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SANTRUMPOS

a. r. — aminoragstis

ARS - replikacijos iniciacijos lokusas

bp — baziy pora

CaMV 35S - ziedinio kopiisto mozaikinio viruso 35S rRNR promotorius
CTAB - cetiltrimetilamonio bromidas

CVPs — chimerinés virusinés dalelés

Da —daltonas

DNR - deoksiribonukleortigstis

DON - dioksinivalenolis

dgDNR - dvigrandé deoksiribonukleortigstis

dgRNR - dvigrandé ribonukleortigstis

DTAB - dodeciltrimetildiamonio bromidas

EtBr — etidZio bromidas

K1, K2, K28 - kileriniai mieliy fenotipai

kDa - kilodaltonas (1000 Da)

[kil-K1], [kil-K2], [kil-K28] - citoplazminiai kileriniai determinantai
[kil-KO] - kilerinio viruso nebuvimas citoplazmoje

M1, M2, M28 — atitinkamai K1, K2, K28 tipy kileriniai virusai
MAT - poravimosi tipo lokusas (MATa ir MATa aleliai nulemia a ir a
poravimosi tipus, atitinkamai)

ml — mililitras (1000 mikrolitry)

pl — mikrolitras

pum — mikrometras

PRB — pieno rtigsties bakterijos

RNR - ribonukleoriigstis

SDS - natrio dodecilsulfatas

VPD - 1 virusus panaSios dalelés

wt — laukinis tipas

Aminoriigstys:
ade — adeninas
arg — argininas



asp — asparaginas
gly — glicinas

glu — glutaminas
his — histidinas
leu — leucinas

lys — lisinas

met — metioninas
phe — fenilalaninas
pro — prolinas
thr — treoninas
ura — uracilas



IVADAS

Kovai prie§ kai kurias grybelines augaly, gyviiny bei zmoniy ligas
ieSkoma naujy, biologiSkai aktyviy medZziagy, Zudanciy tam tikrus patogenus.
Tokiy medziagy producentai galéty biiti bakterijos ir mielés, kurios Zudo kitus
mikroorganizmus. Sias medZiagas koduojanéiy geny perkélimas i augalus
leisty apsaugoti, pavyzdZziui, pasélius nuo ivairiy grybeliniy ligy [Magliani ir
kt., 1997, Donini ir kt., 2005].

Ne maziau svarbis ir kity mikroorganizmy (ne tik mieliy) produkuojami
baltymai, galintys funkcionuoti kaip fitopatogeny priesnuodziai [Meskauskiené,
Melvydas, 2007]. Genetiniais bei lasteliy inzinerijos metodais perkeliant
atsparuma lemiancius genus i§ mikroorganizmy i augalus, kuriami transgeniniai
augalai, atspariis grybiniams ir virusiniams patogenams. Kileriniy mieliy genu
perkélimas | augalus padeda kovoti prie§ kai kurias grybelines augaly ligas,
taCiau Siuo atveju labai svarbu jvertinti Seimininko — augalo ir patogeno
tarpusavio santykius bei ry$i su supancia aplinka ir itaka jai [Donini ir kt.,
2005].

Naujos  kartos plataus veikimo medziagos, pasiZymincios
bakteriocidinémis ir fungicidinémis savybémis, gali biiti aptinkamos tiek
prokariotiniuose, tiek eukariotiniuose organizmuose: bakterijose, grybuose,
augaluose, vabzdZiuose, taip pat gyviinuose. Siuo metu tokiy medziagy ir jas
produkuojanciy mikroorganizmy kamieny paieSka pasaulyje labai pleciasi. Vos
ne kasdien atrandama naujy producenty, taciau ju populiacijos gamtoje dar
mazai istirtos. Ju iStyrimas svarbus tiek praktiniu, tiek moksliniu poZitriu.
Galimybés surasti reikiamy naujy mikroorganizmy dar ilga laika bus
neiSnaudotos [Selitrennikoff, 2001; Lauer ir kt., 2008].

Beveik visi praktikoje panaudoti toksinai ir juos koduojantys genai yra
patentuoti. ISlieka aktualu ieSkoti naujy, natiiraliai gamtoje gyvenanciy mieliy
ir mikroorganizmy, produkuojanciy naujus toksinus ir biologiSkai aktyvias
medZiagas. Labai svarbu, kad jos veikty kuo daugiau patogeniniy mieliy ir

mikromicety rasiy, be to, ju iSskiriamy toksiny veikimo pH ir temperatiiry



intervalas turéty biiti kuo platesnis. Tokie mikroorganizmai yra paplitg ant
vaisiy ir uogy ar kity pavirsiy [Philliskirk, Young, 1975; Starmer ir kt., 1987;
Sangorrin ir kt., 2001; Carreiro ir kt., 2002; Gulbiniene ir kt., 2004; Baeza ir
kt., 2008].

1990 metais Botanikos instituto Genetikos laboratorijoje klonuota K2
virusinio genomo M2 fragmento kopijiné DNR ir nustatyta Sio fragmento
nukleotidy seka [Meskauskas, Citavi¢ius, 1992]. Kilerinio K2 preprotoksino
geno savybés (kilerinés, imuninés, nustatytas specifiSkumas) placiai istirtos
[Gulbiniené, 2002; Serviené, Melvydas, 1999; Serviené ir kt., 2002], todél
nuspresta ji klonuoti | augala Nicotiana tabacum L. ir transgeniniuose
augaluose patikrinti jo ekspresija. Taip pat vykdoma naujy plataus fungicidinio

veikimo mikroorganizmy prie§ patogeninius mikromicetus paieska.

Moksliniy tyrimy tikslas: IStirti naujai rasty bakterijy ir mieliy izoliaty
biocidiskumo, imuniSkumo ir rauginimo savybes; nustatyti poveiki prie$
mikromicetus, taip pat aplinkos veiksniy (pH, temperatiiros) jtaka toksiny
sekrecijai; {vertinti mieliy Saccharomyces cerevisiae K2 kilerinio

preprotoksino geno raiskos galimybes augaluose.

Uzdaviniai:

v' I§ surinkty uogy ir vaisiy paruosti spontaninius raugus, i$ ju i$skirti ir
iISgryninti  mikroorganizmus; atlikti gauty izoliaty biocidiskumo ir
imuniSkumo savybiy analizg, palyginti naujai rasty izoliaty i$skiriamy
medziagy veikima su S. cerevisiae K1, K2 ir K28 tipy kileriniy toksiny

veikimu.

v" Optimizuoti mikroorganizmy auginimo salygas, uztikrinanéias didziausia
toksiny funkcini pasireiSkima; nustatyti pH ir temperatiiros jtaka
sekretuojamy toksiny aktyvumui.



v' Istirti biocidinémis savybémis pasizymin¢iy mikroorganizmy poveiki kai

kurioms fitopatogeny riisims bei gyviiny ir zmoniy ligy sukéléjams.

v’ Atrinkti ir jvertinti kileriniy mieliy, i§gryninty i§ spontaniniy uogu ir
vaisiy rauguy, gamybini perspektyvuma vyno bei etilo alkoholio

pramongje.

v" Sukonstruoti augaly transformacijai tinkamas DNR plazmides,
koduojancias S. cerevisiae K2 kilerini gena; jvertinti mieliy kilerinio K2
preprotoksino geno ekspresijos galimybes augaly lastelése su skirtingais

promotoriais.

Mokslinis naujumas:
v Sio darbo metu K2 kilerinis preprotoksino genas sékmingai klonuotas i

augala Nicotiana tabacum L. ir jvertinta jo raiska.

v Rasti bakteriniai kamienai, pasizymintys plataus veikimo spektro
biocidinémis bei imuninémis savybémis ir veikiantys daugybg¢ mieliy ir

mikromicety rasiy.

v Rastas bakterinis izoliatas (Tx), kuris pasizymi nejprasta autolize ir
biologinémis savybémis, atitinkan¢iomis biopreparaty gamybos bei

panaudojimo reikalavimus.

v Rastas bakterinis izoliatas (Ux), pasiZzymintis padidinta toksino
supersekrecija, esant Zemoms pH reik§méms, bet blogai augantis Siomis

salygomis.

v Rastas naujas mieliy S. cerevisiae Kilerinis kamienas 1M panaudotas
natiiralaus pusgaminio obuoliy vyno gamyboje kooperatingje

bendrovéje ,,Vaisiy sultys®.



Ginamieji teiginiai:
v K2 Kkilerinio preprotoksino geno raiska augaluose N. tabacum L. yra

galima.

v' K2 kilerinio preprotoksino geno produkcija augaluose N. tabacum L.
yra Zemesnio lygio nei mielése bei pakitgs baltymo veikimo pH

optimumas.

v' Bakteriniai izoliatai, isskirti i§ spontaniniy vaisiy—uogu raugy, pasizymi
nejprastomis biocidinémis savybémis, veikia placiame pH ir
temperatiros intervale bei yra pranasesni uz mieliy S. cerevisiae

standartinius kilerinius kamienus.

v 1§ spontaniniy vaisiy—uogy raugy i$skirti bakteriniai izoliatai veikia

biocidiSkai kai kuriuos augaly, gyviiny ir Zmoniy patogenus.

v Naujas mieliy S. cerevisiae kamienas 1M yra ekonomiskai naudingas

obuoliy vyno nattiralaus pusgaminio gamyboje.

Darbo aprobavimas ir publikacijos: Disertacijos medZiaga buvo pristatyta 2
tarptautinése ir 3 konferencijose Lietuvoje. Tyrimy rezultatai paskelbti 5

moksliniuose straipsniuose bei 5 konferencijy tezése.

Disertacijos struktiira: Disertacijos rankraSt; sudaro: [vadas, Literatiiros
apzvalga, Medziagos ir metodai, Rezultatai ir jy aptarimas, ISvados, 165
literatiiros  Saltiniy sarasas, moksliniy publikacijyu sarasas, 3 priedai.
Disertacijos apimtis — 118 puslapiai, 13 lenteliy ir 33 paveikslai. Disertacija

paraSyta lietuviy kalba, santrauka — angly kalba.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Mikroorganizmy gaminami toksinai ir jy bendra charakteristika

Kai kurie mikroorganizmai gamina nuodingasias medziagas — toksinus
[Masteikiené, 2002]. Mikroorganizmy biocenozéje kaip ir visoje gamtoje
stebimi konkurenciniai tarpriiSiniai santykiai, dél kuriy vyksta pastovi bendriju
ir ekosistemy (ekologiniy nisy) kaita. Viena 1§ konkurencijos tarp riisiy formy
yra amensalizmas, kai viena risis, iSskirdama chemines medziagas, stelbia arba
naikina kita rai$i. Tos medziagos vadinamos alelopatinémis (gr. allelon —
savitarpiSkai, pathos - poveikis, kentéjimas), alelocheminémis arba
ektokrininémis. Alelopatinés medziagos, dalyvaujanios antibiozéje yra
fitoncidai, antibiotikai, toksinai, koalinai, peptidai, chinonai ir kiti junginiai
[Qureshi, Michaud, 2005; Tharayil, 2009].

Toksinai gali buti iSskiriami 1 lastelés iSor¢ — egzotoksinai. Taip pat 1
aplinka gali patekti tik lastelei suirus — endotoksinai. Egzotoksinai dazniausiai
yra baltymai, turintys fermenty savybiy. Endotoksinai — tai polisacharidy ir
parodé, kad endotoksinai gali sukelti kar$¢iavima, leukopenija, pagrindiniy
organy — smegeny, Sirdies, inksty, susilpnéjima. [vairlis mikroorganizmai:
bakterijos, aktinomicetai, grybai, taip pat aukStesnieji organizmai — augalai bei
gyvinai, — gamina savitas didelio fiziologinio aktyvumo organines medziagas
— antibiotikus (gr. anti — prie$, bios — gyvybé), kurie pasirinktinai slopina arba

naikina kitus mikroorganizmus [Masteikiené, 2002; Thrasher, Crawley, 2009].

1.1.1. Antibiotikai

Toksinams, placigja prasme, priskirtini ir mikroorganizmy i$skiriami
antibiotikai, siauresnigja — mikroorganizmy gyvybinés veiklos produktai,

nuodingi kitiems organizmams. Antibiotiky, pla¢iai vartojamy medicinoje ir
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veterinarinéje praktikoje, atradimas siejamas su angly mikrobiologu A.
Flemingu, 1929 m. nustadiusiu, kad grybo Penicillium notatum kulttros
filtratas slopina stafilokoku ir kai kuriy kity gramteigiamy bakterijy veikla.
Penicilino sintezés kelias yra pilnai charakterizuotas genetiSkai ir biochemiskai
[Masteikiené, 2002; Billiau, 2009; Schneider, Sahl, 2010].

Antibiotikai — tai medziagos, kurios susidaro kaip antriniai medziagy
apykaitos produktai — antriniai metabolitai. Tai antibiotikai, pigmentai,
aromatinés medZiagos, toksinai. Antibiotikai — kai kuriy mikroorganizmy
gaminamos savitos didelio fiziologinio aktyvumo organinés medziagos. Vieni
ju trikdo medzZiagy apykaita lasteléje, kiti slopina baltymy ar nukleortig§ciy
sintezg, lastelés sienelés sintezg, inhibuoja kvépavimo procesus, inaktyvina
fermentus. Jie paprastai vadinami pagal mikroorganizmo, i$ kurio iSskirti,
ruSies ar genties pavadinima arba pagal veikimo pobudi. Pavyzdziui:
penicilinas pavadintas pagal jo producenta — grybo Penicillium chrysogenum
(P. notatum) genti, streptomicinas — pagal aktinomicety Streptomyces griseus
pavadinima, gramicidinas — pagal gramteigiamy bakterijy poveikio savituma.
Skirtingai nuo kity mikroorganizmy metabolity, slopinanciy tam tikry risiy
mikroorganizmus (alkoholiai, organinés riigstys, vandenilio peroksidas ir kiti),
antibiotikai biologiSkai labai aktyviis. Yra riboto veikimo antibiotiky
(penicilinas G, novobiocinas ir kiti), kurie veikia kai kuriy riis§iy mikrobus,
pavyzdziui, gramteigiamus kokus, ir plataus veikimo antibiotiky (tetraciklinai,
chloramfenikolas ir Kkiti), kurie veikia daugelio risiy mikroorganizmus.
Mikroorganizmai skirstomi | jautrius atitinkamiems antibiotikams ir atsparius
(rezistentiSkus) jiems. Bakterinius antibiotikus gamina jvairios bakterijos —
Bacillus spp., Streptomyces spp., Micromonospora sp. [Masteikiené, 2002].
Siuo metu ypatingai domimasi jvairiomis mikroorganizmy i$skiriamomis
medZiagomis, kurios yra toksinés kitiems mikroorganizmams, bet nekenkia
aukstesniesiems organizmams. Tokie mikroorganizmai ar jy toksinai gali bati
s¢kmingai panaudoti patogeny sukeltoms ligoms gydyti tiek augalams, tiek
gyvinams ar zmonéms. Apie tai raSoma pastaryju mety mokslinése

publikacijose. Pavyzdziui, Lactobacillus sp. bakterijos, atrastos ant S$vieziy
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vaisiy — darzoviy, pasizymi antigrybelinémis savybémis pries Aspergillus
flavus, Fusarium graminearum, Rhizopus stolonifer, Botrytis cinerea,
Sclerotina minor [Sathe ir kt., 2007]. Bacillus subtilis gali produkuoti keleta
risiy mazos molekulinés masés antibiotiky (maziau nei 200 Da). Vieni 1§ jy —
bacilisinas ir kapsofunginas, kurie pasizymi antigrybeliniu aktyvumu. Taip pat
aprasyti — surfaktinas, fengimicinas, inurinas, bacilomicinas, mikosubtilinas,
mikobacilinas. Bacilisinas gali buti panaudotas kaip efektyvi priemoné prie§
Staphilococcus aureus patogena. Kapsofunginas veikia lastelés sienelg.
B. subtilis kamienai taip pat sekretuoja didelj kieki jvairiy kity proteiny. Taciau
apie tuos baltymus yra mazai Zzinoma. Nustatyta, kad kai kurie B. subtilis kamienai
pasizymi antigrybelinémis savybémis prieS Fusarium, Pythium ir Rhizoctonia
augaly patogenus. Aprasyti B. subtilis prieSgrybeliniai baltymai: B29I,
bacisubinas, YxjF, endo-1,4-B-glukanazé, YnfF, BamD, bacilomicinas D [Li ir
kt., 2009]. Bacillus spp. pasizymi placiu spektru  prieSmikrobiny bei
priesgrybeliniy savybiy. Bacillus spp. produkuoja 167 biologiskai aktyvius
baltymus prieS grybus, bakterijas bei virusus. Bacillus pumilus inhibuoja
Aspergillus, Penicillum ir Fusarium gryby micelio augima [El-Mechalawy ir
kt., 2008].

Mokslininkai aprasé tris rastus bakterijy izoliatus — Tsukamurella
inchonensis, Corynebacterium nitrilophilus ir Cellulosimicrobium cellulans,
kurie buvo iSskirti 1§ dirvoZiemio Egipto teritorijoje. Izoliatai pasiZyméjo
prieSgrybeliniu aktyvumu prieS Aspergillus flavus, Aspergillus terreus,
Aspergillus niger, Fusarium oxysporium, Penicillium digitutum, Alternaria

solani patogenus [El-Mehalawy ir kt., 2008].

1.1.2. Bakteriocinai ir jy producentai

Yra Zinoma, kad daugelis bakterijuy sintetina baltyminés prigimties
antibiotines medZiagas, Zudancias giminingas bakterijy raisis arba slopinancias

ju populiacija (dauginimasi). Sios medZiagos su gana specifisku veikimu buvo
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pavadintos bakteriocinais. Pirma karta bakteriocinai buvo identifikuoti beveik
prie$ $imta mety, E. coli kultiroje ir buvo pavadinti kolicinais. Taip buvo
nuspresta vadinti bakteriocinus pagal produkuojama riisi. Ju biosintezg koduoja
plazmidése lokalizuoti genai. Bakteriocinai — tai aukStamolekuliniai
antibiotikai. Pavyzdziui, koliciny molekuliné masé¢ yra 50 — 90 kDa.
Bakteriocinogeniniy bakterijy biologinis fenomenas placiai paplitgs gamtoje ir
susijes su bakterijy antagonizmu. Siu toksiniy medZiagu ypatybé yra ta, jog
pagal cheming sudéti jos priklauso polipeptidams (cikliniams ar linijiniams) ir
didelés molekulinés masés baltymams. I§ Siy antibiotiky ir buvo iSskirta
bakteriociny, slopinanc¢iy panaSiy ar giminingy bakteriju veikla, grupé.
[Eropos, bapanoBa, 1999; Hammami ir kt., 2010].

Bakteriociny sintezg kontroliuoja tam tikros plazmidés (Col faktorius;
kolicinogeniSkumo faktorius). Bakterijos, kurios turi Col faktoriy, vadinamos
bakteriocinogeniskomis, o pats reiSkinys — bakteriocinogenija. Véliau
iSsiaiSkinta, kad bakteriocidines medziagas gamina ir virionai, ir Kkitos
bakterijos, todél jas pradéta vadinti bakteriocinais [Daw, Falkiner, 1996; de
Souza ir kt., 2005].

PrieSingai negu antibiotikai, bakteriocinai turi siaura veikimo spektra,
nes yra aktyvis tik pries tos pacios risies arba filogenetiSkai artimas rasis. Tai
ypa¢ budinga 1§ gramneigiamy bakterijy iSskirtiems toksinams [Eropos,
bapanosa, 1999]. Gramneigiami mikroorganizmai gamina endotoksinus
(1lentelé).

1 lentelé. Gramneigiamy bakterijy sintetinami bakteriocinai [Eropos, bapanosa,

1999]
Pavadinimas Producentas
Galocinas H-6 Haloferax gibbonsii 239
Klebocinas Klebsiella sp.
Kolicinai Escherichia coli
Piocinai Pseudomonas sp.
Bakteriocinas 28b Serratia marcescens
Bakteriocinas Rhizobium leguminosarum
Pesticinas Yersinia pestis
Vibriocinas Vibrio cholerae
Bakteriocinas Neisseria sp.
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Egzotoksinus paprastai iSskiria gramteigiamos bakterijos. Siy
mikroorganizmy bakteriocinams (2 lentel¢) biidingas platesnis veikimo

spektras [Thrasher, Crawley, 2009]

2 lentelé. Gramteigiamy, bakterijy sintetinami bakteriocinai [Eropos, bapanosa,
1999; Thrasher, Crawley, 2009]

Pavadinimas Producentas
Amilovorinas 471 Lactobacillus amylovorus
471119
Acidocinas B Lactobacillus acidophilus
Bavaricinas MN Lactobacillus bavaricus MN
Nizinas Z Lactococcus lactis 10-1
Bakteriocinas N5 Bifidobacterium sp.
Variacinas Lactococcus lactis
Diacetinas B-1 Lactococcus lactis
Kazeicinas Lactobacillus casei
Lakticinas 3147 Lactococcus lactis 3147
Valinomicinas Streptomyces griseus
Leptomicinas B Streptomyces sp.
ToksiSkas peptidas Bacillus amyloliquefaciens
Mitochondrijy toksinas Bacillus pumilus
Mitochondrijy toksinas Nocardiopsis sp.
Citostatiniai komponentai Streptomyces californicus

Lantibiotikus gamina gramteigiamy pavieniy genciy bakterijos,
pavyzdziui, Lactococcus (lizina, lakticina), Lactobacillus (laktocing),
Staphylococcus (epidermina, gakiderming), Streptococcus (streptokokcina,
salivaricing), Bacillus (subtilina, merkaciding), Carnobacterium (karnocing),
Streptomyces (duramicing) ir Actinoplanes (aktagarding) [Eropos, BapaHoga,
1999; Daly ir kt., 2009; Ross ir kt., 2010].

1.1.3. Mikotoksinai

Mikotoksinai — tai mikroorganizmy gyvybinés veiklos metabolitai,

kuriuos produkuoja ivairiis grybai. Jie biologiSkai labai aktyviis, aptinkami
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maisto produktuose, paSaruose, sukelia zmoniy ir gyvuliu mikotoksikoze
[Thrasher, Crawley, 2009].

Kai kuriy mieliy kamienai yra ypa¢ agresyviis, naikinantys Kkity
mikroorganizmy raisis. Tai Zudikai arba kileriai. Mieliy gebéjimas iSskirti
toksinius metabolitus priklauso nuo tam tikry geny, kurie koduoja
toksini poveiki turinCius peptidus. Ju veikima reguliuoja chromosominiai
genai. Grybai isskiria medziagas, stabdancias bakterijy dauginimasi, taip
paSalindami mitybos konkurentus [Comitini ir kt., 2004; Comitini ir kt., 2009].

Mikroskopiniai grybai gamina virS 1200 antibiotiniy medziagy.
Svarbesni i§ ju — penicilinai, cefalosporinai, trichotecinas, fumagilinas ir kai
kurie kiti grybu apykaitos produktai, vartojami medicinos ir Zemés tkio
praktikoje. Penicilinus gamina Aspergillus ir Penicilium rasys: A. flavipes,
A. flavus, A. nidulans P. chrysogenum, P. brevicompactum, P. nigricans ir
kitos. Pagrindinis mikromicetas penicilinui gauti pramoniniu bidu yra
Penicillium chrysogenum, kuris gamina jvairiy formy penicilinus:
heptilpenicilina,  benzilpeniciling,  oksibenzilpenicilina,  besiskiriancius
molekulés Soniniy grandiniy struktiira, biologiniu aktyvumu ir antibakterinio
veikimo spektru. Penicilinas baktericidiSkai veikia daugel]i gramteigiamy
bakterijy — stafilokokus, streptokokus, pneumokokus. Jis chemiskai ir
biologiskai nepatvarus. Kai kurios bakterijos turi fermento penicilazés, kuris
suardo peniciling [Masteikiené, 1999].

