Diferencine raiska pasizyminciy 49 proteoformy duomenys keturiy eksperimento
grupiy bandiniuose: kontrolés ir po poveikio su Bacillus spp. kamienais Oa_4 ir Da_1 esant

skirtingom apsvietimo sqlygom (tgsinys)
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3.2.1. Principiné komponenciy analizé

Atlikta bakteriniy endofity poveikio baltymy raiSkai panasumy ir skirtumy analizé tarp
eksperimento grupiy, taikant principinés komponenciy analizés (angl. Principal Component
Analysis (PCA)) metoda (3.3. pav.). Panaudojus dvi komponenciy asis nustatyti skirtumai tarp
visy eksperimento grupiy. Dvi komponenciy aSys atitinka didziausius duomeny skirtumus,
pirmoji komponenté — ~0,4, antroji — 0,44. Pagal pirmaja komponente labiausiai issiskiria
Bacillus sp. kamieno Oa_4 poveikis, kuriam budingi didZiausi baltymy raiSkos skirtumai esant
mazesnio intensyvumo apSvietimui, lyginant su kontroline grupe. MaZiau, bet panaSaus lygio
skirtumai budingi ir Bacillus sp. kamieno Da_1 poveikiui, esant mazesnio intensyvumo
apsvietimui, bei Bacillus sp. kamienui Oa_4 esant normalioms ap$vietimo saglygoms. Lyginant su
kontrolés tgliais, maziausiai skirtumy budinga Bacillus sp. kamieno Da_1 poveikiui, esant
normaliam apSvietimui. Taigi, pagal pirmaja komponente ryskiausi skirtumai tarp kontrolinés
grupés ir Bacillus sp. kamieny Oa 4 ir Da 1 poveikio. Pagal antra komponentg isryskéja
skirtumai tarp abiejy bakterijy kamieny esant tieck normalioms aps$vietimo sglygoms, tiek
mazesnio intensyvumo apSvietimo sglygoms. DidZiausi skirtumai tarp vienos eksperimento
grupés biologiniy pakartojimy buvo budingi Bacillus sp. kamieno Oa_4 poveikiui, esant

normaliam apsvietimui.

Qo a

Principiné komponenté 2

008 0 o005 01 018 0z ozs 03 0as
Principiné komponenté 1

3.3. pav. Endofity panasumy ir skirtumy analizés rezultatai

Spalvy paaiSkinimas: Zalia — kontroliné grupé, esant normaliam apS$vietimui; geltona — kontroliné grupé, esant
mazesnio intensyvumo apS$vietimui; Sviesiai mélyna — Bacillus sp. Da_1 kamienas, esant normaliam ap3vietimui;
tamsiai mélyna — Bacillus sp. Da_1 kamienas, esant mazesnio intensyvumo apSvietimui; raudona — Bacillus sp.
Oa_4 kamienas, esant normaliam ap§vietimui; roziné — Bacillus sp. Oa_4 kamienas, esant maZesnio intensyvumo
apSvietimui.
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3.2.2. Bakteriju poveikis obels tigliy baltymy raiskai

Hierarchine klasteriy analize palyginta visy 49 identifikuoty, diferencine raiSka
pasizymin€iy proteoformy duomenys. Remiantis baltymy kiekio pasikeitimo désningumais,
ISskirtos astuonios salyginés baltymy raiskos grupés (zr. 3.4. pav.). Baltymy kiekio padidéjimas
buidingas beveik visoms idenifikuotoms grupéms, iSskyrus 5 baltymams priskirtiems 4 ir

8 grupéms, kuriems biidingas baltymy kiekio sumaz¢jimas.

