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Santrumpos

ATPazeé — adenozintrifosfataze;

BLAST — palyginiy paieskos jrankis (angl. basic local alignment search tool);

dgRNR — dvigrandé RNR;

DNAzé | — deoksiribonukleazé I;

dNTP — deoksinukleotidati;

EDTA — etilendiamintetraacto rtgstis;

gDNR — genominé DNR;

ITS — tarpgeniné sritis (angl. internal transcribed spacer);

NCBI — nacionalinis biotechnologijos informacinis centras (angl. The National
Center for Biotechnology Information);

PGR — polimeraziné grandidiné reakcija;

rDNR - ribosominé DNR;

RFLP — restrikcijos fragmenty ilgiy polimorfizmo analize;

SUMRNR — suminé RNR;

TAE — Tris-aceto-EDTA;

TE — Tris-EDTA;

TRIS — tris(hidroksimetil)aminometanas;

VJRNR — viengrandé¢ RNR.



TVADAS

Saccharomyces cerevisiae mielés — vienos geriausiai iStyrinéty vienalgsCiy
eukariotiniy organizmy, dél to jvairiuose biologiniuose tyrimuose $ios mielés naudojamos
kaip eukariotiniy organizmy modelis (Karathia et al., 2011). 1963 metais pradéti tyrinéti
S. cerevisiae mielése esantys dvigrandziai RNR virusai (Somers et al., 1969): LA tipo
pagalbiniai virusai ir M tipo virusai, kuriy dgRNR yra koduojamas baltymas—toksinas ir
nulemiamas atsparumas Siam toksinui (Schmitt et al., 2006). LA ir M dgRNR virusai sudaro
biocidines sistemas, kurias palaikancios mieliy lgstelés-Seimininkés geba sintetinti baltymus—
toksinus, biocidiskai veikiancius jiems jautrias mieliy Iasteles (Santos et al., 2008).
Daugiausiai iStyrinéti S. cerevisiae mieliy dgRNR virusai, 0 apie kity mieliy riSiy palaikomus
LA ir M dgRNR virusus yra zinoma nedaug.

Saccharomyces paradoxus mielés — filogenetiSkai artimiausios S. cerevisiae mieléms
ir yra laikomos S. cerevisiae pirmtakémis (Vaughan-Martini, Martini, 1995). Pastaraisiais
desimtmeciais skirtingo tipo dgRNR virusai aptikti ir S. paradoxus mielése, taciau beveik
néra duomeny apie daugumos jy stabiluma, toksiny veikimo mechanizmg ir optimalias
veikimo sglygas.

Temperatiira turi jtakos jvairiems mieliy lgstelés procesams (Arroyo-Lopez et al.,
2009), taip pat ir biocidinio fenotipo palaikymui. Pastebéta, kad S. cerevisiae mieles auginant
aukStesnéje temperatiiroje, populiacijoje atsiranda lgsteliy, praradusiy biocidines savybes ir
virusing dgRNR (Wickner, 1974), taiau $io proceso mechanizmas iki §iol nenustatytas.
Mokslinéje literatiroje truksta duomeny apie terpés pH poveikj mieliy biocidiSkumo
stabilumui.

Magistrinio darbo tikslas: identifikuoti dgRNR virusus Saccharomyces paradoxus
mielése, jvertinti jy stabiluma ir apsprendZziamas biocidines savybes. Tikslui pasiekti iskelti
uzdaviniai:

1. ldentifikuoti i§ gamtinés aplinkos iSskirtas S. paradoxus mieles pagal rusiai
biidingus pozymius.

2. Optimizuoti dgRNR i$skyrimo i§ mieliy metodika.

3. Isgryninti skirtingo tipo dgRNR molekules i S. paradoxus lasteliy.

4. Ivertinti dgRNR virusy jtakg mieliy biocidinéms savybéms.

5. Nustatyti temperatiiros ir pH jtaka S. paradoxus mieliy biocidinio fenotipo

pasireiSkimui ir dgRNR palaikymui.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1.  Saccharomyces cerevisiae mielés