Mikromicetas Trichothecium roseum ir kai kurie Kiti mikrosporiniai
grybai sintetina mikotoksing — antibiotika trichotecing (trichothecin, T-cin),
priklausanti 12,13-epoksitrichoteciny mikotoksiny Seimai, kuri pasiZymi stipria
baltymy sintezés inhibicija eukariotinése ir Zinduoliy lastelése [McLaughlin ir
kt., 2009]. Trichotecing sintetinantis Trichothecium roseum pats turi imuniteta
Siam transliacijos inhibitoriui. Fusarium oxysporum, nors néra zinomas kaip
toksing sintetinantis grybas, bet augdamas terp¢je su trichotecinu, igyja
atsparuma (imuniteta) jam. Abiem atvejais atsparumas Siam toksinui
aiSkinamas ribosomy lygyje. Rezistentiniy organizmy imunitetas trichotecinui

susijes su 60S ribosomy subvienetu. Rezistentinés ribosomos gali biuti
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paruoStos in vitro: jautrias ribosomas iS F. oxysporum arba S. cerevisiae,
inkubuojant kartu su atsparuma turiniy lasteliy ekstraktais, kuriuose yra S-
adenosilmetionino. Tokiu btidu specifinis metilinimas aptinkamas tik jautriy
lasteliy ribosomose, o rezistentiniy lasteliy ribosomos turi tik radioaktyvy S-
adenosilmetioning. Trichotecinus taip pat sintetina Fusarium, Myrothecium,
Stachybotrys, Cephalosporium ir Verticimonosporium. Tokj toksing taip pat
sintetina Brazilijos augalas Baccharis ciridifolia. Sie trichotecinai pasizymi
dideliu toksiSkumu prokariotams, mieléms, vabzdZiams, augalams, gyviinams
ir kai kurioms zinduoliy lasteliy linijoms [Iglesias, Ballesta, 1994]. Jie stipriai
veikia antigrybiskai, ypac prie$ kai kurias Penicillium genties raisis ir vartojami
veterinarijoje, gydant Zemés ukio gyvuliy patogeniniy grybuy sukeltas ligas,
augalininkystéjé — prieS fitopatogeninius grybus iS Fusarium, Penicillium,
Aspergillus genciy. Si antibiotika aktyvuoja fermentas trihotecinaze, kurj
gamina Penicilium chrysogenum ir Aspergillus niger grybai [Napoli ir kt.,
2009]. Trichotecenai, yra suskirstyti i keturias klases: T-1, T-2, T-3 ir T-4. T-1
toksinas yra retas ir mazai istirtas. Kitos trys klasés sutinkamos daznai. T-2
trichotecenas pirma karta aprasytas 1912 metais Rusijoje. Toksinas sukelia
audiniy nekrozg¢ bei lasteliy mirtj, taip pat pasizymi rezistentiSkumu UV
spinduliuotei. Trichotecenas T-3 — dioksinivalenolis (DON) yra maziau
toksisSkas [Zhang ir kt., 2010].

Labai pavojingi mikotoksinai yra aflatoksinai — kumarino dariniai. Jie
pazeidzia lizosomy membranas, veikia lasteliy genetini aparata (slopina DNR
ir RNR sintezg), sukelia timius apsinuodijimus, slopina lasteliy fermentini
aktyvuma, pasiZzymi kancerogeniSkumu. Pirmas aflatoksinas buvo iSskirtas
1950 metais iS Aspergilllus flavus. Taip pat aflatoksinus gamina kai kurie
Aspergillus parasiticus patogeniniai kamienai bei kity genciy grybai.
Aflatoksiny taikinys yra kepenys [Tchana ir kt., 2010].

Sterigmatocistinai yra produkuojami Aspergillus veriscolor bei kai
kuriy A. flavus ir A. parasiticus gryby. Sterigmatocistinas yra panaSus i
aflatoksing ir, manoma, kad tai yra aflatoksino pirmtakas [Versilovskis ir kt.,
2010].
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Ochratoksinas A (OA) yra produkuojamas Aspergillus spp. ir
Penicillium spp. grybuy. Grudai yra pagrindinis ochratoksino A Saltinis.
Nustatyta, kad ochratoksinai pasizymi nefrotoksiniu, kancerogeniniu ir
imunosupresiniu veikimu [Almeida ir kt., 2010]. Daug ju susikaupia inkstuose
ir kepenyse. Jie pazeidzia lasteliy lizosomas ir atsipalaidave juy fermentai
suardo DNR. Kartu su aflatoksinu ochratoksino poveikis tik didéja.
Ochratoksinas B (OB) néra toksisSkas [Baliukoniené, Bakutis, 2002; Leung ir
kt., 2006; Ueta ir kt., 2010, Kabak, 2009a; Kabak ir kt., 2009b; Sutkevi¢ius,
Cernauskas, 2003].

Kitas mikotoksinas, paZeidZziantis Zmogaus odos pavirSiy, -
alternariolas, produkuojamas Alternaria spp., sutinkamas ant cemento, tapetuy,
Cerpiy bei jvairaus maisto. Alternariolo struktiira labai artima tabako dumuy
benzopireno struktirai [Pastor, Guarro, 2008].

Mikotoksing zeralenona gamina Fusarium genties mikroskopiniai
grybai. Sio mikotoksino didziausios koncentracijos daZniausiai nustatomos
Vidurio Europos Salyse (Austrijoje, Vokietijoje, Pranciizijoje). Griiduose,
1Saugintuose Siuose kraStuose, zeralenonas nustatytas apie 90 % tirty meéginiy.
Zeralenonas Uimiai toksiSkai neveikia. Jis trikdo organizmo reprodukcing
sistema, sukelia gimdos ir kiausidziy pazeidimus, skatina pieno liaukos
auglius. Del savo estrogeniniy savybiy zeralenonas gali sukelti vaisingumo
sutrikimus arkliams, karvéms, avims [Abdelhamid ir kt., 1992; Baliukonieng,
Bakutis, 2002].

Mieliy kamienai - ,Zudikai* (kileriai), sintetinantys baltyminius
toksinus (mikocinus), turin¢ius fungicidinj ir fungistatini poveiki, yra zinomi
daugiau nei 40 mety [Bevan, Makower, 1963]. Sis reiskinys plaéiai paplites
tarp ivairiy mieliy, mikroorganizmy taksony ir ypac¢ tarp Siy genciy:
Kluyveromyces, Saccharomyces, Pichia, Williopsis, [Starmer ir kt., 1987].

Kileriniu fenotipu pasiZymintys mieliy kamienai gamtoje yra pranaSesni
uz jautrius mieliy kamienus, nes produkuojamas toksinas leidZia lengviau
isitvirtinti aplinkoje. Ta savybé svarbi vyno pramonéje, kadangi procesas

vykdomas ne visiskai steriliomis salygomis [Kondratiené ir kt., 2003].
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1.2. PrieSgrybeliniai toksiniai baltymai

PrieSgrybeliniai baltymai gali buti izoliuoti i§ ivairiy organizmy: gyviny,
augaly, bakteriju, gryby. Augalai patogeniniams grybams yra puikus taikinys.
Jie neturi imuninés sistemos, kaip Zmonés ir gyviinai, bet turi keleta gynybos
mechanizmy. Vienas i$ ju — mazos molekulinés masés junginiai, baltymai bei
peptidai, pasizymintys priesgrybeliniu aktyvumu. Sios medziagos yra
susijusios su pastoviu arba indukuojamu atsparumu pries grybus.

Siuo metu visose organizmy grupése yra atrasta Simtai baltymy ir
peptidy, pasizyminciy prieSgrybelinémis savybémis. Pasirinkus tik tuos, kuriy
grandinés ilgis daugiau nei 50 aminoriigs¢iy ir masé vir§ 5 kDa, galima
suskirstyti i trylika klasiy. Tai: PR-1 baltymai, (1,3)b-gliukanazés, chitinazés,
chiting suriSantys baltymai, | taumating panastus baltymai (TL), defensinai, i
ciklofiling panasuis baltymai, glicinu/histidinu praturtinti baltymai, ribosomas
deaktyvuojantys baltymai (RIPs), lipidus perneSantys baltymai (LTPs),
baltymai ,,Zzudikai“ (kileriniai toksinai), proteaziy inhibitoriai ir kiti baltymai.
Kai kurie baltymai gali priklausyti iSkart kelioms grupéms [Selitrennikoff,
2001].

PrieSgrybelinius  toksinus,  iSskiriamus  gyviiny, augaly ar
mikroorganizmy, atsizvelgiant | baltymo dydj, savybes ir Zudant; poveiki,

bandoma klasifikuoti (3 lentelé).

3 lentelé. PrieSgrybiniai toksinai [Selitrennikoff, 2001]

Priesgrybinio ) L
] Trumpa informacija apie baltyma
baltymo tipas

Aptinkami ryziuose, kukiiruzuose, tabake, kvieCiuose.
Molekulin¢ masé nuo 15 iki 17 kDa. Po infekcijos gaminami

PR-1 labai dideliais kiekiais. In vivo ir in vitro zudo grybus:
baltymai Uromyces fabae, Phytophthora infestans, Erysiphe graminis
ir kitas rasis. Veikia lastelés membranos kanalinius baltymus

ir inhibuoja kalcio jony apykaita.
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3 lentelés tesinys

Sekretuoja dauguma augaly: tabakas, ijvairis javai bei
vaisiai. | klasés baltymai yra apie 33 kDa ir randami augaly
vakuolése. II ir III klasés baltymai yra apie 36 kDa ir yra

PR_Z_ tarplasteliniai. Skiriasi nuo PR-1 tuo, kad yra sintetinami
baltymai (b-
kaip preprotoksinai ir néra fermentiskai aktyvis, tam
gliukanazés) -
reikalingas brendimas. Zudo Rhizoctonia solani, Candida
albicans, Aspergillus fumigatus ir kitas riisis. Maziau nei per
savaite suardo gryby lasteliy sieneles.
Izolivoti 1§ jvairiy grupiy grybu, augaly (javy, agurkuy,
pupeliu), bakteriju. Molekuliné masé nuo 26 iki 43 kDa.
PR-3 Zudo Trichoderma reesei, Alternaria solani, Alternaria
baltymai radicina, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani,
(chitinazés) | Guignardia bidwellii, Botrytis cinerea, Coprinus comatus ir
kitas rusis. Endochitinazés skaldo sieneléje esanéius chitino
polimerus ir keicia lastelés osmosinj slégj.
Aptinkami  pomidoruose, bulvése, tabake, mieziuose.
PR-4 Molekuliné masé apie 13 — 14,5 kDa. Zudo Trichoderma
baltymai harzianum, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum,
(surisantys | Botrytis cinerea ir kitus patogenus. Veikimo mechanizmas
chiting) neiSsiaiSkintas, tafiau Zinoma, kad veikia Iastelés
poliariSkuma ir tai lemia jos augima.
Sekretuoja dauguma javy — ryziai, kvieciai, taip pat tabakas,
PR-5 (TL) | molitigai, pomidorai, linai. Molekuliné masé ~ 22 kDa. Turi
baltymai disulfidini ry$j, kuris suteikia dideli stabiluma proteaziy
veikimui.
Aptinkami zinduoliuose, grybuose, vabzdziuose, augaluose.
Mazos molekulinés masés (nuo 3 iki 5 kDa). Zudo Botrytis
Defensinai | cinerea, Alternaria brassicola, Fusarium culmorum,

Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Candida albicans ir

kitas rusis. Skirstomi i 4 klases.
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3 lentelés tesinys

[ ciklofiling | Aptinkami bakterijose, augaluose, gyvinuose, grybuose.
panasis Molekuliné masé¢ apie 18 kDa. Veikia Rhizoctonia solani,
baltymai Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea ir Coprinus comatus.

Histidino ir

o Aptinkami vadzdZiuose. Apie 80 % baltymo sudaro glicinas
gIICIn-o | ir histidinas. Zudo daugeli patogenu, tarp ju ir daznai
praturtinti ) )
sutinkama zmones veikiantj Candida albicans.
baltymai.
Tai augaly RNR glikozidazés, veikiancios ribosoming RNR
ir dél to stabdancios baltymy sintez¢. Molekuliné masé apie
RIP 60 kDa. Inhibuoja gyvininiy, augaliniy, bakteriniy ir
grybiniy baltymy sintezg in vivo ir in vitro.
Mazos molekulinés masés (8,7 kDa). Yra izoliuoti i§ ivairiy
LTP risiy gyviny, augaly, grybu bei bakterijy. Tarp membrany
gali transportuoti fosfolipidus.
Molekuline masé¢ nuo 10,7 iki 156,5 kDa. Zudo
Kileriniai | Saccharomyces cerevisiae, Ustilago maydis, Hanseniaspora
toksinai uvarum, Zygosaccharomyces bailii, Phaffia rhodozyma,
Kluveromyces lactis ir keleta Pichia rtsiy.
Izoliuoti i$ jvairiy rasiy augaly (rausvoji pirStuné — Eleusine
Proteaziy | coracana) kvie¢iy, mieziy. Baltyminiai serino, cisteino
inhibitoriai | proteaziy inhibitoriai, kurie gali Zudyti jvairius patogenus.
Pavyzdziui, Fusarium solani ir Trichoderma reesei.
Tai naujai atrasti baltymai, tokie kaip Viridinas izoliuotas i$
Trichoderma viride ir yra 65 kDa, bei Snakin-1 izoliuotas i$
bulviy, mazos molekulinés masés (6,9 kDa). Dar vienas
Kiti baltymai

baltymas — 30 kDa, iSskirtas iS Engelmannia pinnatifida

augalo. Jie gali Zudyti jvairius patogenus, taciau

nepriskiriami nei vienam apraSytam tipui.

Daugumos $iy baltymuy veikimo mechanizmai neiSaiskinti.
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1.3. Kileriniai toksinai

1.3.1. Mieliy Saccharomyces cerevisiae genomas

Mielés Saccharomyces cerevisiae yra pirmas eukariotinis organizmas,
kurio genomas yra pilnai sekvenuotas [Goffeau ir kt., 1996]. Jy lastelés turi apie
1,5 um diametro branduolj, apgaubta dviguba membrana. Nukleoplazmoje yra
iSsidésciusios 16 linijiniy chromosomy. Mielés S. cerevisiae gali biiti haploidai
arba diploidai. Pramonéje dazniau naudojamos diploidinés kultiiros.
S. cerevisiae turi 5885 baltymus koduojancius genus, 275 tRNR genus, 140
rRNR geny bei 40 snRNR (angl. small nuclear RNA) genu. S. cerevisiae mieliy
branduolyje arba mitochondrijose aptinkama plazmidziy. Geriausiai apraSyta
yra dvimikronin¢ mieliy plazmidé, kuri pladiai naudojama mieliy vektoriy
konstravimui. Tai ziediné DNR (6318 bp) ir sudaro apie 80 kopiju haploidiniame
genome [Ppi6unH, 1999]. Citoplazmoje yra mitochondriné DNR, kurios dydis 75
kb. Kai kurios S. cerevisiae mielés citoplazmoje turi | virusus panasiy daleliy
(VPD) su dvigrande RNR (dgRNR), kurioje yra kileriSkumo determinantai.
[Tipper ir kt., 1991; Schmitt, Breinig, 2002]. Replikacijos iniciacijos lokusai (ori-
saitu analogija bakterijose) zymimi kaip ARS (angl. autonomously replicating

sequence) ir sudaro apie 50 bp seka. [Goffeau ir kt., 1996; Pei6unn, 1999].

1.3.2. Kilerinis fenotipas

Dar 1963 m. Makoveris ir Bevanas pastebéjo, kad kai kurie
Saccharomyces cerevisiae kamienai sugeba zudyti kitus kamienus, priklausancius
tai paciai rosiai. Tokie kamienai buvo pavadinti ,kileriniais“, o baltymas —
Kileriniu toksinu“ [Bevan, Makower, 1963]. Sis reiskinys placiai paplites tarp
ivairiy mieliy genc¢iy: Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora,
Hansenula, Kloeckera, Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula,
Schwanniomyces, Torulopsis, Trichosporon, Williopsis, Zygosaccharomyces
[De Ingeniis ir kt., 2009]
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Kileriniai toksinai Zudo mieliy jautrias lasteles tarpininkaujant
receptoriui. Pirmas etapas: greitas, nuo energijos nepriklausantis suriSimas su
pirminiu toksino receptoriumi RI — lastelés sienelés manoproteiny arba P-1,6-
gliukano frakcijose. Svarstoma, ar toksino suriSimas koncentruoja toksing
lastelés sienelés lygyje, ar susidaro glaudus rySys tarp toksino sieneléje ir
lastelés membranos. Jautriis kamienai gali tapti atsparts toksinui, jei jie turi
potencialiy geny, kurie koduoja baltymus, atsakingus uz lastelés sienelés
struktira, VPD susirinkima, baltymy - toksiny brendima. Tai nulemia
chromosominés mutacijos [Flegelova ir kt., 2002].

Antras etapas reikalauja energijos: toksino translokacija i citoplazming
membrana ir saveika su antriniu membranos receptoriumi R2. Siuo metu
identifikuotas tik vienas membranos receptorius mieliy S. cerevisiae K1 tipo
toksinui — Krelp. Tai O-glikozilintas mieliy lastelés pavirSiaus baltymas,
pritvirtintas prie plazmos membranos glikozilfosfatidilinozitolu, itrauktas i p-
I,6-gliukano biosintezg, ir lastelés sienelés K1 tipo receptoriaus susirinkima.
Po to, kai plazmos membrana pasiekta, toks kilerinis toksinas kaip K1 ir
zigocinas (pastarasis toksinas sekretuojamas Zygosaccharomyces bailii),
sutrikdo citoplazminés membranos funkcija, sudarydamas katijonams
selektyvius kanalus. Mieliu S. cerevisiae K28 toksinas patenka i lastelés vidu,
kur blokuoja DNR sintezg ir sulaiko ankstyva lastelés ciklo S fazg [Novotna ir
kt., 2004]

Kilerinis fenotipas daugeliu atvejy susij¢s su dvigrandés RNR
(dgRNR) (S. cerevisiae, U. maydis), linijinés DNR (P. acaciae, K. lactis,
P. inositovara) arba atitinkamy geny buvimu chromosomose S. cerevisiae,
(P. Kkluyveri, P. farinosa, W. mrakii) [Magliani ir kt., 1997]. Genetiniy

determinanty, apsprendzianc¢iy Zudanti efekta, ivairove pateikta 4 lenteléje.
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4 lentelé. Mieliy kilerinio fenomeno genetiniy determinanty jvairové [Schmitt,
Breinig, 2006; De Ingeniis ir kt., 2009]

Mieliy rasis Toksing koduojantis Genetinis pagrindas
genas
Saccharomyces cerevisiae | M1, M2, M28 dgRNR dgRNR
Saccharomyces cerevisiae KHR, KHS Chromosominé DNR
Hanseniaspora uvarum M dgRNR dgRNR
Zygosaccharomyces bailii M dgRNR dgRNR
Uslilago maydis M dgRNR dgRNR
Kluyveromyces lactis pGK11 Linijiné dgDNR plazmidé
Pichia acaciae pPacl Linijiné dgDNR plazmidé
Pichia inositovora pPinl Linijiné dgDNR plazmidé
Pichia kluyveri Neidentifikuotas Chromosominé DNR
Pichia farinosa SMK1 Chromosominé DNR
Williopsis mrakii HMK Chromosominé DNR

Pateikti lenteléje duomenys apie kilerinio fenomeno genetiniy

determinanty jvairove rodo, kad kileriSkumo mechanizmai yra labai sudétingi.

1.3.3. Saccharomyces cerevisiae kileriné sistema

Mieliy S. cerevisiae Kileriniai toksinai — tai mazo molekulinio svorio
baltymai, kuriuos koduoja dvigrandés RNR molekulés, inkapsiduotos i
baltyminj apvalkala arba branduolio chromosominé DNR. Jie koduojami kaip
preprotoksinai, véliau brandinami ir sekretuojami kaip toksinai [de la Pena ir
kt., 1981; Marquina ir kt., 2002; Breinig ir kt., 2006].

Aptikti trys pagrindiniai kileriniy mieliy S. cerevisiae tipai: Kl, K2 bei
K28 [Schmitt, Breinig, 2006]. Kiekvienos i§ triju grupiy atstovai produkuoja
specifini kilerini toksing ir nepilnai identifikuota imuniSkumo komponenta,
kuris suteikia kilerinéms Iasteléms atsparuma savo produkuojamam toksinui
[Sartakova ir kt., 2004]. Genai L—A atsakingi uz virusinés dalelés susiformavima
ir kileriniy geny pasidauginima. Skirtingai nei L—A genai, M genai koduoja tik
kilerini preprotoksina, atsakinga uz kileriSkuma ir imuniSkuma. Visu triju tipu
(K1, K2, K28) kileriniy toksiny dgRNR genomai kartu nebiina lasteléje,
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kadangi replikacijos metu jie yra iSstumiami [Schmitt, Breinig, 2006; Breinig
ir kt., 2006] (5 lentelé).

5 lentelé. dgRNR S. cerevisiae kileriniuose kamienuose [Schmitt, Breinig,

2006]
dgRNR genomas dgEEIR’ Koduojami baltymai

GAG — pagrindinis kapsidés baltymas, Pol -

L—A genai 46 RNR pr|I_<Iausoma} RNR-polimerazé (in vivo
ekspresuojamas kaip GAG—Pol baltymas)
K1 preprotoksinas (nesubrendgs K1 tipo toksino
pirmtakas ir imuniSkumo determinant¢)

M1 genas 1,6
K2 preprotoksinas (nesubrendgs K2 tipo toksino
pirmtakas ir imuniSkumo determinanté)

M2 genas 15
K28 preprotoksinas (nesubrendgs K28 tipo
toksino pirmtakas ir imuniSkumo

M28 genas 18 determinanté)

Kileriné S. cerevisiae sistema yra idomi nagrinéjant fundamentinius
klausimus. Mieliy kilerinis virusas — puikus eukarioty virusy modelis, kurj
galima tirti genetiniais ir molekulinés biologijos metodais. Kilerinio toksino
brendima ir sekrecija galima tirti kaip bendra eukarioty baltymy brandinimo ir
sekrecijos modeli. Panaudojant toksing koduojanti gena, gali biiti konstruojami
vektoriai baltymy sekrecijai. Naudojant kileriniy virusy nukleotidy sekas, galima
konstruoti vektorius heterologiniy baltymy ekspresijai ir produkavimui mielése

tirti [Magliani ir kt., 1997].

1.3.4. Kilerinis toksinas K1
I§ visy zinomy mieliy S. cerevsiae Kkileriniy toksiny geriausiai

charakterizuotas K1 tipo toksinas. Tai mazo molekulinio svorio — 19 kDa

baltymas. Pirminis M1 dgRNR transliacijos produktas — preprotoksinas yra
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316 aminorugsciy baltymas, susidedantis i§ N gale esancios lyderinés sekos
(0), a subvieneto (103 aminoriigsciy), uz jo glikozilinamos y srities ir C
gale esancio S subvieneto (83 aminoriigsciy) (1 pav.) [Bostian ir kt., 1984;
Skipper ir kt., 1984; Wickner, 1996; Marquina ir kt., 2002; Novotna ir kt.,
2004]. Po transliacijos preprotoksinas patenka | endoplazmini tinkla, Goldzio
aparata, kur vyksta brendimas. Po to baltymas patenka i sekrecines pusleles, o 1§
Jju sekretuojamas aktyvus toksinas. N galo sritis nukreipia baltyma — pirmtaka 1
endoplazmini tinkla, kur molekulé paverciama i 34 kDa protoksing, tai yra,
glikobaltyma. Glikozilinimas yra biitinas produktyviai toksino sekrecijai, nors
aktyvus K1 toksinas néra glikozilintas. Kai protoksinas pereina per Goldzio
aparata, formuojamas a/f dimeras, kurio subvienetai jungiami disulfidiniais

tilteliais. Toksinas yra sekretuojamas per plazmos membrang [Marquina ir kt.,
2002].

)
preprotoksinas|pire {p
1

protoksinas

Gliukany suriSimo sritis

'8 HD  HD

45 1 T

K1 toksinas ﬁ :‘“},
23— iy g

B

147

_H_

1 pav. S. cerevisiae K1 Kilerinio preprotoksino, protoksino ir toksino struktiira.
SP — signaliné peptidazé, KEX1 ir KEX2 - endopeptidazés, G — glikozilinty
asparagino liekany vietos (preprotoksino y sritis), HD — hidrofobiné sritis [Marquina ir
kt., 2002].
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1.3.5. Kilerinis toksinas K2

K2 kilerini toksina koduoja M2 dgRNR [Dignard ir kt., 1991]. Jis yra
labai panasus i K1, nors juos koduoja skirtingos dgRNR. Tai baltymas, kurio
molekulinis svoris yra 21,5 kDa. ISrySkéja pagrindinis skirtumas tarp K1 ir
K2 signaliniy sekuy: K2 N — gale turi hidrofiling 26 aminoriig§¢iu seka, kurios
funkcijos neaiskios [Dignard ir kt., 1991; MeSkauskas, 1991]. K2 toksinas yra
aktyvus ir stabilus pH 2,9 — 4,9 ribose, 0 jo optimalus pH yra 4,0 — 4,3
[Pfeiffer, Radler, 1984].