Pirmaja grupe (33 proteoformos) sudaro baltymai, kuriy kiekis, palyginti su kontrolés
variantu, padidéja tgliuose, inkubuotose su Bacillus spp. kamienais Oa 4 ir Da 1, taiau
poveikis tarp skirtingy apSvietimo salygy skiriasi. Didziausi baltymy raiskos skirtumai pastebimi
po inkubacijos su Bacillus sp. Oa_4 kamienu, esant mazesnio intensyvumo apSvietimui. Taip pat
patikimi baltymy raiSkos skirtumai po inkubacijos su Bacillus sp. Oa_4 kamienu stebimi esant
normaliam apSvietimui, bei po poveikio su Bacillus sp. Da_1 kamienu, esant maZesnio
intensyvumo apSvietimui. MaZiau, bet taip pat patikimi skirtumai stebimi po inkubacijos su
Bacillus sp. Da_1 kamienu, esant normalioms ap§vietimo salygoms. Sioje grupéje didziausia
baltymy raiSka stebima Zemos temperattros aktyvuotam baltymui (RD21A), kuris atsakingas uz
biotinj ir abiotinj atsakg j stresg, taip pat padeda apsisaugoti nuo patogeny [133], ir 70 kDa
temperatiirinio Soko baltymas 1/8 (HSC70-1), kuris dalyvauja reguliuojamoje RNR polimerazés
IT priklausomy geny transkripcijoje [134], bei PLAT domeng turintis baltymas (PLATI), kuris
dalyvauja lasteliy migracijos ir audiniy reorganizacijos procesuose [135]. Sioje grupéje,

dauguma baltymy yra susij¢ su atsaku j stresg.

Pazymétina, kad pirmajai grupei budingi didziausi baltymy kiekio pasikeitimai. Po
inkubacijos su Bacillus sp. Oa_4 kamienu ir esant mazesnio intensyvumo apSvietimui, palyginti
su kontrolinés grupés tgliais, baltymy kiekis padidé¢jo nuo 2 iki 117 karty: stipriausiai
aktyvinamas PLAT1 (~117 kartus), RD21A (~59 kartus), dar 13 proteoformy kiekis padidéjo
daugiau kaip 10 karty. Po inkubacijos su tuo paciu kamienu, ta¢iau esant normaliam apSvietimui,
baltymy kiekis padidéjo nuo 1,6 iki 35 karty. Sioje grupéje taip pat stipriausiai aktyvinami
RD21A (~35 kartus), bei PLAT1 (~29 kartus). Po inkubacijos su Bacillus sp. kamienu Da_1
abejomis auginimo salygomis labiausiai aktyvinamas RD21A (normalus apsvietimas ~24 karto,
mazesnio intensyvumo apSvietimas ~124 karto). Nors PLAT1 kiekis taip pat statistiSkai
patikimai padidéjo po inkubacijos su Bacillus sp. Da_1 esant maZesnio intensyvumo apSvietimui,
taciau Bacillus sp. Oa_4 inkubacijos metu gautas 3,4 karto didesnis rezultatas (baltymy kiekis
padidéjo 117 ir 34 atitinkamai po Bacillus sp. kamieny Oa_4 ir Da_1 poveikio, esant mazesnio
intensyvumo apsvietimui). Todél galima teigti, kad §i baltymy grupé didzigja dalimi atspindi

Bacillus sp. Oa 4 kamieno indukuojamg specifiska obels lgsteliy atsaka.
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Antra, didziausig grupe sudaro 35 proteoformos, kurioms patikimi skirtumai nustatyti po
inkubacijos su abiem Bacillus sp. kamienais, taciau tik esant mazesnio intensyvumo ap$vietimui.
Taip pat nemazai patikimy skirtumy stebima ir po poveikio su Bacillus sp. kamienu Oa_4, esant
normalioms aps$vietimo salygoms, bei po poveikio su Bacillus sp. Da_1 esant skirtingomis
apSvietimo sglygomis. Bacillus sp. Da 1 baltymy raiSkai turi jtakos tik sumazinus apSvietima, o
esant normalioms apSvietimo saglygoms, patikimy skirtumy nenustatyta. Didelé baltymy raiska
stebima giminingam alergenui Pru—avl baltymui (Pru-avl) bei 5-aminolevulininés ragsties
dehidratazei (ALADH1), bei keliem neidentifikuotiems baltymams (41 ir 63). Sioje grupéje
nustatyta keletas baltymy (PITH domeng turintis baltymas, panaSus j noduling 1 baltymas), kurie
susije su atsaku ] stresa [136]. Taip pat Sioje grupéje nustatyti mitochondrijy baltymai, ATP
sulfurilaze 2 ir formato dehidrogenazé, kurie susije su energijos apykaitos pokyciais
[137; 138; 139]. Su nodulinu susij¢s baltymas bei tubulino B grandinés baltymas yra susij¢ su

citoskeleto baltymais. Sie baltymai dalyvauja lastelés reorganizacijos procesuose.