1996 metais pilnai nusekvenuotas Saccharomyces cerevisiae mieliy genomas. Tai
buvo pirmasis eukariotinis organizmas ir didziausias genomas, kurj pavyko pilnai
nusekvenuoti (Goffeau et al., 1996). Saccharomyces cerevisiae miclés yra dazniausiai
naudojamas eukariotinis mikroorganizmas maisto ir kitose pramonése, kadangi jos turi
GRAS (,jprastai laikomas saugiu“ — angl. generally regarded as safe) statusa (Nevoigt,
2008). Tukstancius mety naudojamos zmogaus, S. cerevisiae laikomos domestifikuota riisimi.
Sios mielés yra eukariotiniy organizmy modelis biologiniuose, pvz.: lastelés senéjimo
(Murakami et al., 2009; Kaeberlein, 2010), geny raiskos reguliavimo (Rhiannon et al., 2009),
Iastelés ciklo (Nasheuer et al., 2002), metabolizmo (L6pez-Mirabal et al., 2008), apoptozés
(Owsianowski et al., 2008) ir kt., tyrimuose, kadangi S. cerevisiae yra vienas geriausiai
iStyrinéty, paprasCiausiy, bei greitai besidauginanéiy vienalgs¢iy eukarioty, kurj galima
lengvai ir nebrangiai kultivuoti (Karathia et al., 2011).

Saccharomyces cerevisiae lgstelés yra apvalios arba ovalios formos, 5-10 um dydzio
(1.1 pav.). Yra zinoma, jog jos gali buti tick haploidinés, tick diploidinés. Haploidinés
lastelés dalijasi mitozes budu, bet Zista, jei triiksta maisto medziagy. Diploidinés, kaip ir
haploidinés, dalijasi mitozés budu, taCiau esant streso Sglygoms, pradeda dalintis mejozés
budu — vyksta sporuliacija ir Igstelés suformuoja 4 haploidines sporas. Esant palankioms
augimo sglygoms, eksponentinéje augimo fazéje S. cerevisiae lgsteliy skaicius padvigubéja

kas 90 min. (Herskowitz, 1988).

1.1 pav. Saccharomyces cerevisiae mieliy lgsteliy elektroninés mikroskopijos nuotrauka
(Aref, 2014)



S. cerevisiae gali augti tiek aerobinémis, tiek anaerobinémis salygomis ir drauge su
S. paradoxus laikomos efektyviausiai fermentuojanciomis Saccharomyces genties mielémis
(Nevoigt, 2008). S. cerevisiae kaip anglies Saltinj gali naudoti gliukoze, sacharozg, maltozg,
rafinoze, kitus sacharidus bei etanolj ir glicerolj. Mieliy augimui butinas azotas, fosforas,
siera, jvairis metaly jonai, pvz.: magnis (Rosa, 2006).

1963 metais pradéti tyrinéti S. cerevisiae mielése esantys dvigrandziai RNR virusai ir
aptikta, jog Sios mielés sekretuoja baltymus—toksinus, kurie kenksmingi kai kurioms kitoms
mieléms (Somers, Bevan, 1969; Santos, et al., 2008). Todél mielés, sintetinancios baltyminés
kilmés toksines medZiagas, vadinamas mikocinais, buvo pradétos vadinti biocidinémis

mielémis (angl. killer yeast) (Magliani et al., 1997).
1.2. Mieliy dvigrandziai RNR virusai

Dvigrandziai RNR (dgRNR) virusai aptinkami jvairiose mieliy rasyse, tokiose kaip
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces paradoxus, Saccharomyces uvarum, Ustilago
maydis, Zygosaccharomyces bailii, Hanseniaspora uvarum, Torulaspora delbrueckii ir kt.
(Rodriguez-Cousifio et al., 2017; Ramirez et al., 2017). Virusai, aptinkami S. cerevisiae
mielése priklauso Totiviridae $eimai (Golubev, 2005). Sios $eimos virusai pladiai paplite ne
tik mielése, bet taip pat ir pirmuonyse bei daugialags¢iuose grybuose (Schmitt, Breinig, 2006).

Mieliy biocidinio fenotipo pasireiskimui yra reikalingi dviejy tipy dgRNR virusai: LA
ir M. LA tipo virusai — tai 4,6 kb dydzio pagalbiniai virusai, kuriy dgRNR yra koduojami
virusianiai baltymai (Icho, Wickner, 1989). M tipo virusy dgRNR yra apie 1,6-2,4 kb dydzio
(Rodriguez-Cousifio et al., 2017) ir joje yra koduojamas baltymas—toksinas bei atsparumas
Siam toksinui. Mielése aptinkama ne tik dgRNR, bet ir vgRNR virusy bei priony (Wickner,
1996a).