Pirminiy M1 ir M2 dgRNR nukleotidy seky palyginimas neparodé
zZymesniy panaSumy, taciau jie iSrySkéja preprotoksiny antringje strukttiroje.
Tiek K1, tiek K2 kileriniy preprotoksiny antrinéje struktiiroje iSskiriamos trys
sritys, galin¢ios suformuoti transmembraninius rajonus: Kl preprotoksine dvi
sritys iSsidésciusios a subvienete ir viena lyderinéje sekoje, 0 K2 preprotoksino
atveju — visos trys yra a rajone. K1 ir K2 preprotoksiny C galuose aptinkama
daugiausiai rugstiniy aminortig8éiu [Bostian ir kt., 1984]. Abu baltymai turi 3
glikozilinimo vietas, taciau jos i$sidésciusios visiskai skirtingose pozicijose: K1
preprotoksine issidésciusios y subvienete, 0 K2 preprotoksine — 2 o subvienete ir
viena — £ srityje. K2 neturi Pro-Arg sekos, kuri K1 tipo preprotoksine
aptinkama 43 - 44 padétyse ir yra hidrolizuojama neidentifikuotos
proteazés. Todél manoma, kad §i proteazé nereikalinga K2 kilerinio toksino
brendimui. K2 preprotoksinas (panaSiai kaip K1) turi kelias cisteino
liekanas, kurios subrendusiame toksine formuoja disulfidinius tiltelius
[Lolle ir kt., 1984]. Tikétina, kad subrendegs K2 toksinas sudaro o/f
heterodimera, kuriame subvienetai sujungti disulfidinémis jungtimis [Dignard
ir kt., 1991; Meskauskas, Citavi¢ius, 1992]. Neatmetama galimybé, kad K2
toksinas gali egzistuoti kaip monomerinis N-glikoproteinas [Dignard ir kt.,
1991] (2 pav.). Aktyvaus K2 toksino susidarymui, kaip ir K1 bei K28,
reikalingos Kexlp ir Kex2p proteazés Remiantis potencialiy brendimo viety
mutanty tyrimais, manoma, kad K2 toksinas sudarytas i§ dviejy komponenty,

gaunamy kerpant preprotoksing signalinés peptidazés kirpimo vietoje ir po
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Kex1p, Kex2p peptidaziy poveikio [Dignard ir kt., 1991; Meskauskas, Citavigius,
1992].

K1 tipo preprotoksinas
1 44 149 G q;q; 233 316
[prefpro] [P o 7] 1 p |
N & o KEX2 KEX2 &
KEX1
K2 tipo preprotoksinas
KEX2
126 43 2211 362
LN o p
N 8P A & C
KEX2
KEX1

2 pav. K1 ir K2 kileriniy preprotoksiny palyginimas. Parodyti o, S, y subvienetai,
SP - signaliné peptidazé, KEX1 ir KEX2 - endopeptidazés, G — glikozilinty
asparagino liekany vietos (preprotoksino y sritis) [Dignard ir kt., 1991; Bussey, 1991].

Kexl1 ir Kex2 peptidaziy poreikis aktyvaus toksino produkcijai tirtas kex1 ir
kex2 mutantiniuose kamienuose. Esant abiems mutacijoms, kileriSkumo funkcija

iSnyksta, taciau imunitetas K2 toksinui lieka nepakites [Wickner, 1986].

1.3.6. Kilerinis toksinas K28

K28 kilerinis toksinas atrastas véliau nei K1 ir K2, tafiau intensyvis
Sios kilerinés sistemos tyrimy metu nustatyta toksino struktiira bei veikimo
mechanizmas [Marquina ir kt., 2002, Breinig ir kt., 2006]. K28 preprotoksinas,
susidedantis 1§ 345 aminorigsciy, sintetinamas kaip turtingas Serino
monomerinis baltymas [Schmitt, Tipper, 1995]. Preprotoksinas turi stipriai
hidrofobing signaling sritj, svarbia toksino pernasai, bei « ir f subvienetus
(10.5 kDa ir 11 kDa), atskirtus N-glikozilinama y sritimi [Schmitt, Tipper,
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1995] (3 pav.). Mieliy K28 toksino pirmtakas turi N galo signaling seka,
reikalinga preprotoksino perneSimui i endoplazminj tinkla. Mieléms yra
biidingas potransliacinés baltymuy pernasos 1 endoplazmini tinkla

mechanizmas [Riffer ir kt.; Schmitt, Breinig, 2006].

Kex2p Kex2p
Kex2p l l Kex1p

|

Iyclering
N —Jzcka b

o/p heterodimeras

3 pav. K28 Kkilerinio preprotoksino ir toksino struktiira. Toksinas sekretuojamas
heterodimeriniame biivyje, sujungus « ir § subvienetus disulfidiniu tilteliu. a, g, y —
preprotoksino subvienetai; Kex2p, Kexlp — proteaziy taikiniai; y srityje parodytos
glikozilinimo vietos [Riffer ir kt., 2002].

Po preprotoksino transliacijos toksino pirmtakas importuojamas i
endoplazminj tinkla Ssalp-Ssa4p Saperonais per Sec61p pory kompleksa.
Endoplazminiame tinkle yra pasalinama signaliné (pre-) sritis. Protoksino
sulankstymas inicijuojamas ir katalizuojamas Hsp70 Saperony ir baltymuy
BiP (Kar2p), kalneksino (Cnelp) poveikiu, y seka yra glikozilinama ir
vienintelis disulfidinis tiltelis tarp o ir § subvienety yra suformuojamas,
dalyvaujant Pdilp-disulfidizomerazei. Goldzio aparate endopeptidazés
Kex1 ir Kex2p paSalina pro-regiong ir y seka. Sekretoringje pusleléje visiskai
suformuojamas toksino K28 a/f dimeras, kuris sekretuojamas per lastelés

membrang ir sienele. HDELR (HisAspGluLeuArg) - signalo seka -
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»adresas”, nukreipiantis baltyma i endoplazminj tinkla ir GoldZio aparata;
HDEL (HisAspGluLeu) — ,,adresas” — i sekretoring puslelg. Signalo sekas
paSalina signalo peptidazés [Schmitt, Breinig, 2006].

K28 toksinas yra vienintelis S. cerevisiae kileriniy toksiny pavyzdys,
kuris patenka i lastele endocitozés biidu jam susiriSus su receptoriumi, esanciu
jautrios lastelés pavirsiuje.

Citozolyje siunciamas signalas branduoliui. K28 eksportas i
endoplazminio tinklo i citozoli vyksta tarpininkaujant Sec6lp kompleksui
(translokonui) — pagrindiniam transporto kanalui endoplazminio tinklo
membranoje ir kituose eukariotuose. Sec6lp dalyvauja eksportuojant ir
pasalinant neteisingai sulankstytus baltymus iS sekrecijos kelio ir jy
proteosominéje degradacijoje citozolyje. Toksino pernasa per Sec61p translokona
vyksta padedant endoplazminio tinklo Kar2p Saperonui. Citozolyje 8 subvienetas
yra ubikvitilinamas ir proteosomiskai degraduojamas, 0 « subvienetas patenka i
branduoli, kur negriztamai blokuoja DNR sintez¢ [Marquina ir kt., 2002;
Schmitt, Breinig, 2006] (4 pav.).

Karzp, @&
TF

LIMEN&E Cuelp

Sechlp 1L

Sectp(|peryp| 32c61P [ Derdp/ [
komnpl || Hrdlp

citozolis J b7 b PeBR,

Uk, /I_El_
65
roteosoma [}-"

hranduolys
""" 1 f L& 1—igsteles
&ﬁ ciklaz

-

4 pav. Mieliy S. cerevisiae K28 toksino pernesimas i§ endoplazminio tinklo i citozoli
ir zudantis poveikis mieliy branduolyje [Marquina ir kt., 2002].

Citotoksinis K28 tipo toksino a subvienetas yra 10,5 kDa, todél jis
gali patekti { branduolj pasyvios difuzijos biidu, nereikalaudamas aktyvaus

importo mechanizmo. Jei o subvienetas papildomai modifikuotas,
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toksiSkumas in vivo yra zymiai padidéjgs, ir tai lemia greitesni importa i
branduoli, tarpininkaujant Seimininko lastelés a/f importinams. Branduolyje
K28 o specifiskai saveikauja su Seimininko lastelés baltymais, kurie yra
butini eukarioty lasteliy ciklo kontrolei ir DNR sintezés iniciacijai
ankstyvoje S fazéje. Todél K28 toksino veikimas nukreiptas i biitinus ir
evoliuciSkai konservatyvius Seimininko baltymus su pagrindinémis
funkcijomis, atsparumo mechanizmai pagristi biitinomis chromosominémis
mutacijomis, neiprastomis in vivo. Taigi K28 toksinas formuoja ,,protinga™
strategija efektyviai prasiskverbti | lastele ir ja nuzudyti [Marquina ir kt.,
2002; Schmitt, Breinig, 2006].

Mieliy S. cerevisiae kileriné sistema yra pladiausiai istirta ir kelia
dideli susidoméjima. Pagal kilerini fenotipa koduojancius genetinius
determinantus Siuo metu i$skirtas dar vienas mieliy S. cerevisiae kilerinis
toksinas Klus. M dgRNR dydis siekia nuo 2,1 iki 2,3 kb. Buvo jrodyta, kad
toksino Klus M dgRNR seka néra homologiska su M1, M2 bei M28 sekomis,
nors ir turi daug panaSumy. Mieliy S. cerevisiae toksino Klus sekrecijai taip

pat reikalingos Kex1 ir Kex2 peptidazés [Rodriguez—Cousino ir kt., 2011].

1.3.7. Mieliy lasteliy imuniSkumas kileriniams toksinams

Kileriniai mieliy kamienai yra atspariis savo produkuojamiems
toksinams. S. cerevisiae kileriskuma ir imuniteta nulemia M dgRNR ir nuo ju
sintetintos cDNR [Lolle ir kt., 1984; Dignard ir kt., 1991; MeSkauskas,
Citavi¢ius, 1992]. Atliekant K1 preprotoksino geno sait—specifing mutageneze
buvo jrodyta, kad visas preprotoksinas yra atsakingas uz imuniSkumo
palaikyma. Atsparumas sumazéja, esant lyderinio peptido delecijai arba
pakeitus pirmas keturias aminortgstis i Met-Gly-Asp-Glu. Nustatyta, kad uz
imuniteta atsakinga centriné hidrofobiné « subvieneto dalis, bei N-galiné¢ y
subvieneto sritis [Zhu, Bussey, 1989]. Bone (Boone) su mokslininkais teigia,

kad K1 preprotoksinas susiriSa su membranos receptoriumi stipriau nei
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toksinas ir formuoja stabily kompleksa [Boone ir kt., 1986]. Tokiu budu jis
trukdo toksino prisiriSimui ir veikimui bei apsaugo lastelg nuo zuvimo. Kiti
mokslininkai paskelbé alternatyvy imuniskumo susidarymo modeli. Yra
zinoma, kad K1 kilerinis toksinas gali aktyvuoti TOK1 kanalus. Veikdamas is
iSorés jis pazeidzia K* jonu homeostaze, tadiau, veikdamas i§ vidaus, jis
supresuoja iSorinio toksino veikima. Tokiu biidu sekretuojamas toksinas,
aktyvuodamas TOK1 kanalus, zudo lasteles, o vidulastelinis salygoja
imuniSkuma [Sesti ir kt., 2001].

Atlikus K2 preprotoksino geno mutacing analiz¢ nustatyta, kad 38
padétyje esancio Thr pakeitimas | Lys bei dvi aminortigstis (Phe ir Pro) iterpus
tarp 38 ir 39 aminoriigséiy, yra prarandamas imuniSkumas savam toksinui, o
kileriskumas sumazéja [Dignard ir kt., 1991]. Remiantis Botanikos instituto
Genetikos laboratorijoje gautais tyrimy rezultatais, galima teigti, kad
pazeidimai K2 preprotoksino geno tiek lyderinéje sekoje, tieck o ir S
subvienetuose salygoja kileriSkumo ir imuniteto praradima. Vadinasi, visas
preprotoksinas yra svarbus imuniteto funkcijos formavimui [Gulbiniené ir kt.,
2001]. K2 geno mutacijos S subvieneto C-gale lemia pilng imuniteto
praradima. Todél manoma, kad K2 Kkilerinio preprotoksino S subvieneto C-
galinés sritys, skirtingai nuo K1 preprotoksino S subvieneto, yra svarbios
uztikrinant lasteliy imunitetg. Pastarosios K2 preprotoksino sritys taip pat
dalyvauja uztikrinant toksiSkuma — mutacijos (Mlul ir Stul restriktazémis)

visiskai eliminuoja poveiki jautrioms lasteléms (5 pav.) [Gulbiniené, 2002].

AA43 “ KR221 KR268

NH LCOOH

B z "

TTKex2
Kex 1

5 pav. K2 preprotoksino geno mutacijos. Mlul ir Stul restrikcijos endonukleaziy
taikinai [ Gulbiniené, 2002].
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K2 kilerinio preprotoksino geno raiSka néra visiSkai priklausoma nuo
reguliuojanciy promotoriaus seky — promotoriaus atzvilgiu atvirk$ciai
orientuotas preprotoksino genas, lyginant su wt genu, uztikrina didelj kilerinio
toksino aktyvuma. Jo aktyvumas priklauso nuo ji supanéiy seky, 0 pasalinus
ADHI promotoriy, toksino aktyvumas sudaro 66 % [Gulbiniené ir kt., 2004].

Apibendrinus tiek K1, tiek K2 bei K28 kileriniy sistemuy tyrimy
duomenis, galima teigti, kad visy jy imuniteto formavimo mechanizmai yra
panasis [Magliani ir kt., 1997].

Genetikos laboratorijoje aptiktas naujomis kilerinémis savybémis
pasizymintis mieliy S. cerevisiae kamienas Kx. Nustatytas unikalus naujai
atrasto kamieno bruozas — sugebéjimas stabdyti visuy tipu kileriy veikima.
Remiantis tyrimy duomenimis, $i fenomena salygojantis baltymas sietinas su
sekretuojamu kileriniu toksinu ir yra pavadintas X faktoriumi [Melvydas ir kt.,
2007].

Literatiroje neaptikta duomeny apie mieles, kurios produkuoty
antitoksinus savo rusies ar kity riiSiy kileriams. Turimais duomenimis, tokius
junginius produkuoja tik kai kurios bakterijos, ta¢iau tai néra placiai paplitgs
reiskinys [Kristoffersen ir kt., 2000].

1.4. Toksinus produkuojanciy organizmy panaudojimas

Ivairiy rasiy mielés ir bakterijos gali biiti panaudotos kaip apsauginé
priemoné nuo maisto gedimo pramonéje, medicinoje, geny inZinerijoje ir t. t.
Mielés S. cerevisiae yra vienas placiausiai naudojamy tyrimo objekty ir
komerciniy mikroorganizmy. Jos naudojamos maisto pramon¢je, farmacijoje,
medicinoje. Plaiausiai mielés naudojamos etilo spirito gamyboje. Mielées,
pasizymincios kilerinémis savybémis, turi privalumy konkurencinéje kovoje.
S. cerevisiae auga ant uogy ir vaisiy — cukraus turtingose terpése. Dél visisko
saugumo Zmogui, paprasto kultyvavimo, trumpo S§iy eukariotiniy
mikroorganizmy generacinio laiko mielés tapo populiariu moksliniy tyrimy

objektu [Rumbold ir kt., 2009].
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1.4.1. Maisto pramonéje

Mieleés su kileriniu fenotipu placiai naudojamos alkoholinés fermentacijos
procesuose, pavyzdziui, ivairiy gérimy: alaus, sakés (ryziu degtinés), vyno, o
pastaruoju metu dar ir cukriniy augaly (cukranendriy) perdirbimui. Daugumoje
Siy fermentaciniy procesy naudojama nepasterizuota terpé, kurioje gali vyrauti
laukiniy mieliy kamieny (pvz., i§ zaliavos), iSbalansuojancios pradini uzséjamu
mieliy kiekj. Sis uzterSimas gali lemti fermentacijos greiti, dazniausiai ji mazinti,
bloginti vyno kokybe ar mazinti etilo spirito iSeiga. Zinoma, kad esant aukstesnei
temperattirai, aukStesniam pH, Zemai azoto koncentracijai suintensyvéja
aukstesniyjy alkoholiy gamyba bei mazéja etanolio iSeiga [Comitini ir kt., 2004].

Toksing produkuojancios mielés sekmingai naudojamos maisto pramonéje
ir konservuoty produkty apsaugai nuo gedimo. Kai kurie Kluyveromyces mieliy
kamienai sekretuoja toksing esant dideliam drusky kiekiui terpéje, dél ko gali
biiti apsaugomas stidytas maistas nuo gedimo. K. lactis kilerinés mielés inhibuoja
laukiniy mieliy, gadinanciy silosa, augima [Colussi ir kt, 2005]. Nustatyta, kad
apsaugoti maista ir paSarus nuo gedimo taip pat gali ir Williopsis mrakii
produkuojamas toksinas. Platus Sio toksino biologinio aktyvumo spektras leidzia
ji panaudoti tiek jogurto gamybai, tiek paSarinio siloso saugojimui. W. mrakii,
Pichia anomala, P. guillirmondii bei S. cerevisiae kilerinés mielés placiai
naudojamos maisto apsaugai nuo pelésiniy gryby mazai védinamose, drégnose
patalpose [Selvakumar ir kt., 2006]. Kilerini toksing produkuojancios mielés
W. saturnus gali bati panaudotos strio gamybai [Liu, Tsao, 2009]. I maisto
produktus, alkoholinius, nealkoholinius gérimus ar kitokius gaminius dedama
konservanty. Tai medZiagos, stabdancios mikroorganizmy gyvybing veikla,
veikian¢ios normalia Zarnyno mikroflora, todél jos potencialiai gali pakenkti
zmonéms ar gyvinams. Aktualu yra naudoti nattralias medzZiagas, Kkaip
apsauging priemong nuo produkty gedimo. Dél savo savybiy mielés W. saturnus
gali pakeisti net tris maisto pramon¢je naudojamus konservantus: E202 (kalio
sorbatas), E214 (etilparahidroksibenzoatas), E224 (kalio metadisulfitas) [Goretti
ir kt., 2009].
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Vyno gamyboje naudojamos pienartgstés bakterijos — Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus genciy; actariigS§tés bakterijos — Gluconobacter,
Acetobacter genCiy; pelésiniai grybai — Botrytis, Penicillium, Aspergillus,
Mucor, Rhizopus, Alternaria, Clodosporium, Ucinula genciy. Bakterijos i$
Clostridium ir Enterobacter genciy kaip Salutini produkta isskiria etilo alkoholj
(susidaro redukuojantis Acetil-CoA) [Esteve-Zarzoso ir kt.,1998].

Viena 1§ pagrindiniy duonos gedimo priezasiy yra pelijimas.
Mikromicety gaminami mikotoksinai gali sukelti vartotojy sveikatos problemy.
Mikrobiologinis gedimas pasireiSkia ypac Siltuoju mety laiku ir dél to susidaro
dideliy gamybiniy nuostoliy. Pagrindiniai duonos kepiniuose aptinkami
mikromicetai priklauso Sioms gentims: Penicillium, Aspergillus, Monilia,
Mucor, Endomyces, Cladosporium, Fusarium, Rhizopus. Pastaruoju metu
tarptautingje praktikoje vis didesni susidoméjima kelia cheminiy konservanty
pakeitimas mikroorganizmais, pvz. pieno rigsties bakterijomis (PRB),
lemian¢iomis konservuojanciu efektu pasizyminciy metabolity susidaryma.
Lactobacillus plantarum ir Lactobacillus hilgardii pieno ruigsties bakterijos
pasiZzymi antimikrobiniu efektu, kuris 1§ esmés siejamas su organiniy rugsciy,
tokiy kaip pieno ir acto rugstys bei kity metabolity susidarymu. Pastaruoju
metu atkreiptas démesys | pieno rugSties bakterijy kultliras, gaminancias
bakteriocinus, pasiZymincius antimikrobinémis savybémis. Tai bakterijy
sintetinami ir | mitybos terpg i$skiriami baltymai, kurie pasiZymi antibakteriniu
poveikiu giminingoms producentui bakterijy rtsims [Narbutaité ir kt., 2007].
Nustatytas Lactobacillus paracollinoides bei Weissella paramessenteroides
izoliuotus i§ $vieziy vaisiy — darzoviy poveikis prieS Fusarium graminearum,
Rhizopus stolonifer, Sclerotium oryzae, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea ir
Sclerotinia minor [Sathe ir kt., 2007].
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1.4.2. Biotechnologijoje

Biotechnologija - tai gyvujy organizmy ir biologiniy procesy
naudojimas gamyboje. Sis terminas pladiai pradétas vartoti praéjusio
Simtmecio septintajame deSimtmetyje, nors pacios biotechnologijos, pagristos
mikroorganizmy naudojimu, jau seniai buvo taikomos kai kuriose tikio Sakose
ir namy tkyje, pavyzdziui, duonos, vyno, alaus gamyboje, pienininkystéje,
odos apdorojimo srityse ir panaSiai. Placiausiai aplinkos valymo
biotechnologijose naudojamos Acinetobacter, Mycobacterium, Arthrobacter,
Pseudomonas, Rhodococcus, Yarowvia, Bacillus genéiy bakterijos. Siuo metu
gaminami biopreparatai, naudojant viena ar kelis mikroorganizmus. Naftai
valyti Rusijoje placiai naudojamo preparato ,,Devoroil“ sudétyje yra nafta
oksiduojan¢iy  mikroorganizmy koncorciumas i§ Pseudomonas  sp.,
Rhodococcus sp., Yarovvia sp. Europoje pladiai propaguojamas ,,Biodex-50%
preparatas yra keliy Stamy darinys. Lietuvoje prieS 7 metus sukurtas
biopreparatas ,,GVT“ taip pat daugiakomponentis, ardantis ne tik lengvuosius,
bet ir sunkiuosius angliavandenilius [Liuzinas, Paunksnyté, 2008]. Gamybinis
Bacillus subtilis Stamas Ch-13 produkuoja jvairius fermentus, antigrybinius
metabolitus, sugeba stimuliuoti augaly auginima (sintetina fitohormonus).
Biopreparatu inokuliuoti pomidorai 2,5 karto maziau uzsikre¢ia Fusarium
oxysporum fitopatogenu. Gyvendamas ant Sakny Stamas Ch-13 kelia augaly
imuniteta. Bakterijos gerina Sakniaplaukiy vystymasi ir jy sugebéjima isisavinti
azoto, fosforo bei kalio mineralines medziagas. Dél to galima 30 — 40 %
sumazinti mineraliniy medziagy doze¢ dirvozemyje [Chebotar ir kt., 2009].
Bacillus subtilis biopreparatai ,,2/10* bei ,,63z* taip pat naudojami pries
fitopatogenus ir néra keksmingi augalams bei Siltakraujams gyviinams [Lapa,
Reva, 2005]. Cekiski biopreparatai ,,Supresivit“, , lbefungin®, ,,Poliversum®,
kuriy pagrinda sudaro Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis bei Pythium
oligandrum mikroorganizmai atitinkamai, taikomi sékly apdirbimui pries

fitopatogenus Fusarium, Drechsiera, Pseudocercosporella, Gaeumannomyces,
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Rhynchosporium [Hysek ir kt., 2005]. Norint, kad biopreparaty naudojimas
gruntui ir dirvoZzemiui valyti biity efektyvus, juos reikia jungti 1 viena
kompleksa reguliuojant pH, aeracija, biogenini medZiagy iterpima, drégmeés
kiekij ir temperatiira. Priklausomai nuo uzterSimo tipo (ar sunkieji, ar lengvieji
angliavandeniliai, ar kitos cheminés medziagos) ir ivertinus terSianciy
medziagy galima biodegradacijos intensyvuma laike bei meteorologines vietos
salygas ir juy kaita, parenkamas biopreparatas ir, jei yra galimybé, pagaminama

jo modifikacija konkre¢iam atvejui [Liuzinas, Paunksnyté, 2008].

1.4.3. Etilo alkoholio gamyboje

Bioetanolio gamyba tampa vis svarbesné, nes naftos istekliy vis maz¢ja
bei nuolat kyla degaly kainos. Gaminant bioetanoli siekiama sumaZinti
aplinkos tar$a ir mazinti naftos produkty naudojima [Pretorius ir kt., 2003].
Mielés S. cerevisiae yra placiai naudojamos bioetanolio gamyboje [Argueso ir
kt., 2009]. Taip pat siiloma naudoti ir kt. riisiy mieles, pavyzdZiui, Pichia
[Canilha ir kt.,, 2009], Kluyveromyces [Tamura ir kt., 2006]. Etanolio
fermentacijoje taip pat naudojami bazidiomicetai, turintys tinkamy savybiy tam
procesui jvykdyti (pvz. Flammulina velutipes) [Mizuno ir kt., 2009].

Etilo alkoholis — tai mieliy gyvybinés veiklos produktas. Pladiausiai
maistiniam etilo alkoholiui gauti naudojamos krakmolingos (griidai, bulveés) ir
cukringos medziagos (melasa, defektiniai runkeliai ir kt.). Etilo alkoholio
mielés yra pavirSinio rigimo, gali rauginti gliukozg, fruktozg, manozg,
galaktozg, sacharozg, maltoze ir rafinozg, taCiau nesugeba metabolizuoti
ribozés, ksilozés, arabinozés, celiuliozés ir laktozes.