Treciajai grupei priklauso 17 proteoformy. Patikimi baltymy raiskos skirtumai pastebéti po
inkubacijos su Bacillus sp. kamienu Oa 4, esant maZesnio intensyvumo apsvietimui. Cia
matomas baltymy kiekio padidé¢jimas, i$ kuriy 3—jy kiekis reikSmingai padidéjo daugiau nei du
kartus (giminingas alergenui Pru av-1, bei du neidentifikuoti baltymai). Nemazai patikimy
skirtumy pastebima ir tarp abiejy Bacillus sp. Oa_4 ir Bacillus sp. Da_1 , taip pat esant mazesnio

intensyvumo apSvietimui.

Ketvirtgjai grupei priskirtos tik 3 proteoformos, kuriy kiekiai palyginti su kontrolés
lastelémis pakito statistiSkai reik§mingai, bet gana nezymiai (po inkubacijos su Bacillus sp. Oa_4,
esant normaliam apSvietimui sumazéjo 1 karta, esant mazesnio intensyvumo apSvietimui
padidéjo 1,1 karto, o po inkubacijos su Bacillus sp. Da 1, esant normaliam ap§vietimui sumazgjo
0,7 karto, o esant mazesnio intensyvumo ap$vietimui, padidéjo 1,2 karto). Po inkubacijos su
abiem Bacillus sp. kamienais Oa 4 ir Da_1 ir esant normaliomis ap$vietimo salygomis baltymy
raiSka sumazéjo, o esant mazesnio intensyvumo apsvietimui, padidéjo nedaug. Patikimi
skirtumai pastebimi tarp bakterijy esant skirtingam apsSvietimui, bei po poveikio su Bacillus sp.

Oa_4, esant mazesnio intensyvumo apsvietimui.

Penktajai grupei priklauso tik 2 proteoformos, kurios po inkubacijos su Bacillus sp.
kamienu Da 1 rodo dvigubai didesnj baltymy kiekj, esant mazesnio intensyvumo apsSvietimui.
Patikimi baltymy rai$kos skirtumai biidingi tarp Bacillus sp. kamieny Oa 4 ir Da_1 esant tiek
normaliam apsvietimui, tiek sumazinto intensyvumo apsvietimui. Taip pat patikimi skirtumai
pastebimi ir po inkubacijos su Bacillus sp. Da_1 kamienu, esant normalioms apSvietimo

salygoms.
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Sestaja grupe (17 proteoformy) sudaro baltymai, kuriy raiska, esant normaliam ap$vietimui,
patikimai padidéja po inkubacijos su Bacillus sp. kamienu Oa_4. Taip pat esant maZesnio
intensyvumo apsveitimui stebimi patikimi baltymy raiSkos pokyciai. Nemazai patikimy skirtumy
matoma ir po inkubacijos su Bacillus sp. Da_1 kamienu, esant jvairioms aps§vietimo saglygoms.
Patikimy skirtumy po inkubacijos su Bacillus sp. Oa_4 ir Bacillus sp. Da_1 kamienais, esant
skirtingomis apsSvietimo salygomis, tarp ty paciy kamieny, nenustatyta dé¢l Siai grupei biidingos
didelés variacijos. IS 17 proteoformy identifikuotos buvo tik 7. IS jy 3 (Chitinazé A (CHIA),
numanoma § — 1,3—-endogliukanazé, cisteino prisotintas sekretuojamas baltymas (CAP)) susij¢ su

atsaku ] patogenus [140; 141; 142].

Septintg grupe sudaro tik 2 proteoformos, kuriy raiSka pakitimai skiriasi po inkubacijos su
abiem endofitiniais kamienais, esant normalioms apSvietimo sglygoms bei tarp ty paciy kamieny,
esant skirtingoms apSvietimo salygoms. Abi Sioje grupéje esancios proteoformos patikimai

padidéjo.