1.2.1. Dvigrandziy Saccharomyces cerevisiae RNR virusy jvairovée

S. cerevisiae mielése iki Siol yra nustatyti pagalbiniai virusai — LA-1, LA-2, LA-28,
LA-lus ir M1, M2, M28, Mlus virusai (Schaffrath et al., 2018), kuriy dgRNR koduojami
atitinkami baltyminiai toksinai — K1, K2, K28, Klus (Schaffrath et al., 2018; Hannig,
Leibowitz, 1985; Rodriguez-Cousifio et al., 2011).

LA viruso dgRNR koduojami virusinés kapsidés baltymai Gag ir sulietas Su nuo
RNR—priklausoma RNR polimeraze baltymas Gag—Pol (Icho, Wickner, 1989). Yra Zinoma,
jog skirtingy LA pagalbiniy dgRNR virusy genetiné medziaga skiriasi apie 24 % nukleotidy



(Rodriguez-Cousifio, Esteban, 2017), o tarp skirtingy M tipy dgRNR néra jokiy sekos
homologijy, ta¢iau genomo i§sidéstymas yra labai panasus (Rodriguez-Cousifio et al., 2017).

Daznai mielése, turinciose LA virusus, aptinkami ir Kiti Totiviridae Seimos atstovai —
LBC, taciau jy genetinés medziagos Ilastelése yra maziau nei LA virusy ir LBC virusai
neveikia kaip pagalbiniai virusai M palydovams (Rodriguez-Cousifio et al., 2017).

Skirtingy tipy M dgRNR koduojamy toksiny poveikis pasireiSkia specifiniu biocidiniu
mechanizmu kitoms mieliy lgsteléms. Iki $iol geriausiai istirtos S. cerevisiae biocidinés
sistemos, sintetinancios K1, K2 ir K28 toksinus (el-Sherbein, Bostian, 1987; Cartwright et.
al., 1992; Meskauskas, Citavi¢ius, 1992; Schmitt and Tipper, 1990; Dignard et al., 1991).
Apie kitas biocidines sistemas, pvz.: Klus, esancias S. cerevisiae ar kitose mieliy rasyse iKi
Siol yra zinoma nedaug (Rodriguez-Cousifio et al., 2011).

S. cerevisiae M1 viruso dgRNR yra 1,6 kb dydZio, joje koduojamas K1 toksinas. Sis
toksinas yra heterodimerinis, sudarytas i§ dviejy subvienety: a ir f, atitinkamai 9,5 kDa ir
9,0 kDa dydzio. Sie subvienetai tarpusavyje sujungti trimis disulfidiniais tilteliais (Martinac
et al., 1990). K1 toksinas jam jautriy mieliy lgsteliy plazminéje membranoje formuoja jony
kanalus/poras (Martinac et al., 1990), dél kuriy membrana tampa pralaidi jonams (1.1 lentelé)
(Schmitt, Breinig, 2006; (Kurzweilova, Sigler, 1993). Sis toksinas yra aktyvus esant pH 4,3—
4,7, 0 Sarmingesnéje nei pH 5 terpéje tampa neaktyvus. K1 toksinas praranda akyvumg

aukstesnéje nei 30 °C temperattroje (Kurzweilova, Sigler, 1993).

1.1 lentelé. S. cerevisiae mielése esan¢iy M tipo dgRNR virusy jvairové ir koduojamy
toksiny pagrindinés savybés (Novotna et al., 2004; Luksa, et al., 2015; Schaffrath, et al.,
2013; Rodriguez-Cousifio et al., 2011)

dgRNR Toksino Toksino
Mieliy rasis | AgRNR | dydis | Toksinas dydis Receptorius veikimo
(kb) (kDa) mechanizmas
a—95 B-1,6— Membranos
M1 16 K1 B-9,0 gliukanai laidumas
a—18,9 B-1,6— Membranos
.. M2 15 K2 B -15,4 gliukanai laidumas
S. cerevisiae a—11 .. | DNR sintezés
M28 1,8 K28 B 10 Manoproteinai sustabdymas
Mlus 2,1-2,3 Klus Nezinoma Nezinoma Nezinoma

S. cerevisiae mielése esan¢io M2 viruso dgRNR yra 1,8 kb dydzio ir koduoja

baltyma—toksing K2 (Meskauskas, Citavi¢ius, 1992; Dignard et al., 1991). Sis toksinas, kaip




ir K1 yra heterodimerinis, sudarytas i§ dviejy subvienety: o ir f (18,9 kDa ir 15,4 kDa,
atitinkamai) (1.1 lentelé) (Satyanarayana, Kunze, 2017). K2 toksinas yra maziau istirtas nei
K1 ir manoma, kad Sio toksino veikimo mechanizmas yra panasus j K1, t.y. sukelia jautrios
toksinui Igstelés membranos pralaiduma. K2 toksinas yra aktyvus riigStesnéje aplinkoje nei
K1 toksinas (Novotna et al., 2004; Perez et al., 2001). Optimali toksino veikimo temperatiira
— 20-25 °C, o optimalus pH biocidiniam fenotipui pasireiksti — pH 4 (Serviené et al., 2012;
Luksa et al., 2015).