Daugumai  alkoholinio  fermentavimo  procesy  naudojamos
nepasterizuotos terpés, kurios gali biiti uzterStos laukiniy mieliy kamienais, o
tai gali lemti produkto kokybg ir bloginti etanolio iSeiga. Etilo alkoholio iSeiga
mazina ir aukS$ta temperatiira, pH, Zema azoto koncentracija. D¢l $iy priezas¢iy

padidéja aukstesniyjy alkoholiy gamyba. Kad biity i$vengta tokio neigiamo
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efekto ir isivyrauty pageidaujamos mieliy risys, spirito gamyboje naudojamos
mielés, pasizymincios kileriniu aktyvumu [Ceccato — Antonini ir kt., 2004].

Siekiant jvertinti mieliy padermes, tinkamas pramoniniam naudojimui,
reikia iStirti ju specifines, fiziologines ypatybes. PavyzdZziui, etanolio
tolerancija, cukraus tolerancija ir invertaziy veikla yra vienos i§ svarbiy
padermiy ypatybiy, naudojant jas pramoninéje etanolio gamyboje [Osho,
2005]. Mieliy fermentiniam aktyvumui turi jtakos didelés cukraus ir
susidariusio alkoholio koncentracijos. Yra zinoma, kaip keiCiant maisting
sudet] iSlaikyti mieles aktyvias ir padidinti etanolio koncentracija [Siler,
Morris, 1996].

Brazilijoje, naudojant mieles, biokurui skirtas etanolis gaminamas i
cukranendriy [Hamidimotlagh, Nahvi, 2007], Lietuvoje — i§ grudy. Pasaulyje
93 % etanolio pagaminama fermentacijos buidu ir tik 7 % — sintetiniu budu i$

naftos produkty [Chandel ir kt., 2009].

1.4.4. Medicinoje

Ivairiy rasiy bakterijos ir grybai gyvena ant zmoniy odos ir néra
kenksmingi organizmui, t. y. sudaro normalia mikroflora. Taciau kai kurios
infekcijos gali biiti labai pavojingos Zmonéms ir gyviinams. Grybelinés kilmés
iSbérimai daznai yra painiojami su psoriaze arba egzema. Grybeliniais
organizmais uzkre¢iamas pavirsinis 0dos sluoksnis arba plauky folikulés.
Viena pagrindiniy odos funkcijy — apsauginé arba barjeriné. Kai pazeidziamas
barjeras, vyksta ligy plitimas. ISlieka aktualu ieskoti naujy nattraliy priemoniy
nuo grybeliniy ligy. IS dirvoZzemio iSskirti B. cereus kamienai pasizymi
antigrybeliniu aktyvumu prie$ S. cerevisiae ir Candida albicans grybus [Qazi
ir kt., 2009].

Kileriniams mieliy kamienams skiriamas didelis démesys medicinoje —
patogeniniy mieliy tyrimuose bei kuriant naujos kartos vakcinas ir antibiotikus.
Daugeliu atvejy mielinés infekcijos siejamos su jvairiomis ligomis: piktybine

neoplazija, hematologinémis ligomis, daugybine skleroze, jgimtomis Sirdies
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ligomis bei galimomis komplikacijomis po imunosupresyvinés terapijos arba
atlikus inksty persodinima [Magliani ir kt., 1997].

Pastebéta, kad mikroorganizmy produkuojami toksinai gali reguliuoti
gyviny virskinamojo trakto bei burnos ertmés mikrobing dinamika. Jau
seniai gastroenterologijoje taikomi ,,geryjuy bakterijy” ivedimo per maista
metodai, siekiant iSspregsti daugeli mikroorganizmy disbalanso salygoty
funkciniy sutrikimy. Domimasi ir kilerinémis mielémis, galin€iomis atlikti
svarby bioreguliavimo vaidmenj. Senokai iStirtas gerai zinomas interferono
poveikis. Rekombinantiniy DNR technologijy panaudojimas leido
klonuoto interferono geno ekspresija tirti mielése ir bakterijose. Nustatyta, kad
jo antivirusinis aktyvumas tiesiogiai susijes su mielése esanciy dgRNR
molekuliy buvimu. Aptikta galimybé indukuoti interferono sintezg,
panaudojant mieliy kilerines dgRNR [Pestka ir kt., 1987; Watanabe ir kt.,
1988; Magliani ir kt., 1997]. Mieliy produkuojamas kilerinis toksinas taip pat
gali atlikti specifinio markerio vaidmeni. Pigi ir greita biotipavimo technika,
naudojant mieliy kilerines sistemas kartu su jautrumo cheminiams preparatams
tyrimais, galéty buti reikSminga analizuojant patogeninius mikroorganizmus.
Biotipavimo procediiroje galima naudoti kileriniy mieliy kamienus arba jau

iSskirta toksing [Polonelli ir kt., 1987; Candido ir kt., 1995; Silva ir kt., 2007].

Pastaruoju metu intensyviai tiriamos Kkileriniy toksiny antiobiotinés
savybés bei galimybé juos panaudoti sisteminéje antigrybelinéje
imunoterapijoje. Kileriniai mieliy kamienai pasiZymi placiu veikimo spektru,
veikiant jvairias Candida gryby genties rusis. Nustatyta, kad kilerinés mielés
inhibuoja C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata,
C. dubliniensis, taip pat K. lactis ir S. cerevisiae mieliy kamienus, i$skirtus i$
ivairiy ligoniy audiniy ir organy [Sangorrin ir kt., 2001; da Silva ir kt., 2006].
Mieliy produkuojamas kilerinis toksinas atakuoja mikroorganizmy arba mieliy
lasteliy pavirSiuje esancius taikinius ir tokiu biidu zudo jautrias Iasteles, taciau
neaptikta jokio toksino poveikio aukstesniyju eukarioty lasteléms. Sis pozymis
ypa¢ svarbus siekiant iSnaudoti antibiotines kileriniy toksiny savybes,

nepazeidZiant Zmogaus imuninés sistemos. Rimta problema iSlieka kilerinio
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toksino, kaip svetimo didelio molekulinio svorio glikoproteino,
antigeniSkumas. Siekiant neutralizuoti antikiinus ir sustabdyti imuninj atsaka 1
toksina, iSkelta prielaida apie galima kilerinio toksino panaudojima specifiniy
monokloniniy antikiny gamybai. Taciau didZiausias pasiekimas — idiotipiniy ir
antiidiotipiniy vakciny sukiirimas. Nustatyta, kad laboratoriniams gyviinams
ivedus monokloniniy antikiiny (susiformavusiy prie§ kilerini toksing) dél
imuninio atsako gaminasi antiidiotipiniai antikiinai — struktiiriniai toksino
analogai. Pastarieji pasiZzymi dideliu stabilumu fiziologinémis salygomis
(skirtingai nuo kilerinio toksino), o svarbiausia, dél kileriniy savybiy sugeba
Zudyti jautrias patogeniniy mieliy lasteles [Polonelli ir kt., 1991; Snyder ir kt.,
1999].

1.4.5. Geny inZinerijoje

Mieliy lastelés yra patogus modelis baltymy brendimo ir sekrecijos
mechanizmams tirti. Baltymy sekrecijos kelias mielése yra panaSus 1
aukStesniyjy organizmy baltymy sekrecija. Naudojant kileriniy virusy
nukleotidy sekas, sukonstruoti vektoriai heterologiniy baltymuy ekspresijai ir
produkavimui mielése. Tokiu biidu i8pleciamas mieliy kileriSkumo spektras,
zudant kity rasiy (pvz., patogenines) mieles. Neatmetama galimybé, kad
pavyks gauti ir rekombinantinius Kilerinius genus in vivo ir in vitro turin¢ius
S. cerevisiae K2 kilerinio preprotoksino gena ir K. lactis genus. Tokiu budu
sujungiamos abiejy sistemy galimybés. Tai ypaé aktualu, nes Sios dvi
mieliy rasys, manoma, maziausiai patogeniskos. Be to, K. lactis
preprotoksino geno signaliné seka pritaikyta pramoniniy vektoriy
konstravimui. Pastaruoju metu kileriniai mieliy genai bandomi perkelti |
augalus, siekiant juos apsaugoti nuo grybeliniy ligy [Mehlgarten ir kt., 2007].

Genetiniai virusiniai determinantai ir kiti genai, koduojantys Kilerinius
toksinus bei imuniSkumo faktorius, gali buti genetiskai modifikuojami

iterpiant i pradines S. cerevisiae mieliy kamieny kultiiras, taip geny inZinerijos
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metodais sukuriant naujus mieliy kamienus. Pagrindiné uzduotis konstruojant
zimocidinius (kilerinémis savybémis pasizyminéius) kamienus — sukurti
rekombinantinius mieliy kamienus, turin¢ius S. cerevisiae dviguby K1/K2
virusiniy  kileriniy toksiny determinantus prieS kitas mieles (pvz.,
Hanseniaspora, Kluyveromyces, Pichia) ir kitas bakterijas bei pelésius. Geny
bei lasteliy inZinerijos metodais perkeliant atsparuma salygojancius genus i
mikroorganizmy 1 augalus, kuriami transgeniniai augalai, atsparlis grybiniams
ir virusiniams patogenams. Taciau Siuo atveju labai svarbu ivertinti $eimininko
— augalo ir patogeno tarpusavio santykius bei rysj su supancia aplinka ir jtaka

jai [lrair kt., 2010].

1.5. Biocidines medziagas koduojanciy geny perkélimas j augalus

Biocidiniy medZiagy ir jas koduojanciy geny pritaikymo galimybés yra
labai placios. Perkeliant Sias medziagas koduojancius genus i augalus galima
efektyviai apsaugoti paselius nuo jvairiy grybeliniy ligy [Donini ir kt., 2005].

Pasaulyje augaly transformacija ir mieliy kilerinés sistemos yra placiai
tiriamos: atliekami tyrimai ne tik su mieliy S. cerevisiae K1, K2 ir K28
kileriniais toksinais, bet ir su kity rasiu (pvz., Pichia membranifaciens)
toksinais, bandant juy genus perkelti { {vairius modelinius augalus (pvz., tabaka,
bulves, pomidorus, petunijas ir t. t.), panaudojant skirtingus transformacijos
metodus. Taciau Lietuvoje tokio pobiidZio darbai yra nauji ir vykdomi tik GTC
Botanikos instituto Genetikos laboratorijoje.

Sanfordas ir Dzonstonas (Sanford ir Johnston) buvo pirmieji
mokslininkai, kurie intensyviai tyringjo atsparumo mechanizmus pries§ augaly
patogenus [Sanford, Johnston, 1985]. Véliau buvo atlickami bandymai
transgeniniams augalams suteikti antivirusinio atsparumo, kurio pagrindas biity
virusams atspariy geny ar genomo fragmenty raiSka. Daugelis $iy bandymy
buvo sékmingi ir tai 1émé virusams atspariy bulviy, pomidory, tabako ir kity

augaly rasiy sukiirima [Baulcombe, 1996].
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Kilerinius toksinus koduojanc¢iy geny iterpimas, raiSka ir ju produkty
sekrecija yra sudétingi procesai. Taciau Siuo metu atsiranda vis daugiau
pavyzdZiy, kai kileriniy toksiny genai sékmingai funkcionuoja transgeniniuose
augaluose. Pavyzdziui, i$skirti antimikrobiskai veikiantys antiktiniai, specifiski
Pichia anomalia kilerinio faktoriaus fragmentui, sudarytam i§ 10 a. r.
(atitinkan¢iy Pichia anomalia kilerinio toksino aktyvuji centra). Sis toksinas,
kaip ir daugelis kileriniy mieliy faktoriy (KP), tur¢jo stipry antimikrobini
aktyvuma prie§ zmoniy patogenus. Tuo tikslu $is peptidas buvo panaudotas
augaly atsparumui patogenams ir buvo tiriamas jo antimikrobinis aktyvumas
prie§ platy fitopatogeniniy bakterijy ir gryby spektra. Sintetinis kilerinis
faktorius turi antimikrobini aktyvuma in vitro prieS Pseudomonas syringae,
Erwinia carotovora, Botrytis cinerea ir Fusarium oxysporum rasis. Kilerinio
faktoriaus raiSka buvo sukelta augaluose, panaudojant bulvés viruso X (PVX)
iSvesta vektoriy. Augaly virusiniai vektoriai yra placiai naudojami gaunant
didele svetimy baltymy produkceija [Lacorte ir kt., 2010]. KP genas susijungia
su viruso apvalkalélio baltymu ir skleidZia chimerines virusines daleles
(CVPs), turincias heterologiniy peptidu [Scholthof ir kt., 1996]. 15grynintos
CVPs pasizymi padidintu antimikrobiniu aktyvumu prieS anks¢iau minétus
augaly ir zmoniy patogenus, tokius kaip Staphylococcus aureus ir Candida
albicans. Rezultatai rodo, kad PVX sistema yra pagristai ekonomiskas, greitas
ir efektyvus metodas produkuoti ir {vertinti antimikrobinius peptidus
augaluose. Be to, mieliy kilerinis faktorius yra perspektyvus junginys, kurio
genas gali biiti iklonuojamas 1 augalus, suteikiant jiems plataus spektro
atsparuma fitopatogenams [Donini ir kt., 2005].

Transgeniniai ryziy paséliai su Bacillus thuringiensis genais,
produkuojanciais toksinus, apsaugoti nuo fitopatogeny ir auginami nuo 1996
mety [Yang ir kt., 2011].

Bacillus amyloliquefaciens lipopeptidai pasizymi antigrybeliniu
aktyvumu prie$ fitopatogena Fusarium oxysporum [Romano ir kt., 2011].

Kitas s¢kmingos augaly transformacijos kilerini baltyma koduojanciy

konstrukty pavyzdys yra iS Ustilago maydis iSskirtas kilerinis toksinas KP6.
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U. maydis yra kukurlizy grybelinis patogenas. Keletas jo atmainy koduoja
polipeptidinius toksinus (KP1, KP4, KP), galin¢ius zudyti kitas U. maydis
jautrias atmainas. KP6 toksinas yra visiSkai istirtas ir charakterizuotas. Toksino
a ir f domenai yra butini baltymo aktyvumui [Li ir kt., 1999]. Buvo parodyta,
kad vienas 18 Siy toksiny geny (KP6 toksino), kontroliuojamas Ziedinio kopiisto
mozaikos viruso promotoriumi, gali biiti sintezuojamas transgeniniuose tabako
augaluose. Nustatyta, kad 1§ transgeniniy tabako augaly tarplastelinio skyscio
iSskirtas KP6 toksinas turi tokias pat a ir f sudedamasias dalis ir pasizymi
identiSku aktyvumu ir specifiSkumu kaip ir U. maydis lasteliy sekretuojamas
toksinas. 1S tabako iSskirtas £ polipeptidas buvo tokio pat dydzio ir su
identiSkomis N — galinémis sekomis kaip ir U. maydis KP6 £ polipeptidas.
U. maydis lastelése KP6 preprotoksino brendime dalyvauja Kex2p proteaze,
kuri taip pat yra gyviny ir gryby lastelése. Ji reikalinga nedideliy sekretuojamy
polipeptidiniy hormony ir sekretuojamy toksiny brendimui. Svarbu pastebéti,
kad augaluose taip pat aptinkama | Kex2p panasi proteaze, kuri reikalinga KP6
toksinui subresti [Tao ir kt., 1990]. Galima manyti, kad Sio virusinio kilerinio
toksino produkcija pasélivose galéty sukurti naujus biologinés kontrolés

metodus, kurie apsaugoty pasélius nuo grybeliniy patogeny [Kinal ir kt, 1995].
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2. EKSPERIMENTO METODIKA

2.1. Mieliy S. cerevisae ir bakteriniai kamienai, plazmidiniai vektoriai

Mieliy S. cerevisiae kamienai:

Kileriniam toksinui jautrus kamienas o’l (MATa, leu2 [kil-0]) [Citavigius,
Inge-Vectomov, 1972];

Standartiniai kamienai:

K7 (MATa arg9 [Kil-K1]) [Somers, Bevan, 1969];

DBY4975(MATo ade2 his3-200 leu2-3-112 lys2-801 ura3-52 gal+[kil-K1])
[Leibowitz, Wickner, 1976];

Romanesti K100 (RomK-100) (wt, HM/HM [kil-K2]) [Jokantaité ir kt., 1982];
M437 (wt, HM/HM [kil-K2]) [Naumova, Naumov, 1973];

K28 (wt, HM/HM [kil-K28]) [Schmitt, Tipper, 1990];

MS300 (MATa leu2 ura3-52 [kil-K28]) [Schmitt, Tipper, 1990];

E. coli kamienas: DH5a [Woodcock ir kt., 1989];

Klonavimo vektoriai:
pAD4 klonavimo vektorius (gautas iS M. Wigler);
pUC57 klonavimo vektorius (AB ,,Fermentas®)

pART27 klonavimo vektorius (gautas i§ dr. A. Razanskienés)

2.2. Terpés

YEPD terpé: mieliy auginimui [Zakharov ir kt., 1976]
1 % mieliy autolizato,

2 % peptono,

2 % gliukozes.
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LB terpé (skysta arba agarizuota): E. coli lasteléms auginti (pH 7,0):
[Sambrook ir kt., 1989]
1 % triptono,

0.5 % mieliy ekstrakto,
1 % NaCl,
2 % agaro (1 agarizuota terpg).

MD terpé: mieliy transformanty atrankai [Sherman ir kt., 1986]
2 % gliukozg,

0.09 % KH,PO,,

0,023 % K,;HPO,,

0,05 % MgSO, x 7H,0,

0,01 % NacCl,

0,01 % CacCl,,

1 % (NH4)2SO0,,

MB terpé: kileriSkumo ir imuniSkumo nustatymui, pH 3,0 — 5,6 [Naumova,
Naumov, 1973]

0,5 % peptono,

0,5 % mieliy autolizato,

4 % gliukozes,

1,06 % citrinos ragsties (CeHgO7 x H,0),

3,53 % Na,HPO, x 12H,0.

Terpés pH regulivojamas citrat-fosfatiniu buferiu. Nustac¢ius pH, ruoSiant
agarizuota terpg, pridedama 0,003 % metileno mélio ir 2 % agaro.

Kilerinio toksino i§skyrimui naudojama skysta MB terpé be metileno mélio,

pH 4,4,

Minimali terpé: naudojama Kileriniy mieliy kamieny auginimui [Sherman ir
kt., 1986]
2 % gliukozeés,
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0,2 % K,HPO,,
0,1 % MgSO, X 7H,0,
0,1 % (NH,),SO,,

I viena litra terpés pridedama vitaminy tirpalo:

Vitaminy tirpalas, mg/100 ml:

Biotinas 0,2, tiaminas 20,0, B — alaninas 50,0.

Taip pat atitinkamy aminortgs¢iy priedai, mg/l:

L - leucinas 30,0, L — histidinas 20,0, adenino sulfatas 20,0, L — metioninas
20,0, uracilas 20,0, L — argininas - HCI 20,0, L - lizinas - HCL 30,0.

Rasti bakterijy kamienai

Ux
Tx
V8

B9
B18
KB

Rasti mieliy kileriniai
kamienai
20K++
4+
11x31
-2
Spanguolé
K+ob
1M

2.3. Medziagos

Saltinis
Gudobelés uogos
Melyniy uogos
GeltonZziedés sedulos
uogos
Brukniy uogos
Pakalnuc¢iy uogos
Kadagio uogos

Saltinis

Raudonyjy serbenty uogos

Vysniy uogos
Putino uogos
Vynuogiy uogos
Spanguolés
Obuoliai
Obuoliai
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Augimvieté
Vilnius
Vievis
Ignalina

Ignalina
Vievis
Vilniaus rajonas

Augimvieté

Sirvintos
Rokiskis
Sirvintos

Sakiai

Vilniaus rajonas
Vilnius
Anykscial



2.4. Metodai

2.4.1. Mikroorganizmy, augan¢iy spontaniniuose rauguose, klonavimas

Mielés ir kiti mikroorganizmai, esantys spontaniniame rauge,
paskleidZiami Petri 1€kStelése ant agarizuotos YEPD terpés iki atskiry kolonijy.
Termostatuojama 3 paras 30 °C temperatiiroje. ISaugusios atskiros kolonijos,
besiskiriancios savo iSvaizda, pers¢jamos 1 atskiras lékSteles ant agarizuotos
YEPD terpés bruksniais. Auginama 3 paras 30 °C temperatiiroje. [Saugg¢ klonai
naudojami tolimesniems tyrimams, saugoma Saldytuve +4 °C temperatiiroje

[laboratorijos metodika].

2.4.2. KileriSkumo nustatymas

Mieliy kilerinis aktyvumas nustatomas pagal testuojamy kamieny
sugebéjima suformuoti lizés zonas ant jautraus kamieno ao’l gazono. Visi
eksperimentai buvo atlikti naudojant pH 3,0; pH 3,6; pH 4,0; pH 4,8; pH
5,2; pH 5,6 MB terpes.

I Petri 1¢kSteles plonu sluoksniu iSpilstoma MB terpé, tokiu bidu
suformuojamas pagrindas, naudojamas kaip papildomy maistiniy medziagy
Saltinis bei iSlyginantis 1€kSteliy pavirsiy. ISdzitivus apatiniam sluoksniui, { 10
ml iSlydytos ir iki 45 °C temperatiros atvésintos MB terpés pridedama jautriy
mieliy lasteliy suspensijos iki ~ 10° lasteliy gazonui. Terpé uzpilama ant
paruosSty leksteliy su apatiniu agaro sluoksniu. Sustingus virSutiniam agaro
sluoksniui, spausdinamos arba mikrobiologine kilpele uzséjamos testuojamy
kultary kolonijos. Lékstelés 3 paras inkubuojamos 26 °C temperatiiroje. Aplink
kolonijas, i$skiriancias kilerinj toksina, Siam toksinui jautraus kamieno gazonas
neiSauga, todél susidaro skaidrios lizés zonos [Somers, Bevan, 1969;

Naumova, Naumov, 1973].
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2.4.3. Mieliy imuni§kumo kileriniam toksinui jvertinimas

Standartiniai testeriniai mieliy kamienai briksneliais pas¢jami ant
YEPD terpés ir auginami 2 paras 30 °C temperatiiroje. Lekstelés su ~ 1x10°
last./ml tankio giluminiu gazonu paruoSiamos, kaip apraSyta 2.5.2 skyriuje, tik
vietoje jautraus S. cerevisiae kamieno lasteliu suspensijos naudojamos
testuojamos kultiiros Iastelés. Ant Siy lékSteliu nuo YEPD terpés
perspausdinami arba mikrobiologine kilpele pas¢jami testeriniai kileriai: K7,
DBY4975 — K1 tipo, Romanesti-K100, M437 — K2 tipo, 28, MS300 — K28
tipo kileriai. Lékstelés 3 paras inkubuojamos 26 °C temperatiiroje. Aplink
tiriama kamiena susidariusios lizés zonos rodo tiriamy mieliy jautruma $io tipo
kileriniam toksinui: lizé€s zonos nebuvimas — imuniSkuma [Naumova, Naumov,

1973].

2.4.4. Kilerinio toksino isskyrimas

Kilerini toksing produkuojantis mieliy kamienas uZs¢jamas 1 5 ml
skystos MB terpés (be metileno mélio, pH 4,4) ir inkubuojama per nakt; 18 —
20 °C temperatiiroje be aeracijos. 2 ml naktinés kultiiros, sulyginus pagal optini
tankj, perkeliama | 100 ml skystos MB terpés ir inkubuojama 4 paras 18 —
20 °C temperatiiroje. Kultiira centrifuguojama 10 min. 5 000 rpm.
Supernatantas nufiltruojamas per PVDF membrang (pory dydis 0,22 pm) ir

naudojamas kilerinio toksino aktyvumo nustatymui [Zhu, Bussey, 1991].

2.4.5. Kilerinio toksino aktyvumo nustatymas

Kilerinio toksino aktyvumo tyrimuose naudojamos Petri lékStelés su
uzpiltu jautraus kamieno gazonu (léksStelés paruoSiamos kaip apraSyta 2.5.2.
skyriuje, terpés pH 4,4). Pirminiam nustatymui filtruoti meéginiai uzneSami

lasais (po 50 ul) ir po 4 pary inkubacijos 26 °C temperatiiroje stebimos
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susidariusios lizé€s zonos ant jautraus visy tipy kileriams a’1 kamieno gazono.
Matuojamas lizés zonos dydis ir apskaiiuojamas kilerinio toksino aktyvumas
procentais, lyginant su laukinio K2 kilerinio kamieno M437 formuojama zona
[Zhu, Bussey, 1991].

2.4.6. Plazmidziy konstravimas ir analizé

2.4.6.1. DNR karpymas restrikcijos nukleazémis

Buferiniai tirpalai bei inkubacijos temperatiira buvo parenkami pagal
»Thermo Fisher Scientific“ rekomendacijas. 1 pg DNR sukarpymui buvo
imama 10 restrikcijos endonukleazés aktyvumo vienety. MiSinys
inkubuojamas 1 val. [Maniatis ir kt., 1982, Sambrook ir kt., 1989].