Paskuting, aStunta grupe sudaro taip pat tik 2 proteoformos, kurioms btidingas baltymy
kiekio sumazéjimas po poveikio su abiem Bacillus sp. kamienais. Kontrolinéje grupéje, esant
mazesnio intensyvumo apsvietimui stebimas nedidelis baltymy kiekio padidéjimas. Patikimas
baltymy kiekio sumazéjimas stebimas tik po inkubacijos su Bacillus sp. kamienu Oa_4, esant
mazesnio intensyvumo apSvietimui. Ryskiausias sumazéjimas stebimas ribosomy baltymo L12-

A
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3.4. pav. Diferencine raiska pasizyminciy obels lgsteliy proteoformy kiekio hierarchinés

klasteriy analizés rezultatai

AStuonios pagrindinés grupés pazymétos skaiCiais kair¢je. Spalviné diagrama rodo baltymo kiekio
sumazéjima (Zalia) arba padidéjima (raudona). Zvaigzdutés 1-9 stulpelyje Zymi statistiskai patikima (p < 0,01) ir
didesnj kaip du kartus baltymy kiekio skirtuma Oa_4 palyginti su kontroline grupe (1), Da_1 palyginti su kontroline
grupe (2), Oa_4 ir Da_1 palyginti tarpusavyje (3), Oa_4 palyginti su kontroline grupe, esant mazesnio intensyvumo
apSvietimui (4), Da_1 palyginti su kontroline grupe, esant mazesnio intensyvumo apsvietimui (5), Oa_4 ir Da_1
palyginti tarpusavyje, esant mazesnio intensyvumo ap3vietimui (6), Oa_4 palyginti tarpusavyje, esant skirtingom
apsvietimo salygom (7), Da_1 palyginti tarpusavyje, esant skirtingom aps§vietimo salygom (8), kontrolinés grupés,
palyginti tarpusavyje, esant skirtingom aps$vietimo salygom (9); 3 stulpelyje pateikti baltymy pavadinimai, 4 —
sutrumpinti baltymy pavadinimai (simboliai) pagal A. thaliana atitikmenis.
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3.4. pav. Diferencine raiSka pasizyminciy obels lgsteliy proteoformy kiekio hierarchinés klasteriy

analizés rezultatai (tesinys)

Pastebétina, kad tugliy morforlogijos tyrimais patikimy skirtumy tarp bakterijy kamieny
poveikio bei apSvietimo saglygy poveikio tigliy ir endofity sgveikai nebuvo nustyta. Taciau tokie
skirtumai akivaizdus baltymy raiskos lygmenyje. Hierarchinés klasteriy analizés rezultatai rodo,
kad dalis baltymy raiskos poky¢iy yra budingi abiem Bacillus genties kamienams ir galimai
atspindi Sios bakterijy genties ar bendrai augaly ir endofity sgveikai biidingus procesus. Taip pat
yra ir skirtumy tarp tirty kamieny poveikio, kuris labiau iSryskéja sumazinto apSvietimo
salygomis. Esant mazesnio intensyvumo apSvietimui nustatyta 106 ir 91 patikimi baltymy kiekio
skirtumai atitinkamai Bacillus sp. kamienams Oa_4 ir Da_1, i$ kuriy 88 yra budingi abiems

kamienams, o 18 ir 3 budingi tik atithkamai Oa_4 ir Da_1. Normaliomis ap$vietimo salygomis
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nustatyta 87 ir 31 patikimi baltymy kiekio skirtumai atitinkamai Su Bacillus sp. kamienams
Oa_4 ir Da_1, i$ kuriy 29 yra budingi abiems kamienams, o 58 ir 2 budingi tik atithkamai Oa_4
ir Da_1.

3.2.3. Diferencinés raiskos baltymuy funkcijos

Tolesnés $iy duomeny analizés tikslas — atskleisti geny funkcijy bendrus ypatumus, kurie
padéty suprasti obels tgliy ir endofity sgveikos sgsajas bei molekulinj mechanizmag. Atliekant
analizg¢ taikyti du geny funkcijas ir sgveikas apibendrinantys metodai: biologiniy procesy analizé,
paremta geny ontologija (GO) ir geny sgveiky vertinimas pasitelkiant String duomeny bazéje

sukauptus duomenis.