M28 viruso dgRNR yra 1,8 kb dydZio, joje koduojamas K28 toksinas. Sis toksinas yra
panaSus ] K1 toksing, susideda i§ a — 10 kDa dydzio ir f — 11 kDa dydzio subvienety
(1.1 lentelé) (Schmitt, Tipper, 1995), kurie tarpusavyje sujungti disulfidiniu tilteliu. K28
toksinas jam jautriose lgstelése blokuoja DNR replikacijg (Eisfeld et al., 2000; Liu et al.,
2013).

Mlus virusas dgRNR koduoja toksing Klus, kuris atrastas S. cerevisiae 2011 metais,
dél to apie Sio toksino savybes zZinoma maziausiai. Klus toksinas aktyviausias esant pH 4,0—
4,7 ir 28-30 °C temperattrai. Klus toksino veikimo mechanizmas dar néra nustatytas
(1.1 lentelé) (Rodriguez-Cousifio et al., 2011).

1.2.2. LA ir M virusy replikacijos ciklas

LA virionai — ikosaedro formos neinfekcinés dalelés, kuriy diametras yra 39 nm
(Cheng et al., 1994). Kiekvienas LA virionas susideda i§ vienkopijinés dvigrandés RNR. Si
dvigrandé RNR yra inkapsuliuojama 76 kDa baltymo Gag ir sulieto 171 kDa baltymo Gag—
Pol pagalba (Rodriguez-Cousifio et. al., 2017). Gag—Pol sulietas baltymas yra susintetinamas
jvykus skaitymo rémelio poslinkiui (1.2 pav.).

LA dgRNR budinga konservatyvi replikacija, t.y. abi naujos dgRNR molekulés
grandinés yra motininés dgRNR kopijos (Schmitt, Breinig, 2006). Replikacijos metu prie LA
koduojanc¢ios vgRNR prisijungia sulietas baltymas Gag—Pol ir Gag baltymo monomerai, kol
suformuojama kapsidé (virionas) (Esteban, Wickner, 1986). Kapsidéje polimerazé susintetina
antrag RNR granding ir susidaro dgRNR. Polimeraz¢ kapsidés viduje vykdo RNR transkripcija
ir sintetina koduojanciag vgRNR, kuri per kapsidés struktiiroje esanias poras i§stumiama i§

kapsidés j lastelés citoplazmg (Caston et al., 1997).
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Rémelio poslinkis
Inkapsidacija

3‘.‘

| - 4579
Gag Pol >

1.2 pav. LA viruso baltymus koduojanc¢ios RNR grandinés schema. Rémelio poslinkio ir
inkapsidacijos vietas grandin¢je Zymi schematiSkos antrinés plauky segtuko formos
struktiiros (Rodriguez-Cousifio et al., 2017).

LA koduojanti vgRNR atitinka informacing RNR, kuri patekusi  citoplazmag gali bati
panaudojama naujy viriony susidarymui ir viruso padauginimui, arba citoplazmoje esanciy
baltymy pagalba gali vykti jos transliacija ir virusiniy Gag ir Gag—Pol baltymy sintezé
(Bostian et al., 1980). Kadangi kapsid¢ sudaro 60 Gag baltymo dimery ir tik 1 ar 2 Gag—Pol
molekulés. Gag baltymy susintetinama atitinkamai daug daugiau, kai tuo tarpu Gag-Pol
baltymas sintetinamas tik jvykus skaitymo rémelio poslinkiui (1.3 pav.) (Schmitt, Breinig,
2006).