2.4.6.2. DNR viengrandziy galy uzbukinimas

Po karpymo restrikcijos endonukleazémis gauti viengrandziai DNR
galai buvo pervedami { viengrandzius panaudojant E. coli DNR polimerazés |
Klenow fragmento katalizuojama reakcija. Reakcija vykdoma G+, R+, Y+,
O+, B+ buferivose 37 °C temperatiiroje 30 min., pridé¢jus dANTP iki 50 uM
galutinés koncentracijos ir nutraukiama inkubuojant misini 15 min. 65 °C

temperatiroje [Maniatis ir kt., 1982, Sambrook ir kt., 1989].

2.4.6.3. 5" — galiniy fosfaty paSalinimas

Buvo naudojama Sarmin¢ fosfatazé (CIAP). Reakcija buvo vykdoma
CIAP buferyje 30 min. 37 °C temperatiroje, pridedant 0,1 vnt. fermento/1 ug
DNR. Po reakcijos DNR deproteinizuojama ir iSsodinama [Maniatis ir kt.,
1982, Sambrook ir kt., 1989].
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2.4.6.4. DNR ligavimas

DNR ligavimo reakcija buvo vykdoma ligavimo buferyje 1 val.
kambario temperatiiroje pridéjus 1 vnt. T4 DNR ligazés/1jug liguojamos
DNR. Vektoriaus ir DNR fragmento molekuliy santykiai ligavimo miSinyje
nuo 1:1 iki 1:5. [vykus reakcijai, ligavimo miSiniu transformuojamos

kompetentinés E. coli lastelés [Maniatis ir kt., 1982, Sambrook ir kt., 1989].

2.4.7. Bakteriju E. coli transformacija

I. Kompetentiniy E. coli lasteliy paruoSimas: E. coli recipientinio
kamieno DH5« lastelés uzséjamos | mégintuvéli su 5 ml skystos LB terpés.
Inkubuojama per nakti 37 °C termostate. 1 ml naktinés E. coli kulttiros
uzséjama 1 100ml skystos LB terpés. Inkubuojama purtykléje (200 aps./min.)
2 — 4 val. 37°C temperatiiroje, kol lasteliy kultiiros tankis pasiekia 5x107
last./ml (Ds5¢=0,4 — 0,6). Visos tolesnés procediiros atlieckamos ledo vonioje.
Terpé su bakterijomis atSaldoma lede (~10 min.). Centrifuguojama 3 000 rpm
grei¢iu 5 min. Lastelés 2 kartus plaunamos 100 ml iki 0 °C atSaldyto A
tirpalo, centrifuguojama 3000 rpm greiciu 5 min. Lastelés suspenduojamos
50 ml iki 0 °C atSaldyto B tirpalo ir inkubuojamos ledo vonioje 40 — 60 min.
Centrifuguojama tomis paciomis salygomis. Lastelés suspenduojamos 5 ml
iki 0 °C atSaldyto B tirpalo. Gauta kompetentiniy lasteliy suspensija po 250
ul paskirstoma i atSaldytus Eppendorf mégintuvélius. Paruosta kompetenting
kultora galima laikyti 4 °C temperatiiroje 12 — 24 val. llgesniam laikymui
uzSaldoma —70 °C, pridéjus iki 20 % glicerino.

I. Transformacija: { 100 — 200 ul kompetentiniy lasteliu suspensijos
pridedama 0,05 — 0,1 ug DNR (5 — 20 pul tiryje). Misinys inkubuojamas ledo
vonioje 30 — 60 min. Mégintuvéliai 2 min. perkeliami { 42 °C vandens vonia.
Po temperatiirinio Soko mégintuvéliai 1 min. atSaldomi ledo vonioje. [

kiekviena mégintuvelp jpilama po 1ml skystos LB terpés ir inkubuojama 1
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val. 37 °C termostate. Lastelés surenkamos centrifuguojant ir pasé¢jamos ant
agarizuotos LB terpés su ampicilino priedu. Lékstelés inkubuojamos 37 °C
temperatiiroje per nakti. Transformantai atrenkami pagal atsparuma
ampicilinui, tikrinami iSskirta plazmiding DNR karpant restriktazémis

[Sambrook ir kt., 1989].

2.4.8. Mieliy S. cerevisiae transformacija

I. Kompetentiniy S. cerevisiae lasteliy paruoSimas: i 5 ml skystos

YEPD terpés uzs¢jama recipientinio mieliy kamieno kolonija ir inkubuojama
per nakti 30 °C temperatiiroje termostate. Iml naktinés kulttiros uzséjamas i
100 ml skystos YEPD terpés. Inkubuojama purtant (200 aps./min.) 2 — 4 val.
30 °C, kol lasteliy kultiiros optinis tankis (bangos ilgis 600 nm) pasiekia 0,5
— 1 O. V. Kultira atsaldoma, lastelés nusodinamos centrifuguojant 3 000
rpm greiéiu 2 — 3 min. ir plaunamos 50 ml TE buferio.
Lastelés plaunamos 50 ml TE/LiCl tirpalo, nucentrifuguojamos,
resuspenduojamos 50 ml TE/LICl. Inkubuojama 30 — 60 min. 30 °C
temperatiiroje purtant 150 aps./min. Centrifuguojama 7 000 rpm grei¢iu 10
min. Lastelés suspenduojamos 1ml TE/LiCl tirpalo. Taip paruosta
kompetentiniy lasteliy kultiira galima laikyti 4 °C temperatiiroje 12 — 24 val.

Il. Transformacija: 1 100 pl kompetentiniy lasteliy kulttiros pridedama
1 - 2 pg plazmidinés DNR (5 — 10 pl taryje) ir 7 ul 96 % etilo alkoholio.
Inkubuojama 30 min. 30 °C temperatiiroje purtant 150 aps./min. Pridedama 2
tiriai 50% polietilenglikolio 4000/TE. Inkubuojama 60 min. 30 °C
temperatiiroje termostate. Mégintuveliai 5 min. perkeliami i 42 °C
temperatiros vandens vonia. Meégintuvéliai atvésinami iki kambario
temperattros, uzpilama 1 ml sterilaus distiliuoto vandens ir centrifuguojama
15000 rpm greiciu 1 min. Supernatantas nupilamas, lastelés suspenduojamos
100 pl YEPD terpés. Pusé turimos suspensijos pas€¢jama ant selektyvios

agarizuotos MD terpés. Auginama 30 °C temperatiiroje 5 — 7 paras. Likusi
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suspensija uzpilama 1ml skystos YEPD terpés, inkubuojama 30 °C
temperatiroje per naktj ir pas¢jama ant selektyvios agarizuotos MD terpés

[Ito ir kt., 1983].

2.4.9. Plazmidinés DNR i$skyrimas i§ bakterijy E. coli

Bakteriju kolonija, turinti reikiama plazmidg, uzs¢jama 1 50 ml LB terpg
su ampicilino priedu, inkubuojama ~ 18 — 20 val. 37 °C temperatiiroje purtant.
Terpé atSaldoma, biomas¢ surenkama centrifuguojant 9 000 rpm grei¢iu 10
min. Biomasé 2 kartus plaunama 30 ml STE buferinio tirpalo, centrifuguojama
9 000 rpm greiciu 10 min. Biomasé¢ suspenduojama 6 ml STE buferio.
Pridedama 12 ml NaOH/SDS tirpalo, Svelniai sumaiSoma ir 5 min.
inkubuojama kambario temperatiiroje. Pridedama 9 ml NaAc (pH 4.,8) tirpalo,
atsargiai suplakama, 20 min. inkubuojama ledo vonioje, centrifuguojama
10 000 rpm 15 min. Supernatantas surenkamas { nauja mégintuvelj, pridedama
0,7 - 0,8 tirio izopropanolio, 5 min. inkubuojama kambario temperatiiroje,
centrifuguojama 10 000 rpm 15 min. Nuosédos plaunamos etilo alkoholiu (70
%), iSdziovinamos 37 °C temperatiiroje, iStirpinamos 5 ml TE buferio. RNR
pasalinimui | tirpala pridedama 1 ttris 10 M LiCl tirpalo, 20 min. inkubuojama
—70 °C temperaturoje, centrifuguojama 10 000 rpm grei¢iu 15 min.
Supernatantas perkeliamas | nauja mégintuvel], plazmidiné DNR iSsodinama
pridedant lygy tiirf izopropanolio, kaip apraSyta anksc¢iau. Nuosédos
iStirpinamos 1 ml dejonizuoto vandens.

Mazi plazmidinés DNR kiekiai iSskirti pagal Sia metodika: tiriama
bakteriju kolonija suspenduojama 40 pl TE buferio. Pridedama 80 ul
NaOH/SDS tirpalo, Svelniai sumaiSoma. Pridedama 60 pl NaAc tirpalo,
sumaiSoma. Pridedama 180 pl chloroformo - izoamilo alkoholio miSinio
(24:1), suplakama, centrifuguojama 10 min. Vandens faz¢ surenkama i nauja
mégintuvéli, pridedamas lygus taris (~180 pl) izopropanolio, sumaiSoma,

centrifuguojama 15 min. Nuosédos plaunamos 70 % etilo alkoholio,
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iSdziovinamos 37 °C temperatiiroje, iStirpinamos dejonizuotame vandenyje (50
— 100 pl) [Sambrook ir kt., 1989].

2.4.10. Plazmidinés DNR iSskyrimas iS mieliy S. cerevisiae

Mieliy transformantai auginami YEPD terpéje 48 wval. 30 °C
temperatiroje. Kultira centrifuguojama 5 min. 5 000 rpm greiciu, lasteles 2
kartus praplaunamos TE buferiniu tirpalu. Biomasé suspenduojama 30 ml 0,6
M sorbitolio buferinio tirpalo, inkubuojama 10 min. 30 °C temperatiroje,
nucentrifuguojama 5 min. Lastelés suspenduojamos 20 ml protoplasty
buferinio tirpalo ir inkubuojama 2 - 3 wval. 30 °C temperatiroje,
centrifuguojama 15 min. Protoplastai 3 kartus plaunami 0,6 M sorbitolio/TE,
suspenduojami TE buferiniame tirpale ir centrifuguojama. Pridedama 2 tdriai
NaOH/SDS tirpalo ir Svelniai maiSoma kambario temperatiroje 10 min.
Pridedama 1,5 tario NaAc (pH 4,8), laikoma 20 min. 4 °C temperatiiroje,
centrifuguojama. Pridedama izopropanolio, sumaiSoma, centrifuguojama 10
min. RNR hidrolizuojama inkubuojant su pankreatine ribonukleaze.
Ekstrahuojama lygiu tiriu fenolio, fenolio — chloroformo miSinio bei
chloroformo. Nuosédos plaunamos 75 % etilo alkoholiu, iSdZziovinamos 37 °C
temperatiiroje, iStirpinamos TE buferiniame tirpale (50 pl) [Birnboim, Doly,
1979].

2.4.11. AuksStos molekulinés masés DNR ekstrakcija iS augalo lasteliy

Zalio augalo biomasé homogenizuojama su skystu azotu. Augalo
milteliai perkeliami i 2 ml Eppendorf mégintuvéli, pilama 600 pl buferinio
tirpalo A (8 % DTAB, 1,5 M NaCl, 100 mM TRIS-HCI (pH 8,6), 50 mM
EDTA) ir inkubuojama apie 10 min. 65 — 75 °C temperataroje. Sekan¢iame
etape vykdoma baltymy deproteinizacija: sumaiSoma su 900 pl chloroformo,

gerai suplakamas mégintuvélio turinys ir centrifuguojama 5 min. 10 000 rpm.
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VirSutinis sluoksnis perkeliamas 1 nauja meégintuveélj ir Svelniai sumaiSoma su
900 pl buferinio tirpalo B (5 % CTAB, 0,4 M NaCl) bei centrifuguojama 15
min. 11 000 rpm 4 °C temperatiiroje. PaSalinus supernatanta, ant nuosédy
pilama 200 pl 1,2 M NaCl ir inkubuojama 1 val. 37 °C temperatiroje. DNR ir
RNR i§sodinama 2 tiiriais Salto etanolio (96 %). Pradzitivusios nuosédos
tirpinamos TE tirpale (100 — 200 ul) ir DNR detektuojama elektroforetiskai.
RNR pasalinama inkubuojant mégini 15 min. 37 °C temperatiroje su 1 pl
ribonukleazés (25mg/ml). Papildoma deproteinizacija atlickama pridedant {
tirpala 2 pl proteinkinazés K (15mg/ml), inkubuojama 40 min. 50 °C
temperatiiroje, pridedama 150 pl fenolio/chloroformo miSinio, centrifuguojama
5 min. 10 000 rpm. VirSutinis sluoksnis perkeliamas i nauja meégintuvélj ir
uzpilama 300 pl chloroformo bei centrifuguojama 5 min. 10 000 rpm. VirSuting
sluoksni perkélus { nauja mégintuvel, DNR iSsodinama pridéjus prie
supernatanto 1/10 tirio natrio acetato (pH 5,2) ir 2 thirius 96 % Salto etanolio.
Nuosédos tirpinamos TE (50 pl). Preparatas laikomas -20 °C temperatiiroje
[Murray, Thompson, 1980].

2.4.12. DNR elektroforezé agarozés gelyje

DNR elektroforezé vykdyta horizontaliame elektroforezés aparate 1 %
agarozes geliuose, TAE buferiniame tirpale, esant 10 V/cm jtampai. Geliai 3 -
5 min. buvo dazomi EtBr tirpale (1 pg/ml), praplaunami distiliuotu vandeniu ir

analizuojami UV 8viesoje [Sambrook ir kt., 1989].

2.4.13. Polimerazés grandininé reakcija (PGR)

PGR reakcijos miSinio komponentai: vanduo, 10x PGR buferinis
tirpalas, dNTP, tiesioginis pradmuo, atvirkstinis pradmuo, MgCl,, genominé
DNR, Taq DNR polimerazé. Siuo atveju PGR reakcija buvo atliekama 50pl

tiryje.
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PGR atlikti buvo naudojami pradmenys:

Tiesioginis pradmuo ADH-kilF (00058770_1), kurio nukleotidy seka yra 5°-
gca ttc tag acc aac aga tgt cgt tgt tcc-3¢. Sis pradmuo yra komplementarus tam
tikrai alkoholdehidrogenazés ADH1 promotoriaus sekai.

Atvirkstinis pradmuo ADH-kilR (00058770_2), kurio nukleotidy seka yra:
5-gca tcc cgg gge cgce cac get cga cga ge-3¢. Sis pradmuo yra komplementarus
tam tikrai K2 geno sekai, esanéiai apie 250 bp nuo geno pradzios.

Tiesioginis pradmuo Oligo1(00080105_1), kurio nukleotidy seka yra: 5°-gca
ttc tag aat gag gat ccg ggc cac cag-3‘. Sis pradmuo PGR metu jungiasi prie
geno K2 N gale esanc¢ios komplementarios jam sekos.

Tiesioginis 1 pradmuo (00083319 1), kurio nukleotidy seka: 5°-gca tct gca
gtt gaa gat gcc tet gec gac-3. Sis pradmuo PGR metu jungiasi prie Ziedinio
kopiisto mozaikos viruso CaMV 35S promotoriaus sekos, 250 bp iki jo C galo
[Ausubel, 1999].

PGR programos cikly parametrai:

Temperatura Laikas Cikly skai¢ius
95 °C 3 min. 1
95 °C 1 min.
58 °C 1 min. 30
72 °C 2 min.
72 °C 6 min. 1
4 °C 2 min. 1
Viso: ~2,5 val.

2.4.14. Gyvy lasteliy skaiciaus jvertinimas

Darbas atlickamas aseptinémis salygomis laminariniame bokse.
Meégintuvéliai sunumeruojami po SeSis ir | kiekviena i§ juy ipilama po 9 ml
izotoninio fiziologinio NaCl (0,9 %) tirpalo. 1 ml lasteliy suspensijos steriliai

perkeliamas | pirmaji mégintuvel] su fiziologiniu tirpalu. Gauta suspensija
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gerai iSmaiSoma pipetuojant ir procedira kartojama nuosekliai — po 1 ml
praskiestos kultiros perneSama vis 1 sekanti mégintuvéli iki SeStojo
mégintuvélio imtinai (skiedimas iki 10°). Tuomet po 100 pl arba 50 pl
reikiamo praskiedimo lasteliy suspensijos iS§s€¢jama ant paruoSty Petri leksteliy
su YEPD agarizuota terpe, po kelias léksteles kiekvienam praskiedimui
atskirai. Lékstelés inkubuojamos termostate 30 °C temperatiiroje dvi paras.
Kiekvienoje 1éksteléje suskaiCiuojami titry vidurkiai (CFU, angl. Colony
Formating Unity) — iSaugusiy kolonijy skaicius. Gyvuy lasteliy skaicius 1 ml
apskai¢iuojamas pagal formule: M = A x 10" x 10, kur M — gyvu lasteliy
skai¢ius 1 ml; A — koloniju skaifiaus lékstelése vidurkis; n — substrato
skiedimo laipsnis; 10 — koeficientas, kai i 1ékStele séjama 0,1 ml lasteliy

suspensijos [Gedminiené, 2006].

2.4.15. Augimo kreiviy sudarymas

Bandymas atliktas Erlenmejerio kolbose su 200 ml obuoliy suléiy, i
kiekviena kolba uzZséjant tiriamo mieliy kamieno 2 % naktinés kultiiros. Mielés
kultivuotos 20 °C temperatiiroje lengvai aeruojant (70 aps/min.). Tokios
salygos parinktos atsizvelgiant 1 tai, kad sekretuojamo kilerinio toksino
stabilumas maZéja esant intesyviai aeracijai ir aukStesnei nei 20 °C
temperatirai. Mieliy S. cerevisiae augimo kreivéms sudaryti, lasteliy
suspensijos drumstumas buvo matuojamas kas 2 valandas ODgg nm, aseptiskai

paimant méginius [Gedminiené, 2006].
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2.4.16. Lasteliy tankio nustatymas spektrofotometriSkai

Meéginiai praskiedZiami ir matuojamas tirpalo Sviesos sugérimas prie
600 nm bangos ilgio. Tokiu badu 0,1 ODgg atitinka ~3x10° Iast./ml [Ausubel,
1999].

2.4.17. Alkoholiy, aukStesniyjy alkoholiy, esteriy, aldehidy koncentracijy
jvertinimas fermentuojant obuoliy sultis mieliy S. cerevisiae kamienais

Analiz¢ atlikta Nacionaliniame maisto ir veterinarijos rizikos vertinimo

institute (pagal tyrimy protokolus Nr. 10997Ch1-8, Nr. 332Ch1-3 [1 priedas].

2.4.18. Mieliy kamieny identifikacija

Analiz¢ atlikta Nacionalingje visuomenés sveikatos prieZiiiros

laboratorijoje, naudojant automatizuota mini AP [ 20 CAUX sistema.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Mikroorganizmy, auganciy spontaniniuose rauguose, pradiné analizé

Siekiant panaudoti naturalioje aplinkoje paplitusiy mikroorganizmy
sintetinamas antibakterines ir antigrybines medZiagas augaly apsaugai nuo
kenkéjy, GTC Botanikos instituto Genetikos laboratorijoje buvo vykdoma
nauju plataus veikimo bakterijyu bei mieliy kamieny, pasiZyminciy kileriniu
aktyvumu, paieska [Kondratiené ir kt., 2003; Melvydas ir kt., 2005; Melvydas
ir kt., 2009]. Ieskomi ne visi paplit¢ mikroorganizmai, bet sugebantys raugti.
Buvo kreipiamas demésys { fungicidinio faktoriaus aktyvuma, raugo kultiry
grynuma bei spontaninio raugo riigimo vizualini efektyvuma.

IS jvairiy vaisiy — uogu spontaniniy raugy laboratorijoje iSskirta
skirtingy mikromicety, bakteriju rasiy ir mieliy kamieny. Darbe naudojami
vaisiai, uogos, ziedai surinkti Lietuvos teritorijoje. Spontaniniai raugai
paruoSiami sudedant sutrintas uogas { meégintuvélius ir uzpilant distiliuotu
vandeniu. Riigimas vykdomas kambario temperatiiroje (~20 °C) be cukraus
priedy, esant nesterilioms salygoms. Riigimas stebimas pagal iSsiskirian¢iy
duju intensyvuma. Ji skatina mikroorganizmai, esantys ant vaisiy ir uogu. Kad
bty galima tirti dominancias bakterijas ir mieles atliekamas daugkartinis
klonavimas (6 pav.). Pradiné méginiy analizé atlickama po 10 dieny nuo
rauginimo pradzios, véliau méginiai klonuojami kas ménesj. Sios analizés
metu matoma konkurencija tarp jvairiy mikroorganizmy. Rauginimui uogos
surinktos nesteriliomis salygomis, todél pradinés analizés metu vizualiai
stebima atskiry kolonijy jvairové pagal spalva, forma ir augimo greiti.
Ivertinamas mikroorganizmy pasiskirstymas. IS vieno raugo gauta tik
vienintelé galima rusis gali rodyti ypatinga klono konkurenciskuma. Galimas
ne tik kilerinis fenomenas, bet ir kontaktiné konkurencija. Norint iSaiskinti

gauty kolonijy prigimti, atliekama mikroskopiné analizé.
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6 pav. Mikroorganizmy, produkuojanciy medziagas, toksiskai veikiancias mieles
ir mikromicetus, paieskos schema, temperatiira nuo 20 °C iki 37 °C.

Pirmiausia atliekamas kileriSkumo nustatymas. Tolimesni eksperimentai
atliekami su kilerinémis savybémis pasizyminéiomis kolonijomis (7 pav.).

Mieliy kamienai buvo tiriami kileriSkumo ir imuniSkumo testais, Zymint
tarpusavio skirtumus ir lyginant juos su standartiniais S. cerevisiae K1, K2 ir

K28 tipo kileriniais kamienais. Darbe naudoty S. cerevisiae kileriniy standarty
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i§skiriami toksinai pagal tipa : K7 ir DBY4975 — K1 tipo, M437 ir RomK100 —
K2 tipo, 28 ir MS300 — K28 tipo.

7 pav. Klonuoty mieliy atspaudai ant standZios MB terpés KileriSkumo raiskai
jvertinti, gazonas — S. cerevisiae a’1 kamienas, pH 4,8. Aplink kiekviena kolonija
susiformavusi lizés zona (Sviesiné aureolé) rodo, kad yra iSskiriama toksiné
medziaga, zudanti gazono jautrias lasteles.

2006 metais i$ ivairiy vaisiy — uogy spontaniniy raugy buvo isskirti du
bakteriniai izoliatai, laboratorijoje pavadinti Tx ir Ux. Vizualiai pastebéta
(koloniju forma, spalva, augimas), kad jie neturéty biiti nei tos pacios risies,

nei tos pacios genties. Tai parodé mikroskopavimo tyrimai (8 pav).

i B | Length : 3.0 um|
Length : 1.3 um|

8 pav. Ux (A) ir Tx (B) bakterijy izoliaty mikroskopavimo bendras vaizdas.

Tx ir Ux bakteriniai kamienai sekretuoja biologiSkai aktyvias
medZiagas, kurios pasizymi dideliu kileriniu aktyvumu. Tx ir Ux izoliatai

sugeba formuoti lizés zonas ne tik ant jautraus S. cerevisiae a’l kamieno
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gazono, bet ir ant standartiniy K1, K2 ir K28 kileriniy kamieny gazony. Taip
pat buvo rastas trecias izoliatas — V8, morfologiskai ir pagal toksino sekrecijos
ypatybes panaSus | Ux (8 pav., A, nr. 9 ir 10), bet jo iSskiriamas toksinas
pasizymi didesniu aktyvumu, ypac esant 20 ‘C — 26 °C temperatirai. Taip pat
naujai rasti bakteriju izoliatai, morfologiSkai panasts i Tx, pavadinti pagal
kilmeg — B9 (tirti du jo klonai: B9l ir B9II), B18 (tirti trys klonai: B18l, B18ll,
B18lI1l), bei KBI ir KBII. Ux ir V8 bakteriniai izoliatai pasiZymi nejprasta
savybe: jie patys silpnai augdami produkuoja didelj kieki toksino (9 pav., A,
nr. 9 ir 10). Kamienai gerai issilaiko net ant iSdzitivusiy terpiy. Ant maistingos
YEPD terpés Ux bei V8 izoliatai produkuoja tik apie 20 % toksino (lyginant su
MB terpe), tai yra reta savybé. V8 kamienas yra jautrus Tx1, Tx4, B18l, B9l

bei Ux izoliatams (9 pav.).

9 pav. A - Bakterijy izoliaty B9, B18 ir V8 Kkilerinio aktyvumo pasireiskimo
palyginimas su izoliatais Tx ir Ux, MB terpé, pH 4,8, 20 °C temperatiira, gazonas
- «’1: 1-RomK100, 2-M437, 3-K7, 4-DBY4975, 5-K28, 6-MS300, 7-B18I, 8-
B18Il, 9-Ux, 10-V8, 11-B9l, 12, 13-BOll, 14-TxI, 15-Txll, 16-TxIll, 17-TxIV,
18-KBI, 19-KBII. B — Tx1, Tx4, B18l, B9l ir Ux kilerinis aktyvumas, gazonas —
kamienas V8, YEPD terpé: 1-B18I, 2-B9l, 3—-TxI, 4-TxIV, 5-Ux, 6-V8.