Siekiant jvertinti klasteriu analize nustatytoms geny raiSkos grupéms buidingus baltymy
biologiniy funkcijy ypatumus, GO terminy analizé¢ taikyta atskirai keturioms i§ Siy grupiy
(1, 2, 3 ir 6), kurioms priskirta daugiau nei po tris baltymus. Taikant geny ontologijos terminy
paieska, Sioms grupéms priskirti atitinkamai 50, 55, 20 ir 10 unikal@is biologinj procesa
apibidinantys GO terminai. Priskirti GO terminai apibendrinti taikant REVIGO algoritma,
vertinant] terminy giminingumo ry$j pagal semantinj panaSumg [113]. 3.5. paveiksle pateikti
apibendrinti biologiniy procesy terminy rezultatai, atskleidziantys grupéms budingus tam tikrus

geny raiSkos panasumus ir skirtumus.

1-ai grupei priklauso didelis identifikuoty unikaliy baltymy (16) ir GO terminy kiekis (50),
taip pat gautas nemazas biologiniy procesy skaicius — dominuoja oksidacijos redukcijos procesai
(7,5 % daznis), taip pat ir apsauginio atsako (6,1 %) procesai. Sioje GO terminy grupéje
i$siskiria steroidy biosintezés procesas (0,4 %) bei transliacijos (3,3 %) procesai, nes jy

unikalumo kriterijus maziausias.

2—ai grupei, taip pat buidinga didelé¢ biologiniy procesy jvairové: identifikuoti 13 unikaltis
baltymai, ir jiems nustatyti 55 GO terminai ir apibendrinti rezultatai apima 12 terminy. Pagal
daznj dominuoja oksidacijos redukcijos procesai (7,5 %). Su apsauginiu atsaku (6,1 %) susije¢
procesai turi tokj pat daznj kaip ir pirmojoje grupéje. Lyginant bendrai, aukStas unikalumo
kriterijus (dviejy terminy — didesnis kaip 0,8, o bendrai visy terminy — didesnis kaip 0,5) rodo,

kad tarp Siai gupei budingy procesy yra daug bendro.

3-ai grupei priklauso 8 unikalGs baltymai, kuriems budingi 20 GO terminai, taiau
apibendrinti rezultatai apima tik 5 terminus. Pagal daznj ¢ia dominuoja apsauginio atsako

(6,1 %) procesai, taip pat reikSmingg dalj sudaro ir atsakas j biotinj stresa (5,2 %).
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6 grupei priklauso 7 unikalts baltymai ir identifikuota 10 GO terminy, o apibendrinti

rezultatai apima 3 terminus. Didziausig daznj ¢ia turi angliavandeniy apykaitos procesas (4,7 %)

ir panaSius daznius turi lik¢ du procesai: chitino katabolizmo (0,07 %) ir lasteliy sienelés

makromolekuliy katabolizmas (0.11 %). Pastarieji du

unikalumo kriterijus maziausias (0,09).

procesai pasizymi iSskirtinumu, nes jy
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8 8
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3.5. pav. 1, 2, 3 ir 6-0s geny raiskos grupéms identifikuoty biologiniy procesy geny ontologijos terminy

sgsajos semantinéje erdvéje (10Q1op reikSmé) apibendrintos taikant REVIGO altoritmg

Apskritimy dydis yra proporcingas GO terminy dazniui, o spalva atitinka unikalumo kriterijy (>0,5 — mélyna, >0,6 —

Zalia, >0,7 — geltona, >0,8 — raudona). Sutrumpinimas: a. — atsakas.

String duomeny bazéje néra duomeny apie obels genus, todél Sio tyrimo proteomos analize

identifikuoty geny saveikos interpretacijai pasitelkta

analogija su A.thaliana genais (geny
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sutrumpinti  pavadinimai  nurodyti  3.4. paveiksle kraStiniame deSiniajame stulpelyje)
(Zr. 3.6. pav.). Analogai nustatyti daugumai i§ 49 identifikuoty Zinomos funkcijos baltymy,
iSskyrus alergenui Pru av—1 giminingam baltymui, kurio geno numeris obels genomo duomeny
bazéje yra MDP0000942516. Gali buti, kad toks Pru av-1 Seimai priklausantis baltymas

nebtdingas A. thaliana.