M (+) vgRNR

L-A virusas ////f)o%) C¢9‘6//// Myvirusas /NSNS

1.3 pav. Pagalbinio LA ir koduojancio toksing M dvigrandziy RNR virusy replikacijos ciklas.
a — koduojancios viengrandés RNR inkapsuliavimas, dalyvaujant Gag ir Gag—Pol baltymams,
b — viriono susirinkimas, ¢ — nekoduojancios RNR grandinés sintezé (replikacija), d —
koduojancios RNR grandinés sintezé (transkripcija) ir jos iSstimimas ] citozolj, e —
viengrandés RNR transliacija, f — Gag—Pol sulieto baltymo prisijungimas prie viengrandés
RNR (Schmitt, Breinig, 2006).
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M dgRNR viruso replikacijos etapai yra analogiski LA, tik M virione yra dvi M
dgRNR kopijos. Viengrandés M tipo RNR transliacijos metu susintetinamas baltymas—
preprotoksinas (1.4 pav.) (Schmitt, Breinig, 2006).

1.2.3. Toksino sintezé ir sekrecija

Mielése, turinCiose dgRNR virusus, toksinas yra koduojamas M viruso RNR. Po
viruso RNR replikacijos ir transkripcijos, koduojanti RNR grandiné i§ viriono patenka j
Igstelés citoplazma, kurioje vyksta jos transliacija ir susintetinamas preprotoksinas — toksino
pirmtakas (Schmitt et al., 2002). Preprotoksinas lemia lastelés Seimininkés imuniskuma jos
pacios sintetinamam toksinui (Tipper, Schmitt, 1991).

Toksino pirmtakas Igstelés Saperony pagalba potransliacinés pernasos biidu jneSamas j
endoplazminj tinklg, kuriame endopeptidazés paSalina N-galing sekrecijos signaling seka
(pre-regiona). Endoplazminiame tinkle protoksinas glikozilinamas ir dalyvaujant Saperonams
toliau brandinamas keifiant antring ir treting baltymo struktiirg, bei baltymy disulfidiniy
izomeraziy pagalba sudaromi vidumolekuliniai vandeniliniai rySiai (Schmitt, Breinig, 2006).

IS endoplazminio tinklo brandinamas baltymas patenka j Goldzio kompleksa, kuriame
vyksta paskutinés protoksino brendimo stadijos: endopeptidazés paSalina pro-regiong ir
atskiria toksino subvienetus. Subrendgs toksinas sekrecijos puslelése keliauja iki plazminés

membranos ir yra sekretuojamas j uzlgsteling erdve (Schmitt, Breinig, 2006).
1.3.  Saccharomyces paradoxus mielés

S. paradoxus mielés yra filogenetiSkai artimiausios S. cerevisiae mieléms, randamoms
gamtoje. Net 50 % S. paradoxus mieliy DNR nukleotidy seky sutampa su S. cerevisiae
genomu. S. paradoxus kol kas yra vienintelé¢ i§ Zinomy Saccharomyces genties (iSskyrus
S. cerevisiae) mieliy, paplitusiy gamtinéje aplinkoje, kuri nesudétingai kultivuojama
S. cerevisiae mieléms pritaikytomis laboratorinémis sglygomis. DaZniausiai S. paradoxus
fenotipiSkai nesiskiria nuo S. cerevisiae mieliy (Vaughan-Martini, Martini, 1995) .

Viena i§ mokslininky pasitlyty prielaidy apie Siy riiSiy vystymasi teigia, kad gamtiné
S. paradoxus jsitvirtino ir i§liko dirbtinéje aplinkoje, pvz.: alaus daryklose, vyno gamyklose,
todél jos DNR palaipsniui kaupési genetiniai pokyciai ir S. paradoxus galiausiai tapo nauja
riSimi — S. cerevisiae (Vaughan-Martini, Martini, 1995). Eksperimentiniai tyrimai
(Fernandez-Espinar et al., 2003) nepatvirtino Sios prielaidos, bet kaip ir daugelis kity tyrimy

parodé, jog S.cerevisiae ir S. paradoxus mielés yra giminingos, bei patvirtino, kad
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S. paradoxus pasizymi kur kas didesne genetine jvairove nei S. cerevisiae mielés (Vaughan-
Martini, Martini, 1995). S. cerevisiae ir S. paradoxus mielés yra randamos tose paciose
ckologinése niSose, pvz.: ant gzuolo zievés (Salvadd et al., 2011; Sampaio, Gongalves, 2008).
S. paradoxus mielés aiskiai pasiskirsc¢iusios geografiskai ir iSskiriamos j: Europos, Amerikos,
Tolimyjy Ryty ir Havajy populiacijas (Liti et al., 2009).