Daugumos Zinomy kileriniy toksiny raiSka yra gerai iStirta, Zinomos
reikalingos terpiy sudétys, pH, temperatira ir kiti duomenys. Darbe buvo
aktualu optimizuoti naujai rasty toksiny, bakteriju izoliaty raiska, kad biity

galima gauti didelius kiekius toksiny, reikalingy norint juos istirti ir véliau
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pritaikyti gamyboje, taip pat atrinkti kamienus, kurie turéty auksta
temperatirini ir pH stabiluma bei dideli aktyvumo spektra prie§ pelésinius
grybus. Reikéjo nustatyti tinkamas salygas, kurioms esant producentai
geriausiai auga ir iSskiria daugiausiai toksino. Pasaulyje mokslininkai bando
optimizuoti mieliy bei bakterijuy, pasiZyminiy priesgrybiniu aktyvumu,
augimo bei laikymo salygas [Lowes, 2000].

Kamienai buvo tiriami, kileriSkuma tikrinant ant jautraus S. cerevisiae
a’l gazono ir lyginant su standartiniais S. cerevisiae K1, K2 ir K28 tipo
kileriniais kamienais. Mikroorganizmai buvo auginami ant skirtingo
ragstingumo MB terpiu (pH 3,0; 3,6; 4,0; 4,4; 4,8; 5,2 ir 5,6) ir inkubuojami
20 °C, 30 °C ir 37 °C temperatiirose (10 pav.).

20C  30%  37% 20°C 30°c  37°C

M437 B181 Tx1II

RomK-100 B18 11 Tx III

K7 B18 III Tx IV

DBY 4975 Bo1 KBI

B9 11 KB II

MS300 Tx I

10 pav. Bakterijy izoliaty iSskiriamy toksiny formuojamos lizés zonos ant
jautraus o’1 gazono, inkubuojant skirtingose temperatiirose, pH 4,8, terpé MB.
Standartiniai mieliy kamienai: M437, Rom K-100, K7, DBY4975, K28, MS300.
Tiriami bakteriju izoliaty kamienai: B18 I, B18 II, B18 III, B9 I, B9 II, Tx I, Tx II, Tx
I, Tx IV, KB I, KB I.

Kaip matyti i$ paveikslo, tiek Tx, tiek B18 I, B18 11, B18 Ill, KB | ir KB
II, did¢jant temperatiirai, augimas mazéja, taciau toksino produkcija islieka gana
auksta, o didéjant temperatiirai standartiniy S. cerevisiae mieliy kamieny
augimas bei toksino produkcija ryskiai sumazéja. B9 klonai auga ir produkuoja

toksing trimis skirtingomis temperatiiromis gana panasiai.
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Taip pat mikroorganizmai buvo auginami ant skirtingo riigStingumo
terpiy. Lentelése (6, 7, 8 lentelé) minimi standartiniai mieliy S. cerevisiae
kamienai bei darbo metu gauti bakterijy kamienai. I§ pateikty darbo duomeny
galima teigti, kad skystoje MB terp¢je norint i§ rasty bakteriniy izoliaty gauti
daugiau toksino, reikia palaikyti terpés rigstinguma — pH 4,8 ir kultivuoti 20 °C
temperatiiroje. Zinoma, kad kuo aukstesné temperatiira, tuo tick mieliy kileriai,
tiek bakteriju produkuojami baltyminiai toksinai grei¢iau degraduoja, o
Zemesnése temperatiirose patys mikroorganizmai pradeda blogiau augti
[Servien¢ ir kt., 2002]. BI8 klonai prie visy pH ir temperatiiry produkuoja
maziausiai toksino, lyginant su Tx, Ux, V8 bei B9 klonais, taciau tai nereiskia,

kad jie blogai veiks pries kity riiSiy mieles ir mikromicetus.

6 lentelé. Atrinkty mikroorganizmy produkuojamy toksiny ekspresijos jvertinimas
skirtingo riig§tingumo terpése pagal lizés zony dydzius 20 °C temperatiiroje

Tiriamieji MB terpés pH
kamienai
3,0 3,6 4,0 4,4 4,8 5,2 5,6
RomK-100 ++ | ++ +++ +++ ++ + -
M437 ++ | ++ +++ ++++ +++ ++ +
K7 - - - + ++ ++
DBY4975 - - - + ++ ++ -
K28 - - + + + ++ +
MS300 + + + + ++ +++ ++
B9 | ++ | +++ +++ ++++ ++++ +++ ++
B9 Il ++ | +++ +++ ++++ ++++ +++ +++
B18 | + + + ++ ++ ++ +
B18 Il + ++ ++ ++
B18 Il + ++ ++ ++
TxI + - - - - - -
Tx 1l + ++ +++ ++ +++ +++ +++
Tx I + ++ +++ +++ +++ +++ +++
Tx IV + ++ +++ +++ +++ +++ +++
KB I + ++ +++ +++ ++++ +++ +++
KB Il + ++ +++ +++ ++++ +++ +++
Ux ++ | +++ ++4++ | A+ ++++ +++ +++
V8 ++ | +++ ++4++ | A+ ++++ +++ +++

Lizés zony dydZiai, diametras, mm: ++++ (>18), +++£ (18-15), +++ (15-12), +++
(12-9), ++ (9-6), + (6-4), + (4-1), - (<1)
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7 lentelé. Atrinkty mikroorganizmy produkuojamy toksiny ekspresijos jvertinimas
skirtingo riigstingumo terpése pagal lizés zony dydzius 30 °C temperatiiroje

MB terpés pH
Tiriamieji
kamienai
3,0 3,6 4,0 4.4 4,8 5,2 5,6
Romk-100 ++ ++ +++ ++ ++ + -
M437 ++ ++ ++ +++ ++ + -
K7 - - - * ++ + -
DBY4975 - - - + ++ + -
K28 - - - - + ++ *
MS300 - * * + ++ +++ *
B9 I ++ +++ ++ +++ ++++ +++ ++
B9 I ++ ++ ++ +++ ++++ ++ ++
Bi8 | * + + ++ ++ + *
B18 Il * + + ++ ++ + *
B18 Il * * + ++ ++ + *
x| - - - - - - -
Tx I + ++ ++ ++ +++ ++ +
Tx I + ++ +++ ++ +++ +++ ++
X IV + ++ ++ ++ +++ +++ ++
KB | ++ ++ +++ +++ +++ +++ ++
KB Il + ++ +++ +++ ++++ +++ ++
Ux ++ +++ e T I +++ +++
V8 ++ +++ +++ +H++ | 4+ +++ +++

Lizés zony dydZiai, diametras, mm: ++++ (>18), ++++ (18-15), +++ (15-12), +++
(12-9), ++ (9-6), + (6-4), + (4-1), - (<1)

8 lentelé. Atrinkty mikroorganizmy produkuojamy toksiny ekspresijos jvertinimas
skirtingo rlig§tingumo terpése pagal lizés zony dydzius 37 °C temperatiiroje

Tiriamieji MB terpés pH
kamienai
3,0 3,6 4,0 4.4 4,8 5,2 5,6
Romk-100 - - - - - - -
M437 + ++ ++ ++ + - -
K7 - - - - - - +
DBY4975 - - - - - - -
K28 - - - - - - -
MS300 - - + + + + -
B9 | ++ +++ +++ +++ ++ +++ +
B9 Il ++ +++ +++ +++ +++ ++ +++
B18 | + + + + + + +
B18 Il + + + + + + +
B18 1l + + + + + + +
Tx 1 - - - - - - -
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8 lentelés tesinys

Tx Il + + ++ + + + +
Tx I + + + ++ + + +
TX IV + + ++ ++ ++ ++ +
KB | + ++ ++ ++ + ++ +
KB I + + ++ + + + +
Ux ++ +++ ++++ |+ | +++ +++
V8 ++ +++ ++++ |+ | +++ +++

Lizés zony dydZiai, skersmuo, mm: ++++ (>18), ++++ (18-15), +++ (15-12), +++
(12-9), ++ (9-6), + (6-4), £ (4-1), - (<1)

Akivaizdu, kad rasty izoliaty iSskiriami kileriniai faktoriai daug
aktyvesni uz mieliy S. cerevisiae kilerinius toksinus (6,7,8 lentelés).

Darbo eigoje buvo pastebéta, kad rasti kamienai lizuoja patogenus,
atsiradusius kaip uZzkratas Petri lékStelese. Dauguma rasty klony tokiomis
savybémis nepasizymejo. Todél buvo suformuluota hipoteze, kad rastieji
mikroorganizmai  gali  pasiZyméti  svarbiomis  antigrybelinémis  ir
antipatogeninémis savybémis. Nusprendus patikrinti kultiiry antipatogenini
poveiki, 1§ Lietuvos Sodininkystés ir Darzininkystés instituto mokslininky
buvo gautos obelinio rauplégrybio (Venturia ineaqualis) bei balzganojo
menturgrybio (Verticillium albo-artum) grynos kulttros. Rauplémis sergantys
vaismedZiai prastai auga, maziau sukrauna Ziediniy pumpury, ziema pasala
[Pileckis, 1994]. Pastebétos praskaidréjusios zonos aplink visus rastus
mikroorganizmy klonus, pasétos ant patogeno Verticillium albo-artum gazono.
Tai rodo, kad jie sugeba stabdyti patogenu plitima. Standartiniai K2 tipo
kileriniai kamienai negal¢jo naikinti minéto patogeno. KBI ir Txl1
mikroorganizmai naikino Venturia ineaqualis grybo pavirSinius hifus. Grybo
paplitimo stabdymas yra akivaizdus (11 pav.).

Kadangi rasti mikroorganizmai turéjo perspektyvy naikinant sodo
parazitus, buvo nusprgsta iSplésti tyrimus bendradarbiaujant su Botanikos
instituto Biodestruktoriy ir Fitopatogeny laboratorijomis. Nustyta, kad rasti
klonai gali sunaikinti ne tik Saccharomyces, Venturia, Verticillium gentims
priklausanc¢ius, bet ir Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Candida genciy

mikromicetus. Tikétina, kad S§iy mikroorganizmy radimas yra vienas
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svarbiausiy $io darbo rezultaty ir ateityje gali turéti komercinés reikSmeés
(11,12 pav.).

11 pav. A - surasty mikroorganizmy poveikis augaly patogeno Verticillium
albo-artum gazonui: 1-6 kileriniai standartai, 7 — V8, 8 — Ux, 9, 10 - Tx, 11, 12 -
KB. B - surasty mikroorganizmy poveikis augaly patogenui Venturia
ineaqualis: 1 — KBI izoliatas, 2 — Tx izoliatas, M437 — standartinis mieliy
S. cerevisiae K2 tipo kamienas, terpé MB, pH 4,8.

Kamienas Ux riigstinéje terpéje beveik visiSkai neauga, bet produkuoja
labai didelj kieki toksino (12 pav.).

A B(1) B(2)
12 pav A - bakteriniai izoliatai ant standartinés Kilerinés terpés MB, pH 4,8,
gazonas — Fusarium sp.: 1-5 - S. cerevisiae kileriniai standartai, 6 — Ux, 7 — V8, 8 —
B9, 9 — Tx; B — bakteriniy izoliaty poveikis Zmogaus ligy sukéléjams Candida
glabrata B(1) bei Candida tropicalis B(2), 1 — Ux, 2-4 — Tx.

Biologiniu poziiiriu toks augimas yra daug pranaSesnis, nes kitos

bakterijos tokiomis salygomis Ziista. Kamienas bando i$laikyti terpg, kurioje jis
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galéty kuo daugiau daugintis. RiigStin¢je aplinkoje izoliatas produkuoja daug
toksino, tad gali buti, kad po kurio laiko terpés pH gali tapti Sarminis. Ux
bakterinio izoliato genai, koduojantys toksina, galéty buti panaudoti kuriant
naujus modifikuotus organizmus, o jy toksinai — naujos kartos vaistus.

Tx bakteriniai izoliatai gerai auga ant YEPD terpés, taciau blogai ant jos
iSsilaiko, nes po kiek laiko, pradedant trikti maisto medziagy, prasideda
bendrojo bruksnio autolizé, bet ne sporuliacija (13 pav.). Gyvybingi iSlieka tik
atskiri brukSniai bei ju kraStai (néra faginis uzkrétimas). Dél to galima
kontroliuoti kileriniy faktoriy producentus ir i§vengti ilgalaikio uZterS§imo tiek
jais, tiek toksinais. Izoliatus, pasizymincius tokiomis savybémis, biity galima
panaudoti biopreparaty gamybai, kadangi viena didziausiy Siuolaikiniy
biopreparaty panaudojino problemy yra ta, kad jie gali kauptis biosferoje ir
sukelti jos uzter§tuma. Siuo metu biopreparatai jau naudojami praktikoje: ezery
valymui, kovai prie§ augaly patogenus, Kaip vaistiniai preparatai
[Kurzawinska, Mazur, 2007]. Taip pat kiti organizmai gali tapti atspariis
konkrec¢iam preparatui. Kuriant tokius biopreparatus yra svarbu, kad jie buty
nekenksmingi gamtai ir greitai degraduoty.

Siy kultiiry palaikymui tinka kileriné MB terpé, kurios pH 4,8. Ant jos
netgi esant skirtingoms pH reik§méms kulttira iSsilaiko apie 2 — 3 ménesius.
Taip pat kultiiros iSlaikymui tinka alaus misos terpeé, ant kurios autolizé

nevyksta.

13 pav. Bakterinio izoliato Tx autolizé, terpé YEPD: A — autolizés pradzia, B —
ivykusi autolizé.
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Ux ir V8 bakteriniai izoliatai yra gramteigiami ir lengvai sporuliuoja bei
labai gerai auga ant YEPD terpés. Tx bakterinis izoliatas yra gramteigiamas ir
blogai sporuliuoja.

Ux ir Tx baltymy gryninimas ir koncentravimas buvo atliekamas
naudojant Millipore filtravimo sistema. Ux bakteriniy izoliaty atveju valymo
metu pastebéta, kad dalis produkto praeina per TM-100 membrang, taciau
koncentruojasi ant TM-10. Gauti rezultatai rodo panasuma su M437 K2 tipo
kileriniu toksinu, kurio molekuliné masé apie 21 kDa. Tx atveju toksinas
praeina pro TM-10 membrang, bet koncentruojasi ant TM-5. Naudojant
skirtingo pory dydzio filtravimo membranas nustatyta, kad tiriamo toksino
molekuliné masé gali nevirSyti 5 kDa.

Atlikus Tx kamieno identifikacija buvo nustatyta, kad izoliatas
priklauso Bacillus sp.

RusSys neskelbiamos, kadangi gali turéti komercinés reikSmés. Galimas

patentavimas.

3.2. Kileriniy mieliy gamybinis perspektyvumas vyno bei etilo alkoholio
pramong¢je

3.2.1. Naujy kamieny Kkileri$kumo ir imuni§kumo rezultatai

Viena svarbiausiy mieliy genciy charakteristiky yra anaerobinis cukry
rigimas. Angliavandeniy anaerobinis skaidymas, katalizuojant mieliy fermentams
iki etanolio ir CO,, vadinamas alkoholiniu riigimu. Pagrindiniai alkoholinio
rigimo sukéléjai yra askomicetinés mielés — Saccharomicetai. Alkoholinj riigima
gali sukelti ir kiti grybai, bet etanolio susidaro daug maziau (5-7 %)
[Masteikiené, 1999]. Kai kurios bakterijos i$ Clostridium ir Enterobacter genciy
rigimo metu kaip Salutini produkta gamina etanoli. Etanolio pirmtakas
acetaldehidas, Siuo atveju, susidaro ne tiesiogiai iS piruvato, veikiant
piruvatdekarboksilazei, o redukujantis acetil — CoA [Esteve Zarzoso, 1998].

Analizuojant raugus buvo rasta mieliy klony (kileriniy ir nekileriniy),

kurie labai greitai rtgo. Svarbu rasti efektyvesnius negu naudojami vyno
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gamyboje bei etanolio pramon¢je kamienus, auganCius ant plataus spektro
substraty, Zemoje temperatiiroje ir gaminanc¢ius kuo didesnj etanolio kiekj. Tokio
pobiidzio darbai iSlieka aktualiis, siekiant i{vertinti mikroorganizmy
iSgyvenamuma ir konkurencinguma bei praktiniam pritaikymui. Todél, norint
neprarasti rasty mieliy (ieSkant plataus veikimo spektro antimikrobiniy
producenty), buvo atliekami darbai ir Sia kryptimi. Kultiiros buvo labai grynos,
tai rodo ju galima konkurencinguma. Tirtos potencialios mieliy kamieny
rauginimo galimybés. Siuose eksperimentuose panaudoti mieliy kamienai —
20K++, 4+, 11x31, I11-2, spanguole, K+ob ir IM. 9 ir 10 lentelése aprasoma Siy
kamieny saveika su standartiniais mieliy S. cerevisiae Kileriniais kamienais bei

kilerisSkumo savybés ant skirtingy pH.

9 lentelé. Standartiniy ir tiriamy kileriniy mieliy tarpusavio saveika

Kamienas Sudaro lizés zonas' | Nesudaro lizés Kilerinis Imunitetas
zony’ fenotipas
20K++ K1, K28 K2 K2 In,
4+ K1, K28 K2 K2 In,
11x31 K1 K2, K28 Km In, 28
-2 K1 K2, K28 Km In; 08
Spanguolé - K1, K2, K28 Kx Ing 228
1M K1, K2, K28 - Kn I-
K+ab K1, K2, K28 - Kn I-

1o tiriamieji kamienai sudaro lizés zonas ant MB paskleisty K1, K2 arba
K28 tipo kamieny; ? — tiriamieji kamienai nesudaro lizés zony ant MB terpés
paskleisty K1, K2 arba K28 tipo kamieny; Km — tiriamas kamienas zudo tik K1
tipo kilerinius kamienus; Kn — tiriamas kamienas Zudo K1, K2 ir K28 tipy
kilerinius kamienus; Kx - tiriamas kamienas 7Zudo tik jautry mieliy o’l

kamieng; In, — imuniSkumas K2 tipo Kkileriniams kamienams; Ingzs —
imuniskumas K2 bei K28 tipo kamienams; In; ;s — imuniSkumas visy tipy
kileriniams kamienams; I- — imuniSkumo neturintys kamienai.

Pagal saveika tarp standartiniy bei tiriamy mieliy kamieny iSskirti
skirtingomis savybémis pasizymintys kileriniai tipai: K2 kileriniu fenotipu
pasizymintys kamienai 4+ ir 20K++ zudo K1 ir K28 kilerinio tipo mieles bei
formuoja imuniskuma K2 tipo toksinams. 1M kamienas Zudo K1, K2 ir K28
kilerinio tipo mieles, taciau pats neturi imuniSkumo visy tipy kileriniams

toksinams. 11x31 ir 111-2 izoliatai Zudo K1 tipo mieles. Spanguolés mieliy
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kamienai yra atspariis visiems kileriniy mieliy tipams. K+ob, kamienas
iSskirtas i vyno gamybos etapy, todél tikétina, kad jis gali buti labai
konkurenciskas gamyboje. Sios mielés buvo iSskirtos i§ kooperatinés
bendrovés “Vaisiy sultys” obuoliy sul¢iy fermentacijos raugy kaip uzkratas.
Jos pasizymi silpnu kileriSkumu, bet iSskiria stabdymo faktoriy, kuris inhibuoja
K1, K2 ir K28 tipo kilerinius toksinus, bet pats neturi imuniskumo visy tipy

kileriniams kamienams. Kamieno savybés idomios moksliniu pozitiriu.

10 lentelé. Optimalus terpés pH testuoty mieliy kamieny kileriniam aktyvumui

Kamienas | Lizés zonos, susidarancios ant jautraus ‘1 kamieno gazono, kai terpés
H:
30 | 36 4.0 4.4 4.8 5.2 5.6 6.0

20K++ | +4++ | +4++ | HH+E | HHH+ | +++ + -
4+ +++ | | | +++ +++ + -
11x31 ++ | x| HHE | | +++ + -
-2 + + ++ ++ + - - -
Spanguolé | +++ | ++=* ++ ++ + - - -
1M - - + + + + - -
K+ob - - - + + + + -

Lizés zonos diametras (mm): ++++>18, ++++ 18-15, +++ 15-12, +++ 12-9, ++ 9-6,
+ 6-4, £ 4-1.

Ivairiy mieliy kileriniy kamieny produkuojamy toksiny veikimo pH
optimumai yra labai skirtingi. Tiriami bandomieji kamienai, esant ivairiems
terpés pH, skirtingu efektyvumu sekretuoja kilerinius toksinus. Optimalaus pH
nustatymo metu iSsiskyré 20K++, 4+, 1Ix31 izoliatai, kuriy produkuojamas
toksinas veikia pla¢iame pH intervale (nuo 3,0 iki 5,6). 1M ir K+ob kamienai

netoleruoja riigstinés terpes.

3.2.2. Gliukozés jsisavinimo ir rauginimo efektyvumo jvertinimas

Lyginant gliukozés isisavinimo greiti su rauginimo efektyvumu, noréta
iSsiaiSkinti  koreliacija tarp Siy reiSkiniy. Rauginimo efektyvumas buvo
vertinamas vizualiai pagal CO; duju i$siskyrimg ir cukry kieki obuoliy sultyse,

kurios buvo paruostos i§ obuoliy sulCiy koncentrato (70,4 %) jas skiedZiant iki
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galutinés 9 % koncentracijos. Cukry kiekis buvo nustatomas po savaités
rauginimo DNS metodu (Kooperatinéje bendrovéje ,,Vaisiy sultys®™).

Duomenys pateikti 11 lenteléje.

11 lentelé. Obuoliy sul¢iy rauginimo efektyvumo tyrimo rezultatai

Cukry kiekis po savaités

Kamienas | Vizualus rauginimo greitis
(~20 °C temperatiiroje) Gliukozeé, Gliukozeé, Cukrai,
mM mg/ml °Blg

RomK100 | +++ 0,18 0,03 0.5
M437 ++ 0,42 0,08 2,0
4+ +++ 0,19 0,03 0,5
20K++ +++ 0,23 0,04 0,5
K+ob +++ 0,32 0,06 1,0
11x31 +++ 0,35 0,06 1,0
112 ++ 0,49 0,09 25
Spanguolé | + 0,26 0,05 1,0
1M ++++ 0,13 0,02 0,5

Pastabos: °Blg — Balingo laipsnis. 1 °Blg atitinka 10 g. cukraus 1 | tirpalo.
CO; dujy issiskyrimas: ++++ - labai intensyvus, +++ - intensyvus, ++ - vidutinis,
+ - silpnas.

Gliukozés isisavinimo ir rauginimo efektyvumo analizés metu i§ visy
kamieny labiausiai pasiZzyméjo 1M kamienas, kaip labiausiai fermentuojantis
cukrus. Rezultatai parodé, kad 1M kamienas yra labai perspektyvus vyno bei

alkoholio pramonéje. Tolie izoliatai aptinkami retai.

3.2.3. Tolerancija etilo alkoholiui

Vienas 1§ reikalavimy, keliamy vyno mieléms, yra ju gera alkoholio
tolerancija. Tie kamienai, kurie netoleruoja 10 % alkoholio vyny pramongéje
yra neperspektyvils, taciau gali buti pritaikyti alaus gamyboje. SusipaZinus su

vyny mieliy kataloguose pateikiama informacija, matyti, kad mielés turi
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toleruoti 13 % ir aukStesng¢ alkoholio koncentracija. Dauguma pramonéje
naudojamy kamieny gali iSgyventi 13 — 18 % koncentracijos alkoholio
tirpaluose, o kai kurie kamienai ir 21 %. Atspariy klony atrankos buidu galima
tikétis aptikti mieliy kamieny, toleruojanciy didesnes alkoholio koncentracijas.

Buvo atliktas alkoholio tolerancijos eksperimentas su pasirinktais
S. cerevisiae kamienais, panaudotais obuoliy sul¢iy fermentacijai. Buvo
paruosti tokie etilo spirito tirpalai, kuriy koncentracijos procentais (%) yra:
kontrolé, 12, 14, 16, 18, 20, 23 po 20 ml kiekvienos 100 ml Erlenmejerio
kolbutése ir uzséta gyvy lasteliy iki galutinés ~ 1,97 - 10° CFU/ml mieliy.
Tokia lasteliy koncentracija buvo Sio darbo fermentacijy atvejais. Lastelés
inkubuotos 20 °C temperatiiroje 2 val. Gyvy mieliy lasteliy skai¢iui jvertinti
suspensija buvo iSséta ant standzios YEPD terpés: kontrolé — tik ineSus mieliy
lasteles | etanolio tirpala ir po 4 val. Gauti alkoholio tolerancijos rezultati

pateikiami 14 paveiksle.
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Spirite kencentracija, 94

14 pav. Kamieny: 1M, RomK-100, M437, 4+, 20K++ ir K+ob, 11x31, I1l-2,
Spanguolé tolerancijos etilo spiritui jvertinimas.
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Mieliy tolerancijos etilo alkoholiui rezultatai rodo, kad kai
fermentacijos metu susikaupia daug alkoholio, jo perteklius uzmusa mieliy
lasteles, todél fermentacija toliau nebevyksta. Visi kamienai pasizymi
alkoholio tolerancija iki 18 %, ta¢iau M437 ir Spanguolé kamienai zymiai

jautresni.