SFGH

GSTL3
- AT3G04780
ro2ta A0 RLATI ATPS2 3G0478 =Y
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N
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orR1 |

@ ©
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3.6. pav. 1, 2, 3 ir 6-0s geny raiskos grupiy baltymams analogisky A. thaliana geny sqsajy

analizes rezultatai

Spalvos atitinka funkcinius klasterius: geltona — oksidacinés — redukcinés pusiausvyros reguliacija susijusi su atsaku
] stresg; raudona — baltymy metabolizmas ir jy funkcijos reguliacija; tamsiai zalia — riebiyjy riigsciy sintezé; Sviesiai
Zalia — formato/formaldehido detoksofokacija susijusi su atsaku j stresg; mélyna — lastelés citoskeleto baltymai.
Jungtys rodo sgsajas nustatytas eksperimentais, duomeny bazése ir mokslinéje literatiroje, bendrais raiSkos
désningumais, lokalizacija genomuose. JungCiy storis yra proporcingas sasajy patikimumo lygmeniui.
Istisinés linijos rodo rySius klasteriy viduje, brikk$ninés linijos — tarp klasteriy.

Patikimy rySiy nenustatyta 8—iems geny analogams: cisteino prisotinto sekretuojamam
baltymui (CAP), chorizmato mutazei 1 (CM1), enoilo-ACP reduktazei 1 (ENR1), panasaus j
dominuojantj latekso baltymg 423 (MLP432), panaSaus | noduling 1 baltymui (NRP1),
numanomam plastidziy lipidus suriSan¢iam baltymui (PAP3), giminingam alergenui Pru av-1
(Pru av-1), bei aktyvaus tarpininko deaminazei (RidA), todél Siuos baltymus koduojantys genai
neparodyti saveikos schemoje. Kity geny saveikos rezultatai atskleidé genu funkcijas, susijusias
su oksidacinés—redukcinés pusiausvyros reguliacija bei formato detoksikacija (susijusia su atsaku
] stresa), baltymy metabolizmu ir jy funkcijos reguliacija, riebiyjy rigsciy sinteze ir lgstelés

citoskeleto formavimu (3.6. pav).

Sio tyrimo metu identifikuota keletas baltymy susijusiy su oksidacinés—redukcinés

pusiausvyros reguliacija, kuri susijusi su atsaku ] stresa, tarp kuriy RD21A raiska padidéjo
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daugiausiai (~124,4 karto). Zinoma, kad $is baltymas dalyvauja biotinio ir abiotinio streso metu,
ir padeda apsisaugoti nuo tam tikry patogeny. Baltymai pasizymintys RD21A, aptinkami
jvairiuose augaluose. Naujausi tyrimai parodé, kad RD21A yra svarbus augalo imuninio atsako
komponentas, taip pat jis susijes su jvairiu atsaku j biotinj ir abiotinj stresa [135;143]. Geriausiai
iStirtas yra A. thaliana RD21A baltymas. Lampas su bendaautoriais nustaté, kad A. thaliana gali
iSgyventi streso metu, nes RD21A baltymas slopina streso ar patogeno aktyvuotg lagstelés mirtj
[144].

Obels lasteliy saveikos su Bacillus spp. kamienais Oa_4 ir Da_1 tyrimu identifikuota
baltymy grupe, susijusi su baltymy metabolizmu ir jy funkcijos reguliacija. Siai grupei priskirto
PLAT1 baltymy kiekies padidéjo ~117 Kkarty. Baltymai, turintys PLAT (policistino,
lipoksigenazes, alfatoksino ir triacilglicerolio lipazés) domeng, aptinkami jvairiuose augaluose,
tadiau jy funkcija atsako j stresa metu maZai nagrinéta. Zinoma, kad $is baltymas dalyvauja
lasteliy migracijos ir audiniy reorganizacijos procesuose. Geriausiai iStirtas yra A. thaliana
PLAT1 baltymas. T. K. Hyunas su bendraautoriais nustaté, kad abiotinio streso metu (jskaitant
sausra, Saltj, druskinguma) PLATI1 baltymo raiska stipriai padidéjo. Sis baltymas skatino
baltaZiedZio vairenio augimg ir esant jprastoms salygoms [135]. Galimai, misy tyrimo metu po
inkubacijos su Bacillus spp. Oa_4 kamienu obels Tigliuose stipriai padidéjusi PLAT1 baltymo
raiSka yra susijusi su obels audiniy adaptacija invitro. Taigi, obels lastelése identifikuotas
PLAT1 baltymas funkcionuoja ne tik kaip streso reguliatorius, bet taip pat dalyvauja reguliuojant

augalo augimg.