3.2.4. Augimo kreiviy sudarymas ir augimo parametry jvertinimas

Apibiidinant naujus kamienus biitina salyga — iStirti mikroorganizmy
elgsena (gyvybingumo parametrams). Atrenkant perspektyvias maisto (vyno)
pramonei mieles, labai svarbu jvertinti galimai daugiau tiriamo kamieno
biologiniy savybiy. Viena svarbiausiy — mikroorganizmo augimo kreiveés
nustatymas. Augimo kreivés suteikia Ziniy apie mikroorganizmy populiacijos
augimo greiti, atskiry populiacijos stadijy trukmg ir panasiai. Naudojant keliy
rasiy mikroorganizmus, fermentacijos metu svarbu juos parinkti taip, kad ju
augimo greitis buty beveik vienodas. Panaudojant tinkamus kamienus galima
sumazinti riigimo laika, atlikti procesa Zemesnéje temperatiiroje ir gauti
aukstos kokybés vynus.

Mieliy augimo kreivés sudarytos obuoliy sultyse. Obuoliy sultyse yra
ivairiy cukry, i§ kuriy jvairiais santykiais daugiausiai aptinkama fruktozeés,
gliukozés ir sacharozés. Obuoliy sultys buvo pasirinktos kaip daZniausiai
naudojama zaliava vyny gamybai Siauriniuose krastuose. Be to, tikimasi, kad
bus galima pasitlyti naujus mieliy kamienus vyny gamybai kooperatinei
bendrovei ,,Vaisiy sultys“. Analizei buvo panaudoti galimai perspektyvis
maisto pramonei S. cerevisiae kamienai: M437, 4+, 20K++, K+ob ir
palyginimui — maziau perspektyvis, bet daznai naudojamas vyny pramonéje
S. cerevisiae Rom K-100 kamienas.

Nustatyta, kad Rom K-100, K+ob kamienai auga sparciausiai
(analizuojant santykini augimo greiti), o M437, 4+, 20K++ kamienai pagal
santykinj augimo greitj atsilieka. Pagal biomasés iSeiga iSsiskiria Rom K-100,

4+, 20K++ kamienai, maziausiai biomasés turi K'ob kamienas. Nuo augimo
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grei¢io priklauso fermentacijos kokybé, nes atsiranda papildomy metabolity,
todél tikétina, kad Rom K-100, K+ob kamienai gali pasizyméti didesniu
papildomy fermentacijos medziagy (priemaisy) iSskyrimu (15 pav.).Taciau
reikia pastebéti, kad vis dél to pirmiausiai kokybg apsprendzia kamieno

savybeés. Dél to reikalingi vyno, iSraugto atskirais mieliy kamienais, tyrimai.

9,0
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15 pav. S. cerevisiae mieliy kamieny Rom K-100, M437 bei kamieny 4+, 20K++,

K+ob augimo krevés obuoliy sultyse.

Fermentacija buvo vykdoma obuoliy sultyse, pridedant po 10 dienu po
du kartus 10 % cukraus. Tokiu bidu buvo tikétina gauti didesnj alkoholio
kieki. Be to, pagal Sia savybe kamienai gali labai iSsiskirti. Alkoholio —
cukraus sgveika inhibuoja tolesnj rauginimo procesa. Norint jvertinti praktines
kileriniy kamieny rauginimo galimybes bei itaka vyno kokybei, bitina atlikti
alkoholiy, aukstesniujy alkoholiy, esteriy ir aldehidy koncentracijy ivertinima
pagal Europos bendrijos reglamentus ir Lietuvos standartus. Fermentacijos

proceso kokybés jvertinimui buvo tikrinami parametrai, pateikti 12 lentel¢je.
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Parodyta, kad kamienai pagamino skirtingus etanolio kiekius ir skiriasi

kenksmingy priemaiSy kiekiai.

12 lentelé. Alkoholiy, esteriy ir aldehidy kiekybinis jvertinimas fermentuojant
obuoliy sultis mieliy kamienais. 1 ANALIZE ( po 10 d. fermentacijos, 20 °C temperatiroje,

pridedant papildomai du kartus 10 % cukraus)

Eil. Kileriniai mieliy kamienai

Nr. | Cheminé medZziaga | RomK-100 | 20K++ | 11x31 M437 4+ 1M Spanguolé

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Alkoholiai

1. | Etilo alkoholio 11,72 12,62 12,38 12,16 12,37 17,34 12,89
kiekis, ttirio %

2. | Metilo alkoholio 0,008 0,007 0,008 0,006 0,003 0,041 0,002
kiekis, mg/dm®

Aukstesnieji alkoholiai, mg/dm®

3. | 2—metilbutilo 0,044 0,038 0,037 0,032 0,023 0,026 0,034
alkoholis, mg/dm®

4. | 3—-metilbutilo 0,136 0,113 0,107 0,181 0,158 0,208 0,154
alkoholis, mg/dm?

5. | Propilo alkoholis, 0,028 0,030 0,030 0,024 0,027 0,118 0,041
mg/dm?

6. | lzobutilo alkoholis, 0,078 0,057 0,053 0,064 0,077 0,051 0,079
mg/dm?®

7. | 2-butilo alkoholis, <0,009 <0,009 | <0,009 | <0,009 | <0,009 | <0,009 <0,009
mg/dm?

8. | n-butilo alkoholis, <0,010 <0,010 | <0,010 | <0,010 | <0,010 | <0,010 <0,010
mg/dm®

Esteriai, mg/dm®

9. | Metilacetatas, < 0,009 <0,009 | <0,009 | <0,009 | <0,009 | <0,009 < 0,009
mg/dm?

10. | Etilacetatas, mg/dm® | 0,002 0,006 0,001 0,021 0,019 0,082 0,094

Aldehidai, mg/dm®

11. | Etanalis (acetaldehido | 0,091 0,116 0,063 0,112 0,081 0,018 0,192

ir acetalio suma)

apie 12-13 % etanolio, iSskyrus 1M kamiena, kuris turéjo didziausia etanolio
iSeiga (17.34 %). Aukstesniyjy alkoholiy, tokiy kaip 2-metilbutilo, 3-
metilbutilo, izobutilo, propilo ir kt. daugiausiai pasigamina RomK-100 ir

Spanguolés kamieny fermentacijos metu, Siek tiek maziau — M437 ir 1M

Gauti analiziy rezultatai rodo, kad visi pasirinkti kamienai pagamino
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kamieny atveju. Labai didelius kiekius esteriy salygoja S. cerevisiae Spanguolé
ir 1M kamienai, palyginti su kontroliniais RomK-100, M437 kamienais, bet
atitinka leistinas normas [3 priedas]. Atrinkti mieliy klonai, kurie
intensyviausiai  produkuoja geros kokybés, lyginant su standartiniais
kamienais, etanoli. Optimalus vyny gamybai yra S. cerevisiae 1M kamienas:
didZiausia etanolio iSeiga ir kiti kokybés rodikliai atitinka standartus. Todél
buvo atlikti dar 3 nepriklausomi fermentacijos bandymai pusiau gamybinémis
salygomis su $iuo kamienu, norint patvirtinti gautus rezultatus. Gauti rezultatai

pateikiami 13 lenteléje.

13 lentelé. Alkoholiy, esteriy ir aldehidy kiekybinis ivertinimas fermentuojant
obuoliy sultis mieliy S. cerevisiae 1M kamienu. 1l ANALIZE (Po 10 d. fermentacijos 20
°C temperatiiroje)

Eil. Kileriniai mieliy kamienai
Nr. | Cheminé medZiaga M 1M 1M
1 2 3 4 5

Alkoholiai
1. | Etilo alkoholio 17,39 16,96 14,97
kiekis, ttirio %
2. | Metilo alkoholio 0,228 0,246 0,487

kiekis, mg/dm®
Aukstesnieji alkoholiai, mg/dm?

3. | 2—-metilbutilo 0,300 0,205 0,483
alkoholis, mg/dm®

4. | 3-metilbutilo 2,565 1,349 2,794
alkoholis, mg/dm®

5. | Propilo alkoholis, 0,160 0,706 0,250
mg/dm?

6. | lzobutilo alkoholis, 0,635 0,314 0,845
mg/dm?®

7. | 2-butilo alkoholis, <0,009 <0,009 | <0,009
mg/dm?

8. | n-butilo alkoholis, 0,032 0,027 0,029
mg/dm®

Esteriai, mg/dm®

9. | Metilacetatas, < 0,009 < 0,009 | <0,009
mg/dm?
10. | Etilacetatas, mg/dm® | 0,615 0,529 0,407
Aldehidai, mg/dm®

11. | Etanalis (acetaldehido | 0,176 0,116 0,479
ir acetalio suma)
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1M kamieno pirminiai rauginimo eksperimentai parod¢, kad jis gali buti
ypac¢ perspektyvus. Nustatyta, kad jis yra silpnas kileris, Zudo jautry o’1 bei
silpnai Zudo K1, K2 ir K28 tipo kilerius. Ji pati Zudo visi minéti standartiniai
kileriai. Norint jvertinti populiacijos dinamika, sudaryta Sio kamieno augimo

kreive (16 pav.).
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16 pav. 1M Kkilerinio kamieno augimo kreivé, gauta obuoliy suléiy terpéje.

D¢l savity savybiy Sis kamienas pasirinktas kaip perspektyvus vyny
gamyboje fermentuojant obuoliy sultis. 1M kamienas buvo perduotas i
kooperating bendrove ,,Vaisiy sultys”, ir po gamybinio patikrinimo panaudotas
obuoliy vyno nattiralaus pusgaminio ruoSimui.

Naudojant $i mieliy kamiena, buvo iSrauginta 558 276 1 obuoliy vyno
natiiralaus pusgaminio. Kooperatinéje bendrovéje ,,Vaisiy sultys” buvo
patvirtinta, kad S. cerevisiae 1M kamienas pasizyméjo tinkamomis
gamybinémis savybémis ir buvo ekonomiskai naudingas [2 priedas].

Ivertinus ir apibendrinus visus turimus Sio darbo rezultatus, kaip galimai

perspektyvius kamienus galima isskirti ir 20K++ bei 11x31, kurie pagal
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priemasy lygi pralenkia kontrolini Rom K-100 kamiena (ypa¢ 20K++), be to,
pasizymi intensyvesniu rauginimu ir taip pat nepablogina produkto kokybés
(mazesni kiekiai aukstesniyju alkoholiy, aldehidy ir pan.). Kiti analizuoti — 4+,
[11-2, Spanguolé kamienai galéty buti naudojami etanolio, skirto ne maisto
reikméms, pramonéje, nes fermentacijos metu pagamina daugiau
nepageidaujamy Salutiniy produkty. [domus yra Spanguol¢ kamienas:
fermentuojamos sultys pasizymi maloniu uogy aromatu ir galbit po papildomy
tyrimy ji biity galima rekomenduoti, kaip mieles, kurios pagerina juslines vynuy
savybes. Apibendrinant Sio eksperimento rezultatus, atkreipiamas démesys,
kad darbe tirti kamienai iSsiskyré pagal savybes ir yra skirtingi savo
biologinémis savybémis. 1M kamienas gali biti labai perspektyvus sukuriant
kamienus, galin¢ius pagaminti etilo alkoholio daugiau kaip 20 %.
Identifikuojant minétus kamienus buvo nustatyta, kad 20K++, IIx31,
K+ob bei 1M kamienai priklauso S. cerevisiae mieléms. I1I-2 — Rodotorula

sp., kamienas Spanguolé — Kluyveromyces sp. mieléms.

3.3. K2 kilerinio geno ekspresijos jvertinimas augaluose

3.3.1. Plazmidziy pCGT/Kill konstravimas

Gamtos Tyrimo Centro Botanikos instituto Genetikos laboratorijoje yra
tiriama mieliy S. cerevisiae K2 tipo kileriné sistema. Tikétina, kad K2 kileriné
sistema galéty buti pritaikoma kuriant transgeninius augalus, atsparius
grybelinéms ligoms. Todé¢l pirmame darbo etape buvo vykdomi augaliniy
vektoriy konstravimo darbai. Darbe panaudota plazmidé pYEX12 (17 pav.),
kurioje Kilerinio preprotoksino geno veikla uztikrina ADH1 promotorius ir
ADH1 terminatorius. Si plazmidé jautrioms recipientinéms mieliy lasteléms
suteikia abu K2 kilerinio geno koduojamus pozymius — kileriskuma ir

imuniteta K2 tipo toksinams [Meskauskas, Citavi¢ius, 1992].
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17 pav. pYEX12 plazmidé [MeSkauskas, Citavitius, 1992]: ADH1 prom —
alkoholdehidrogenazés promotorius, KilK2 — K2 tipo kilerinio preprotoksino genas,
ADHL1 tr — alkoholdehidrogenazés terminatorius, pUC ori — replikacijos pradzia,
LEU2 — S. cerevisiae LEU2 genas, 2 ori — 2 plazmidés seka, bla Ap® — genas,
koduojantis  B-laktamazg, nulemianc¢ia E. coli atsparuma ampicilinui.

Mielése S. cerevisiae K2 Kkilerinio preprotoksino geno cDNR
transkripcijai  uztikrinti naudojamas  alkoholdehidrogenazés (ADHI1)
promotorius (plazmidé pYEX12), o Sio geno raiSkai augaly lastelése uztikrinti
nuspresta panaudoti stipry pastoviai veikianti ziedinio kopiisto mozaikos viruso
35S rRNR CaMV promotoriy [Boyko ir kt., 2010]. Tam tikslui reik¢jo
sukonstruoti plazmid¢ pCGT/Kill, kurioje mieliy K2 kilerinio preprotoksino
genas bty sulietas su CaMV promotoriumi ir poliAnos terminatoriumi.
Restrikcijos endonukleazémis Smal ir Ecl13611 iS bakterinio vektoriaus pCGT
[Jefferson ir kt., 1987] (18 pav), iSkirptas 1750 bp dydzZio fragmentas, kuriame
yra p — gliukuronidazés (GUS) genas. Tolimesniam darbui naudotas likgs 3936
bp Smal - Ecl1361l1 fragmentas. Restriktaze Sall iS pYEX12 plazmidés
iSkirptas 1196 bp fragmentas, kuriame yra K2 kilerinio preprotoksino genas.
1196 bp Sall-Sall fragmentas liguotas su 3936 bp Smal-Ecl13611 fragmentu
(18 pav.).

79



Sall

— CaMV prom ADH1 prom KilK2
Smal Sall

p

or— VADHl tr

2 pori
p&f; PYEX12
9080 bp

|
.
AP GUS
\ )
pUC ori
LEU2 Ap

Ip}liAnos tr
cl13611
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“ 4985 bp 4985 bp [

CaMV prom CaMV prom

18 pav. Plazmidziy pCGT/Kill D ir pCGT/Kill R konstravimo shema. [ vektoriy
pCGT vietoje GUS geno istatytas K2 kilerinio preprotoksino genas, pazymétas — Kil
K2. Atrinkti plazmidés variantai, kuriuose preprotoksino genas isistatgs tiesiogingje
(pCGT/KilID) bei atvirkstingje (pCGT/KillR) orientacijose CaMV promotoriaus
atzvilgiu.
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Sukonstruota pCGT/Kill plazmidé padauginta E. coli bakterijose ir
atrinkti plazmidés variantai, kuriuose preprotoksino genas isistatgs tiesioginéje
(pCGTI/KIill-D) ir atvirkstinéje (pCGT/Kill-R) orientacijose CaMV promotoriaus
atzvilgiu (7 pav.).

3.3.2. PlazmidZziy pART/Kill K2 bei pGA/Kill K2 konstravimas.

Kadangi pCGT/Kill plazmidé netinka transformacijai 1 augalus, tam
buvo pasirinktas pART27 vektorius, turintis augaly transformanty atrankai
reikalinga selektyvu markerj — neomicinfosfotransferazés II (nptll) gena,

kontroliuojama nopalinsintetazés promotoriaus (prom P1) (19 pav.).

prom P1
Repeat N nptll
Region 3 hg \<
<(term 1
%Repea’t
Region 1
spec __]
P~ f PART27
P 11667 bp
Repeat
Region 2

19 pav. Plazmidés pART27 restrikciné kartograma: P1 — nopalinsintetazés
promotorius, npt Il — neomicinfosfotransferazés Il genas, term 1 — terminatorius,
Repeat Region — pasikartojantys regionai, spec — genas, nulemiantys E. coli
atsparuma spektomicinui.

Augaliné plazmidé pART27 linearizuota restrikcijos endonukleazémis
Ecl13611l ir Sdal. I§ plazmidés pCGT/Kill-D restrikcijos endonukleazémis
Ehel bei Sdal iskirptas fragmentas su Kilerinio preprotoksino genu, sulietu su
CaMV promotoriumi ir poliAnos terminatoriumi. Po ligavimo su vektorine
DNR gauta plazmidé pART/Kill K2 (20 pav.).
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Ecl13611, Sdal

prom P1 ApR J— Ehel
Repeat ﬂ{ nptll \ poliAnos term
Region BW x v \/
terml a
Repeat TN -
5 ; CGT/KIilID .
spec__ ] Region 1 \ P — KilK2

— PART27 | 4985 bp '

11667 bp ori &

Repeat
Region 2

CaMV prom
4al

Repeat Region 1
terml
Repeat Region 2

nptu R t - KilK2
prom PE \ spec epea poliAnos term \ CaMV prom

Region 3 N
T 14 (s

PART27 \ /

Ligavimas

CaMV prom

4

Repeat Region 3 —
& )\<Kiu<2

.y _poliAnos term
Prom P1

W

PART/Kill K2
16330 bp

—nptll

3

Terminator 1

Repeat Region 1

20 pav. Plazmidés pART/Kill K2 konstravimo schema: K2 kilerinio preprotoksino
genas, kuriuo, Siuo atveju, veikla uztikrina CaMV promotorius ir poliAnos
terminatorius, jstatytas i augalinj vektoriy pART27.
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Siekiant isitikinti, kad konstravimo metu neivyko jokiy K2
preprotoksino geno pakitimy (tikétina, kad CaMV promotorius gali buti
nesuderinamas su kileriniu genu bakterijose), buvo tikrinama pirminé
nukleotidy seka, apimanti CaMV promotoriaus 3’— galing sritj ir K2 geno 5°—
dali. I§ minétos plazmidés buvo iskirptas tikrinamas DNR fragmentas ir
istatytas 1 klonavimo vektoriy pUCS7 bei nustatyta jo pirmin¢ nukleotidy seka
(Biotechnologijos instituto Sekoskaitos centre). Rezultatai parodé, kad nei
CaMYV promotoriuje, nei K2 preprotoksino gene pakitimy néra.

Augaly transformavimui buvo panaudotos tiek plazmidés, kuriose K2
geno raiSka reguliuojama CaMV promotoriumi, tiek ADH1 promotoriumi
(teisinga raiSka mielése, bet nezinomas pasireiSkimas augaluose). Todél buvo
konstruojama dar viena plazmide, tinkama augaly transformavimui, taciau
turinti K2 preprotoksino gena, sujungta su ADHI promotoriumi. Siuo tikslu
augalinis ekspresijos vektorius pGA482 [Proscevi¢ius, Zukas, 1999] (21 pav.)
linearizuotas restriktaze Xbal. Taip pat restrikcijos endonukleaze Xbal i
plazmidés pYEX12 iSkirptas fragmentas su kileriniu preprotoksino genu,
sulietu su ADH1 promotoriumi. Po vektoriaus ir fragmento sujungimo gauta

plazmidé pGA/KillK2, tinkama transformuoti | augala Nicotiana tabacum (22
pav.).

e

A

T-DNR BI™~
PGA 482 1| tong
13200 bp Br
tetracR/

21 pav. Ekspresijos vektoriaus pGA482 restrikciné kartograma [Proscevicius,
Zukas, 1999]: npt Il — neomicinfosfotransferazés II genas, Nos prom — promotorius,
T-DNR Br, T-DNR Bl - pasikartojangiy nukleotidy sekos, tetrac® — genas,
nulemiantis E. coli atsparuma tetraciklinui.
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Xbal

ADH1 prom KilK 2
Xbal N f \

nas prom g VADHl tr
T-DNR B~ o
zuon YEX12
PGA 482 __ T-DNRBr P
13200 bp 9080 bp
N )
pUC ori
P x bla ApH
Ay LEU2
tetrac
T-DNR BI o5 prom - ADH1 tr
T-DNRWBr tetrac® ﬁpt” ADHL1 prom KilK2 &_
PGA 482

~N 7

Ligavimas

ADH1 prom
npt Il

nos prom KilK 2
p*
/ ADH1 tr

K

pGA/Kill K2
16330 bp

LN

tetrac

22 pav. Plazmidés pGA/Kill K2 konstravimo schema: kilerinio preprotoksino K2
genas, ADH1 promotorius bei ADH1 terminatorius, istatytas i augalini vektoriy
pGA482.
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Rekombinantinés plazmidés pART/KillIK2 ir pGA/KillK2, turincios
mieliy kilerinj preprotoksina koduojantj gena, buvo perduotos GTC Botanikos
Instituto Lasteliy geny inzinerijos laboratorijai, kur atlikta paprastojo tabako
(Nicotiana tabacum L.) transformacija agrobakterijomis (Agrobacterium

tumefaciens) ir gauti regenerantiniai augalai (23 pav.).

23 pav. Kontroliniy (A ir A; ) bei transformuoty plazmidémis pART/KIillK2 ir
pGA/KillK2 (B ir B1) N. tabacum augaly bendras vaizdas: regenerantiniuose
augaluose (B ir B;) sakny sistema silpnai i$sivys¢iusi, augalas blogai auga.

Augalai, kuriuose turéty buiti mieliy kilerini preprotoksing koduojantis
genas, buvo silpni. Jie, lyginant su kontrole, netransformuota minétomis

plazmidémis, véliau pradéjo leisti Saknis ir pras¢iau Saknijosi.
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3.3.3. Kilerinio preprotoksino geno raiskos jvertinimas transgeniniuose
augaluose

Siekiant patikrinti, ar regenerave transformantai turi veikly mieliy
kilerini preprotoksing koduojanti gena ir ar vyksta jo ekspresija, brendimas bei
sekrecija, reikéjo atlikti kileriSkumo patikrinima. Ankstesniy tyrimy metu buvo
nustatyta, kad K2 tipo toksino produkuojamo kamieno Romanesti K100
veikimo optimumas yra apie pH 4,0 [Lebionka ir kt., 2002], todél i$ pradziy
augaly kileriSkumo nustatymui buvo pasirinkta MB terpé pH 4,0. Esant tokiai
pH reikSmei, lizés zonos nesusiformavo nei aplink lapy eksplantus, nei aplink
sutrinty lapuy pavyzdzius ar iSskirta supernatanta. Kadangi zinoma, kad
standartiniai K2 tipo S. cerevisiae kileriniai toksinai yra aktyvis pH esant 3,0 —
5,6, todél augaly kilerinis aktyvumas buvo nustatomas terpése pH esant nuo
3,0 iki 5,6. Taciau skaidrios lizés zonos buvo matomos tik kai pH verté 5,2 (24

pav.). Kai pH 4,8 — matomi tik aktyvumo pédsakai.

/|

24 pav. Mieliy kilerinio geno K2 raiSkos nustatymo rezultatai: Transformuoto
pGA/KIillK2 plazmide augalo N. tabacum lapo eksplantas (a) arba jo biomasé (a’);
netransformuoto augalo lapo eksplantas (b) arba jo biomasé (b’), pH 5,2.

Pusiau skaidrios lizés zonos susidaré ir aplink transformuoty augaly

trinto lapo pavyzdzius. Naudojant i$ lapy iSskirta supernatanta, lizés zonos

vvvvv
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aktyvumo. Siuo atveju, toksinas uznestas vienkartine doze ir jo nepakanka, nes

jis greitai degraduoja (25 pav.).

Eontrole (netransformuotas sutrintas
lapas)

1 pavyzdZio
supernatantas

2 pavyzdiic
supernatantas

3 pavyzdZie
supernatantas

25 pav. Mieliy kilerinio geno K2 raiskos nustatymo rezultatai: 1 pavyzdys —
transformuoto  pGA/KIillK2 plazmide paprastojo tabako trintas lapas, arba jo
supernatantas, 2 ir 3 pavyzdziai — transformuoto pART/KIillK2 plazmide paprastojo
tabako trintas lapas ir jo supernatantas, pH 5,2.

Kadangi pusiau skaidrios lizés zonos susidaré¢ aplink transformuoty
augaly, trinto lapo pavyzdZius, o kontroliniuose pavyzdZiuose ju nematyti,
galima teigti, kad transformuoto tabako lapu lastelése vyksta Zemo lygio
kilerinio geno ekspresija ir preprotoksino brendimas.

Naudojant modifikuota Murray ir Thompson [Murray, Thompson,
1980] metodika, sékmingai buvo i$skirta DNR i§ N. tabacum augaly. DNR
iSskyrimas buvo atliekamas tik i$ tokiy N. tabacum transformuoty augaly, kurie
geriausiai augo ant selektyvios terpés ir kuriy Sakny sistema buvo geriausiai
iSsivys¢iusi. DNR pavyzdziai buvo iSskirti i§ transformuoty pART/KillK2
plazmide (K2 preprotoksino geno raiska turéty buti regulivojama ziedinio
koptisto mozaikos viruso CaMV 35S promotoriumi) N. tabacum augaly. Taip
pat DNR pavyzdziai iSskirti iS transformuoty pGA/KillK2 plazmide (K2 geno
raiSka turéty bati regulivojama mieliy alkoholdehidrogenazés ADHI1
promotoriumi) N. tabacum augaly. Kontrolei DNR buvo skiriama i

netransformuoty kontroliniy SR1-1C N. tabacum lapy.

I pGA/KilIK2 plazmide ikelto kilerinio geno vientisumo vertinimui
buvo pasirinktas tiesioginis pradmuo ,,ADH-kilF“, kuris jungiasi prie ADH1
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promotoriaus sekos, nutolusios nuo Kkilerinio geno pradzios apie 250
nukleotidy. Atvirkstinis pradmuo ,,ADH-kilR*, kuris jungiasi prie K2 geno
sekos, nutolusios apie 250 nukleotidu nuo jo pradzios (26 pav.). Amplifikacijos
metu turéjo buti padaugintas apie 500 nukleotidy fragmentas, kuriame bty
ADHZ1 promotoriaus pabaiga ir K2 geno pradzia. Tokiu budu biity irodyta, kad
Si geno konstrukcija yra nepazeista ir isiterpusi i augalo genoma. Taciau atlikus
PGR produkty elektroforeting analize tikslinio produkto negauta. Tai rodo, kad
ekspresuojant sistema augaluose, kilerinio geno ir ADH1 promotoriaus jungtis

buvo pazeista.

Pradmuo A Pradmuo B
500 bp

ADH1 promotorius K2 preprotoksino genas ADH]1 terminatorius

26 pav. PGR metu naudoti pradmenys transformuoty augaly su vektoriumi
pGA/Kill K2 pavyzdZziams. A — tiesioginis pradmuo ,,ADH-kilF* ir B — griztamasis
pradmuo ,,ADH-kilR*.

Taip pat buvo nuspresta patikrinti, ar transformuotuose pART/KillK2
plazmide, turin¢ia K2 gena sujungta su ziedinio kopilisto mozaikos viruso
CaMV 35S promotoriumi, augaluose nejvyko kilerinio geno ir promotorinés
sekos jungties pakitimy. Buvo pasirinkti pradmenys , kurie jungiasi CaMV 35S
promotoriaus 3’ — galingje srityje ir K2 geno pradzioje (27 pav.). Sios
amplifikacijos metu turéjo buti padaugintas 500 bp fragmentas, kuriame biity
promotoriaus CaMV 35S pabaiga ir kilerinio geno pradzia. Taciau tikslinio
produkto negauta. Tai jrodo, kad augaluose veikian¢io CaMV promotoriaus ir
mieliy kilerinio geno junginys suskilo. Taciau tai nepaneigia, kad K2 genas

gali buti i8likgs be promotoriaus.
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Pradmuo D Pradmuo B
500 bp

CaMV promotorius K2 preprotoksino genas poliAnos terminatorius

27 pav. PGR metu naudoti pradmenys transformuoty augaly su vektoriumi
pPART/Kill K2 pavyzdziams. D — tiesioginis pradmuo ir B — griztamasis pradmuo
»ADH-KiIR".

Todél norint iSsiaiSkinti, ar augaluose aptinkamas Kkilerinio
preprotoksino genas be promotoriaus, buvo nuspresta panaudoti tiesiogini
pradmeni ,,0Oligo 1, kuris PGR metu jungtysi prie K2 geno 5’ galo, paliekant
pries tai naudota atvirkstini pradmeni — ,,ADH-kilR* (28 pav.).

Pradmuo C Pradmuo B
250 bp

ADH1 promotorius K2 preprotoksino genas ADH]1 terminatorius

28 pav. PGR metu naudoti pradmenys transformuoty augaly su vektoriumi
pGA/Kill K2 pavyzdziams. C — tiesioginis pradmuo ,,0Oligo 1* ir B — griztamasis
pradmuo ,,ADH-kilR*.

Su anologiskais pradmenimis (,,Oligo 1“ ir ,,ADH-kilR“) buvo
atlickama transformuoty pART/KillK2 plazmide augaly DNR pavyzdziy
analizé (29 pav.).

Pradmuo C Pradmuo B
250 bp

CaMV promotorius K2 preprotoksino genas poliAnos terminatorius

29 pav. PGR metu naudoti pradmenys transformuoty augaly su vektoriumi
pPART/Kill K2 pavyzdziams. C - tiesioginis pradmuo ,,0ligo 1“ ir B — griztamasis
pradmuo ,,ADH-kilR*.
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ISanalizavus PGR elektroforezés duomenis nustatyta, kad Siomis

salygomis amplifikacija vyko ir buvo padaugintas apie 250 nukleotidy DNR
fragmentas (30 pav).

1 2 3 45 6 7

8 9 10 11 12 13 14

BERMLIARRY 1=

30 pav. Transformuoty augaly pGA/Kill K2 ir pART/Kill K2 vektoriais, PGR
produkty elektroforezés rezultatai: 1-7 — augaliné DNR transformuota pGA/KillK2
plazmide, 8-13 — augaliné DNR transformuota pART/KillK2 plazmide, 14 — kontrolé
(plazmidé pYEX12), M — markeris (Gene Ruler™ Ladder Mix).

Tokiu budu buvo visiskai jrodyta, kad K2 kilerinio preprotoksino genas ar bent
maziausiai jo dalis yra isiterpusi i augalo genoma.

Apibendrinus visus PGR metodo ir elektroforezés rezultatus, galima
teigti, kad K2 genas (arba maziausiai jo dalis) yra jsiterpgs i augalo genoma,
taciau nei ADH1 promotoriaus (su pGA/KillK2 vektoriumi transformuotuose
augaluose), nei CaMV 35S promotoriaus (su pART/KillK2 vektoriumi
transformuotuose augaluose) geno pradzioje néra. Gali bati, kad minétai geno
konstrukcijai isiterpus i augalo genoma, promotoriai yra visai pasalinami is jo
arba jie gali bati jterpiami | kita vieta ir nutolg nuo geno K2 pradzios.

Kadangi K2 genas koduoja preprotoksing, todél dél Sio geno
kenksmingo poveikio augalo lasteléms ar dél kitokiy prieZasciy gali pasireiksti
tiek ADH1 promotoriaus, tiek CaMV 35S promotoriaus nesuderinamumas su
genu, del ko promotoriai gali biiti paSalinami. Be to, isiterpiant { augalus geno
K2 konstrukcija galéjo pakisti, pavyzdziui, dél promotoriy krypties pakeitimo,
transpozony (judriyju genomo elementy) isiterpimo tarp promotoriaus ir geno

seky ir t.t. Jei kilerinio preprotoksino geno konstrukcija, isiterpiant | augalus,
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pakito, tai tikétina, kad promotorius (ADH1 arba CaMV 35S) tiesiogiai negali
atlikti geno reguliacijos. Taciau yra zinoma, kad paties K2 geno pradinés sekos
pasizymi silpnomis promotorinémis reguliacinémis savybémis. Tokiu atveju
toksino produkcija yra silpna. Be to, geno raiSka gali salygoti ir nespecifinés
sekos (genas funkcionuoja, net jei jis istatytas atvirk$¢iai promotoriui)
[Gulbinien¢ ir kt., 2004]. Todél ir nesant ADH1 ar CaMV 35S promotoriy,
geno ekspresijos reguliacija, manoma, gali atlikti ir kitos reguliacinés sekos,
pavyzdziui, slaptieji (kriptiniai) reguliaciniai elementai, kurie aptikti tabako ir
kity augaly genomuose, naudojant kaip vektoriy T-DNR 1§ Agrobacterium
tumefaciens [Rancelis, 2008]. Slaptieji reguliaciniai elementai gali veikti kaip
promotoriai, transkripcijos ar transliacijos enhanceriai, slaptos poliadenilinimo
ar splaisingo vietos. Jie turi pakeisti vieta, nes jprastoje vietoje daZniausiai jie
yra neaktyvis. Slaptai reguliacinei nukleotidy sekai pradéti veikti gali pakakti
ir mutacijos nukleotidu sekoje: vienos nukleotidu poros pakaitos i kita arba
nukleotidy poros i8kritos. [Rancelis, 2008]. Taip pat Siuo metu yra Zinoma, kad
augaluose yra | Kex2p proteazg¢ panasSus baltymas, kuris lemia teisinga
preprotoksino subrendima, taciau neZinoma, ar augaluose yra baltymas,
pasizymintis Kex1p proteaziniu aktyvumu. Be proteazés Kex1p labai sumazéja
toksino sekrecija. Gali buti, kad dél Sio netinkamo preprotoksino subrandinimo
stebimas mazas kilerinio toksino aktyvumas Siame darbe transformuotuose
augaluose [Choi ir kt., 2003; Hamilton ir kt., 2003].

3.3.4. Plazmidziy pAD/CGT-KillK2 konstravimas ir analizé

Gavus ankS$¢iau minétus rezultatus, iSkilo poreikis iStirti CaMV
promotoriaus veikima mielése S. cerevisiae su K2 kileriniu genu. Buvo
sukonstrotuos dvi plazmidés — pAD/CGT-KIillK2D ir pAD/CGT-KIllK2R,
tinkamos mieliy S. cerevisiae transformacijai, su kileriniu preprotoksino genu,
sulietu su CaMV promotoriumi (tiesioginé-D ir atvirkstiné-R orientacija) (31,
32 pav.).

91



Sdal
MCS Ehel

ADH1 prom k ADH1 term N

Ehel \{ /// / poliAnos term
e 4 \/

PN .
pAD4 _ | pCGT/KillD
—pUC ori | 4985 bp

7884 bp ori\\
2 pori [\bla Ap®

LEU2 CaMV prom
Sdal

___KilK2

bla Ap® KilK2
puc LELU2 2pori poliAnos term CaMV prom

ﬁfi & * l< ¢ ‘

Ligavimas

Camv prT

> _KilK2

<
2 poliAnos term.

— pUC ori
pAD/CGT-Kill K2D N
8884 bp bla Ap

2 pori Z
LEU2

31 pav. Plazmidés pAD/CGT-KillK2D konstravimo schema: Kilerinio
preprotoksino genas K2, kurio veikla uztikrina CaMV promotorius (tiesioginé
orientacija), istatytas i vektoriy pAD4, kuris yra tinkamas transformacijai mielése.
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Sdal

MeS Ehel
ADH1 prom ADH1 term ApF

N g /
Ehel \{ > poliAnos term
AN . \/

pAD4 * PCGT/KilIR

—pUC ori |

7884 bp Ol’i\\‘ 4985 bp
2 U ori tbla ApH k

—_KilK2

J
LEU2 / CaMV prom
Sdal
bla Ap® _ _ KilK2
pUC ori LEU2 2 W ori poliAnos term CaMV prom

PAD4 \ /

Ligavimas

CaMv pr({n

Do KilK2

<
> _poliAnos term

. —pUC ori
pPAD/CGT-Kill K2R
8884 bp I,bla Ap"

2 pori l
LEU2

32 pav. Plazmidés pAD/CGT-KIllK2R konstravimo schema: kilerinio
preprotoksino genas K2, kurio veikla uztikrina CaMV promotorius (atvirkstiné
orientacija), istatytas i vektoriy pAD4, kuris yra tinkamas transformacijai mielése.
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Vektorius, tinkamas transformacijai mielése pAD4, linearizuotas
restrikcijos endonukleazémis Ehel ir Sdal. ADH1 promotorius (1330 bp)
iSkirptas. I§ plazmidziy pCGT/KillD bei pCGT/KilIR restriktazémis Ehel ir
Sdal iskirptas 2500 bp fragmentas su K2 kileriniu genu sulietu su CaMV
promotoriumi bei poliAnos terminatoriumi. Po ligavimo gautos plazmidés
pAD/CGT-KillK2D ir pAD/CGT-KIillK2R, kurios uztikrina K2 preprotoksino
geno ekspresija, reguliuojama CaMV promotoriaus, tinkamos transformacijai i
mieles S. cerevisiae (31, 32 pav.).

ISsami transformanty analizé parodé, kad jie yra padidinto
savizudiskumo lygio ir pasizymi silpnomis kilerinémis savybémis (33 pav).

Galima manyti, kad CaMV promotorius mielése yra neveiksnus.

33 pav. Mieliy S. cerevisiae transformanty, neSan¢iy K2 Kilerinio preprotoksino
geng, Sulieta su CaMV promotoriumi, analizé. Gazonas a’1, YEPD terpé, pH -
4,8: Mélynos kolonijos rodo padidinto savizudisSkumo lygi. A — K2 kilerinio geno
tiesioginé-D orientacija CaMV promotoriaus atzvilgiu, B — atvirkstiné-R orientacija
CaMV promotoriaus atzvilgiu.

3.3.5. CaMV promotoriaus stabilumo jvertinimas

Nors literatiiroje raSoma, kad CaMV promotorius veikia efektyviai
visuose augaluose, taip pat zaliuosiuose dumbliuose, mielése bei E. coli
bakterijose [Assaad, Signer, 1990; Lewin ir kt., 1998; Vlasak ir kt., 2003],
tiriant transformantus, turinc¢ius pAD/CGT-KIillK2 plazmides, buvo nustatytas

zemas K2 Kkilerinio preprotoksino baltymo ekspresijos lygis. [ augalus
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transformavus kilerinj gena su CaMV promotoriumi buvo aptikta, kad tabako
mozaikos viruso promotoriaus néra. Siekiant istirti pAD/CGT-KillK2D
plazmidés stabiluma eukariotingje sistemoje, atlikta minétos plazmidés
transformacija | mieles S. cerevisiae. I§ mieliy lasteliy i$skirta plazmidiné DNR
ir vél transformuota i bakterijas E. coli. Siekiant aptikti CaMV promotoriy,
panaudoti specifiniai pradmenys (pradmuo D ir pradmuo B, 27 pav.) bei
atlikta PGR reakcija. Ne tik augaly, bet ir mieliy lastelése CaMV promotorius
yra iSmetamas“. Tai jrodo, kad CaMV promotorius yra nesuderinamas su
mieliy K2 kileriniu genu ir yra paSalinamas tiek augalinéje, tiek mielinéje
sistemose. CaMV promotoriuje yra ,,rekombinacijos vieta“, kurioje jis turi
savybe rekombinuotis su kita DNR. Rekombinacijos vieta yra apsupta daugelio
elementy, kurie dalyvauja rekombinacijoje ir panaSus { kitas rekombinacijos
vietas, iskaitant ir Agrobacterium T-DNR vektoriaus ribas. CaMV perdavimas
kitoms riiSims (horizontalus perneSimas) gali sukelti neprognozuojama poveiki
geny ekspresijai [Ho ir kt., 1999].

Remiantis laboratorijoje gautais duomenimis, galima teigti, kad K2
preprotoksino baltymo labai padidintas kiekis yra zalingas augaly ir mieliy
lasteléms. PanaSiai vyksta ir bakterijose, naudojant T7 RNR polimerazés
sistema, kurioje K2 preprotoksino genas istatytas po T7 RNR polimerazés
promotoriumi, gaunama labai Zema geno koduojamo baltymo produkcija.
Nustatyta, kad pilno ilgio kilerini preprotoksino gena turintys konstruktai yra
toksiSki E. coli lasteléms, o deleciniai variantai nekenkia lasteléms (Stul
delecija, 5 pav., 32 psl.). Naudojant induktoriy ir Sia sistema gaunama
delecinio preprotoksino produkcija, ne maziau kaip 30 % bendro baltymo.
Galima manyti, kad esant dideliam pertekliui K2 preprotoksino baltymo tiek
augaly, tiek miely, lastelése, jo zalinguma salygoja ta pati sritis kaip ir E. coli

lastelése.
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ISVADOS

. I8 vaisiy — uogy buvo paruosta ir iSanalizuota 230 spontaniniy raugy. I$
ju i8skirti 17 kamieny, pasizymintys biocidiniu aktyvumu, ivertintos ju
imuninés ir fungicidinés savybés, lyginant juos su mieliy S. cerevisiae
jautriais ir kileriniais kamienais.

ISskirtas bakterinis izoliatas, pavadintas Ux, pasizymintis nejprasta
savybe — labai didele toksino produkcija esant Zemoms pH reikSméms
(3,0 - 5,6), parodyta, kad izoliato toksinas gali biiti panaudotas kovai su
patogeniniais mikroorganizmais; iSgrynintas bakterinis kamienas,
pavadintas Tx, kuris pasizymi nejprasta autolize, jo toksinas pasizymi
dideliu aktyvumu prie§ mikromicetus, auga terpése, kuriy pH 3,0 — 7,0,
todel gali buti tinkamas biopreparaty gamybai.

Nustatytos iSskirty kileriniy mieliy ir bakterijy izoliaty sekretuojamy
toksiny geriausios raiSkos temperatiiros ir pH salygos. Parodyta, kad
bakterijy bei mieliy sekretuojami toksinai yra pakankamai aktyviis
terpése, kuriy pH 3,0 — 5,6, auginant ju producentus temperatiirose nuo
20 °C iki 37 °C.

Nustatytas rasty bakteriniy izoliaty poveikis augaly, gyviiny bei Zmoniy
patogenams: Candida spp., Fusarium spp., Aspergillus spp., Penicillium
spp., Verticillium spp., Venturia spp.

. Atlikus mikrobiologing spontaniniy vaisiy ir uogy raugy mikroorganizmuy
populiacijos analizg, atrinkti nauji mieliy kileriniai kamienai (20K++, 4+,
K+ob, 11x31, 111-2, Spanguolé, 1M); nustatytos atskiry izoliaty kilerings,
imuninés savybés bei gamybinis perspektyvumas vyno ir etilo alkoholio
pramongje.

. Aptiktas naujas mieliy S. cerevisiae kilerinis kamienas 1M, kuris
pasiZyméjo savybémis, reikalingomis pramoninéms vyny mieléms ir
fermentuoty obuoliy sulé¢iy kokybés parametrams, ir buvo panaudotas
obuoliy vyno natiiralaus pusgaminio gamyboje kooperatin¢je bendrovéje
,, Vaisiy sultys®.

. Sukonstruota plazmidé pART/KillK2, neSanti mieliy S. cerevisiae K2
kilerini preprotoksino gena, kurio veikla uztikrina ziedinio kopiisto
mozaikos viruso rRNR 35S CaMV promotorius bei poliAnos
terminatorius, yra tinkama augaly transformacijai; sukonstruota plazmidé
pGA/KillK2, koduojanti K2 kilerini preprotoksino gena, kurio veikla
uztikrina ADH1 promotorius ir ADH1 terminatorius, tinkama
trasformacijai { augalus.
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8. Atlikus transformuoto augalo N. tabacum, nesancio K2 Kkilerinio
preprotoksino geno vektorius (PART/KIillK2 ir pGA/KIillK2), molekuling
analize, parodytas kilerinio geno buvimas; parodyta, kad transformuoti
augalai skiriasi fenotipiskai, toksino produkcija — zemo lygio, yra pakites
K2 kilerinio baltymo pH optimumas augaluose.

9. Sukonstruotos dvi plazmidés (pAD/CGT-KillK2D ir pAD/CGT-
KillK2R), koduojancios mieliy S. cerevisiae K2 kilerini preprotoksino
gena, kurio veikla uZtikrina Ziedinio koptisto mozaikos viruso rRNR 35S
CaMV promotorius bei poliAnos terminatorius, tinkamos transformacijai
i mieliy lasteles; jvertinta K2 kilerinio preprotoksino geno, reguliuojamo
CaMV promotoriumi, raiska mielése, nustatyta , kad toksino produkcija
yra zemo lygio.
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VETERINARIJOS LABORATORIJA

J.Rairiik&¢io g. 10, LT-08409 Vilnius
Tel. (370-5) 2780470 Faks. (370-5) 2780471 Protokolo puslapiy skaiius: 13 1

Méginiy gavimo data 200701 15
Meéginiy savininkas, adresas Botanikos institutas, jm.k. 211953920, Zaliyjy ezery g. 49, LT-08406 Vilnius
Tyrimy trukme 200701 15-18
Méginiy apradymas 1-3. Vyno raugas (Nr. I, 11, 1II), 3még. po 0,5L.
Pagaminta 2007 01 15, tinka vartoti 1 mén.
Meéginiy paémimo tvarka Aktas, 2007 01 15. ]galiotas asmuo V.Melvydas
Méginius pristaté V.Melvydas

TYRIMY REZULTATAI

Meéginio Nr. 1 2 3

Etilo alkoholio kiekis, 17,39 16,96 14,97 EEB reglamentas Nr. 2676/90,
tario % p-3

Metilo alkoholio kiekis. 0,228 0,246 0,487 LST EN 1536:2004 (Dujy
g/laa. chromatografijos metodas)
Méginio Nr. | 2 3

Auk3tesnieji alkoholiai LST EN 1536:2004 (Duju
glaa.: chromatografijos metodas)
2-metilbutilo alkoholis 0,300 0,205 0,483

3-metilbutilo alkoholis 2,565 1,349 2,794

Propilo alkoholis 0,160 0,706 0,250

1zo butilo alkoholis 0,635 0,314 0,845

2-Butilo alkoholis < 0,009 < 0,009 < 0,009

n-Butilo alkoholis 0,032 0,027 0,029

Méginio Nr. 1 2 3

Aldehidai, g/l a.a.: LST EN 1536:2004 (Dujy
Etanalis (acetaldehido ir 0,176 0.116 0.479 chromatografijos metodas)
acetalio suma)

Méginio Nr. 1 2 3

Esteriai, g/l a.a.. LST EN 1536:2004 (Dujy
Metilacetatas < 0,009 < 0,009 < 0,009 chromatografijos metodas)
Etilacetatas 0,615 0,529 0,407

Paaiskinimas: Nr. ...Ch - cheminiai tyrimai.

Zenklas < nurodo, kad ieskomos analités kiekis yra maZesnis uz nustatymo riba,
t.y. uZ kiekj. kurj galima nustatyti naudojamu metodu.

Tyrimy rezultatai yra susije tik su pateiktu méginiu.

Be radtitko laboratorijos sutikimo protokolo dalys negali biiti padaugintos.

Protokolo pasiradymo data 2007 01 18 Paragai: Skyriaus vedéja
Laboratorijos vadovas Inga Jarmalaité
A RV

(skyriaus vedéjas) -‘ S

Atsakingas asmuo
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“VAISIU SULTYS”
Kodas 122224190 Arimy g.29 LT-11114 Vilnius Tel.2 67 02 15 El. Paitas: vaisiusultys@vaisiusultys.lt
A/s LT 574010044100080134 AB bankas NORD /LB Lietuva

2007 m. geguzés 17d. Nr. 05- %%

PAZYMA

IS Botanikos instituto Genetikos laboratorijos gautas mieliy kamienas S.cerevisiae
IM, buvo panaudotas KB ,,Vaisiy sultys* specialios technologijos vaisiy ir uogy vyny
gamybai. Naudojant §i mieliy kamiena, buvo i3rauginta (paruosta, fermentuota) 558276 1
obuoliy vyno natiiralaus pusgaminio nuo 2006 m. balandio mén. iki 2007 m. geguzés mén.

S.cerevisiae 1M kamienas pasiZyméjo tinkamom gamybiném savybém ir dave ekonominj

efekta.

£ )
Jonas Krunis
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Laboratorijos virSininké
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Tel. 2671519
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L . ISAKYMAS . .
DEL ZEMES UKIO MINISTRO 2003 M. BALANDZIO 7 D. [SAKYMO NR. 3D-139 ,,DEL SPIRITINIY GERIMU GAMYBOS,
TVARKYMO IR PREKINIO PATEIKIMO TECHNINIO REGLAMENTO PATVIRTINIMO* PAKEITIMO

2010 m. rugséjo 8 d. Nr. 3D-806

Vilnius
Fizikiniai ir cheminiai rodikliai
Rodiklio pavadinimas
Metilo alkoholio ne daugiau kaip g/l 0,15
JAldehidy, perskaiciuoty j acetaldehidg, ne daugiau kaip g/| 0,5
IAukStesniyjy alkoholiy (fuzeliy), ne daugiau kaip g/l 8,0
Esteriy, perskai€iuoty j etilacetata, ne daugiau kaip g/l 0,5
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