Apibendrinant gautus rezultatus, galima teigti, kad Bacillus spp. kamieny Oa 4 ir Da 1
obels Tigliy augima ir Sakojimasi slopinantis poveikis néra suderinamos (t.y. liga sukeliancios)
augalo—patogeno sgveikos pasekmé, bet yra susijes su augalo apsauginio atsako baltymy
kaupimu audiniose. Toks poveikis baltymy raiSkai dar labiau iSreikStas sumazinto apsSvietimo
salygomis. Apsauginio atsako formavimasis yra susijes su augalo vystymosi programos
reorganizacijg ir su energijos bei maistiniy resursy perskirstymu, todel sulétéja augalo augimas ir
yra akyvuojami apsauginiy baltymuy, metabolity sintezés. Sie pakitimai turi reikiminga poveikj ir
augaly fitohormony pusiausvyrai, kuri reguliuoja vystymosi procesus. Todé¢l galima daryti
prielaida, kad obels iigliy augimo intensyvumo mazéjimas ir Sakojimosi pakitimai yra susij¢ su

tirty endofity kamieny aktyvinamais atsako i stresg procesais.
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4. REKOMENDACIJOS

Tyrimo rezultatai rodo, kad augaly ir endofity sgveikos pobudis gali pasikeisti in vitro
saglygomis — tirti natlraliomis sglygomis teigiamai augalo augima veikiantys Bacillus spp.
endofitiniy bakterijy kamienai gali slopinti augaly augima in vitro salygomis. Pramoniniam
augaly dauginimui taikomos in vitro technologijy tobulinimui yra perspektyvus endofitiniy
mikroorganizmy panaudojimas, ta¢iau biitina jvertinti konkreciy bakterijy kamieny poveikj

augalo vystymuisi.

Bacillus spp. endofitiniy bakterijy kamienams nebtidinga suderinama saveika su obels
dgliais in vitro, t.y. jie néra patogeniSki augalui, o galimas poveikio mechanizmas yra augaly
streso atsako aktyvinimas. Tolimesniu tyrimu bty tikslinga iSsamiau jvertinti augaly streso

atsako rodiklius, tokius kaip ADJ gamyba, fitohormony kiekio poky¢ius.

Norint pramoniniu badu augalus dauginti in vitro ir jy dauginimui pritaikyti endofitus
rekomenduojama laikytis principinés $io proceso schemos (4.1. pav.). Pirmiausia surenkami
norimo dauginti augalo eksplantai. Jie sterilizuojami ir adaptuojami in vitro salygomis.
Sterilizuoti augalo tigliai patalpinami auginimo kameroje ir rekomenduojama auginti 16 valandy.
Po auginimo, rekomenduojama laminarinéje spintoje atskirti aglius ir perkelti ant maitinamosios
terpés bei auginti apie parg. Pragjus parai laiko, rekomenduojama tiglius inokuliuoti pasirinktais
endofitais ir vél juos patalpinti auginimo kameroje. Sj procesa rekomenduojama kartoti kas 30
dieny. Po inokuliavimo endofitais, stebimas tigliy jsiSaknyjimas ir adaptacija aplinkoje.

Pasirinkus norimus inokuliacijai endofitus, jie paimami iS mikroorganizmy kolekcijos ir
dauginami specialioje terp¢je, maiSykléje. Rekomenduojama bakterijas auginti apie parg laiko.
Po dauginimo, bakterijy suspensija plaunama ir centrifliguojama. Gauta suspensija perkéliama j

kita mégintuvélj su augaly mitybine terpe ir inokuliuojami dauginami augalai.
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4.1. pav. Rekomenduojama endofity taikymo augalo reguliacijai pramoninio augaly dauginimo in

vitro proceso schema
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Norint gryninti baltymus i$ augaly pramoniniu biidu, rekomenduojama laikytis sudarytos

principinés aparatiirinés schemos (4.2. pav.).

Pirmiausia surenkama zaliava  talpg nr. 1. | Zaliavg pridedama metaliniy Sraty, ir skystu N2
atsaldoma talpoje nr. 2. ParuoSta Zzaliava homogenizuojama homogenizatoriuje H1. Ant
homogenato pilamas buferis iS rezervuaro R1 ir centrifiiguojama centrifligoje C1. Susidariusios
nuosédos paSalinamos kaip atliekos talpoje B1. Ant likusiy gryninamy baltymy pilamas buferis
IS rezervuaro R2 ir centrifiguojama centrifligoje C2. Po centrifligavimo susidariusios nuosédos
pasalinamos | talpg B2. Ant gauto baltymy miSinio pilamas amonio acetatas i$ rezervuaro R3 ir
iScentriniu siurbliu S2 miginys tiekiamas j $aldymo talpa ST. Joje gryninamus baltymus
rekomenduojama laikyti 16 val, esant —20 °C temperattrai (T1). Po inkubacijos Saldymo talpoje,
gryninami baltymai plaunami metanoliu ir acetonu tickiamais i§ rezervuary R4 ir Rb.
Panaudotos medziagos plovimui paSalinamos kaip atliekos talpoje B3, o like baltymai
dziovinami ir pridedama elektroforezés buferio bei centrifiiguojama centrifiigoje C3. Po
centrifigavimo, rekomenduojama gryninamus baltymus inkubuoti 1 val., palaikant 25 °C
temperatira (T2) maiSykléje M1. Po inkubacijos méginiai perkeliami | naujg indg ir
centrifiguojama centrifiiga C4. Nereikalingas skystis paSalinamas | talpg B4, o likusi dalis
ruoSiama optinio tankio matavimui ir maiSoma maisykléje M2. Spektrofotometru matuojamas
optinis tankis, véliau atlickama dvikrypté elektroforezé. Gauti duomenys analizuojami

kompiuteryje. Véliau atlikta masiy spektrometrija ir duomenys vél analizuojami kompiuteriu.

4.1. lentelé. Baltymy gryninimo gamybos principinés aparatirinés schemos jrenginiy Zyméjimas

Zyméjimas Irenginys
H1 Homogenizatorius
S1-S2-S3 Siurblys
S3 Trecias siurblys
C1-C2-C3-C4 Centrifuga
C2 Antra centrifliga
C3 Trecia centrifliga
C4 Ketvirta centrifuga
R1-R2-R3-R4-R5-R6 Rezervuaras
B1-B2-B3-B4 Atliekos
T1-T2 Pirmas termometras
ST Saldymo talpa
M1-M2 Pirma maisyklée
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4.2. pav. Rekomenduojama baltymy gryninimo gamybos aparatiriné schema

58




ISVADOS

1. Ivertinus endofitiniy Bacillus spp. kamieny Oa 4 ir Da 1 poveikj naminés obels
dgliams In vitro salygomis, nustatyta, kad nepriklausomai nuo apsvietimo salygy abu
kamienai pana$iai slopina Tgliy augimg (nuo 3.4 iki 4,4 karty) ir pridétiniy tgliy
formavimasi (nuo 2,7 iki 3,6 karty). Po inkubacijos su endofitinémis bakterijomis
figliams morfologiniy pazeidimy nenustatyta, todél tgliy augimo slopinimas néra

patogenezés pasekme.

2. Obels tigliy proteomos tyrimu nustatyta, kad inkubacija su endofitiniais Bacillus spp.
kamienais Oa_4 ir Da_1 daugiausiai lemia baltymy kiekio didéjima (109 i§ 111
patikimy skirtumy) ir didesnis poveikis baltymy raiSkai nustatytas sumazinto
apSvietimo salygomis. Didesnj poveikj tgliy baltymy raiskai turéjo inkubacija su

Bacillus sp. kamienu Oa_4.

3. Ivertintus Igstelés biologinius procesus ir geny funkcijas susijusias su endofitiniy
bakterijy poveikiu naminés obels figliams in vitro nustatyta, kad inkubacija su Bacillus
spp. bakterijy kamienais Oa 4 ir Da_1 lemia oksidacijos—redukcijos, apsauginio atsako,
baltymy metabolizmo bei jy funkcijos reguliacijos, lastelés organizacijos ir lipidy

metabolizmo procesy pokycius obels tigliy lastelése.
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