S. paradoxus mieliy Igstelés yra elipsoidinés arba cilindrinés formos, 3-8,5 um ilgio ir
2,57 um plocio. Sios mielés sporuliuoja daugelyje terpiy, pvz.: YPD, o sporuliacija siekia
net 50 %. Tai vienas i§ pagrindiniy skirtumy tarp S. paradoxus ir S. cerevisiae mieliy,
kadangi S. cerevisiae diploidai nesporuliuoja maisto medziagomis praturtintose terpése
(Vaughan-Martini, Martini, 2011).

1.3.1. Saccharomyces paradoxus dgRNR virusai

Skirtingo tipo S. paradoxus LA virusy DNR nukleotidy panasumas siekia 73-90 %,
priklausomai nuo geografinés vietovés (Rodriguez-Cousifio et al., 2017; Ramirez et al., 2017,
Wickner, 1996b). S. paradoxus LA ir M dgRNR virusy genomy dydziai yra panasis j virusy,
aptinkamy S. cerevisiae mielése (Chang et al., 2015).

S. paradoxus kamienas, palaikantis LA-66 ir M66 dvigrandzius RNR virusus
identifikuotas Lietuvoje, Gamtos tyrimy centro Genetikos laboratorijoje, 2018 metais
(1.2 lentelé). S. paradoxus mielés, turinios Siuos dgRNR virusus, buvo aptiktos ant
Lictuvoje auganéiy vaisiy, vykstant spontaninei fermentacijai. Nusta¢ius LA-66 ir M66
dgRNR sekas ir atlikus filogeneting analizg, nustatyta, kad pagalbinis LA—66 dgRNR virusas
yra panasiausias j LA-28 dgRNR tipo virusg, 0 M66 — ] M21 dgRNR (Vepstaité-Monstavicé
et al., 2018).

S. paradoxus miclése esancio M66 viruso dgRNR koduoja baltyminés kilmés
toksing K66. Sis toksinas aktyvus Kai terpés pH 3,6-5,2. Optimalios salygos biocidiniam
fenotipui pasireiksti — pH 4,8 ir 20 °C temperatiira. K66 toksinas jungiasi prie jautrios lastelés
B—1,6—gliukany ir sutrikdo jony homeostaze (Vepstaite-Monstavice et al., 2018).

S. paradoxus mielése yra palaikomi ne tik LA-66 ir M66 dgRNR, bet taip pat ir
pagalbiniai virusai: LA-21, LA-28, LA-45, LA-62, LA-74 ir M tipo dgRNR: M21, M28,
M45, M62, M74 (1.2 lentelé) (Rodriguez-Cousifio et al., 2017).
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1.2 lentelé. Saccharomyces paradoxus mielése esanciy M tipo dgRNR virusy jvairové
(Vepstaité-Monstavice et al., 2018; Rodriguez-Cousifio et al., 2017)

Mieliy rasis dgRNR dgRNR dydis | Toksinas
M66 1,6 kb K66
M21 1,6 kb K21
M28 1,8 kb K28

S. paradoxus
M45 2 kb K45
M62 1,9 kb K62
M74 2,4 kb K74

Atliktas S. paradoxus kamieny, palaikan¢iy dgRNR virusus, koduojanéius K21, K28,
K45, K62, K74 toksinus, ir S. cerevisiae dgRNR virusus, koduojané¢ius K1 ir K2 toksinus,
biocidinio fenotipo tyrimas (Rodriguez-Cousifio et al., 2017). ISanalizavus rezultatus
nustatyta, jog nei S. paradoxus, nei S. cerevisiae lastelés, sintetinanéios jvairius toksinus,
biocidiskai neveikia S. paradoxus mieliy lasteliy, sintetinan¢iy K21 toksing ir pasizymi
stirpiu biocidiniu poveikiu hiperjautriy lgstely kamienui 5X47. S. paradoxus ir S. cerevisiae

kamieny biocidiskumas parodytas 1.4 paveikslélyje.

K21 K28 K45 K62 K74 K1 K2

K21
K28 +W 4+ +
K45 + + +
K62 +w o+
K74 4w + +
K1 - + + +w +
K2 + +w +
5X47  + + + + + + F

1.4 pav. S. paradoxus ir S. cerevisiae biocidiniy kamieny tarpusavio saveikos.
Eilutéje virSuje nurodyti mieliy toksiny pavadinimai, atspindintys mieliy kultiiras,
produkuojancias atitinkamus toksinus, o stulpelyje — analogiSkus kamienus, kuriy jautrumas
toksinams tirtas. 5X47 — hiperjautri mieliy lgsteliy kulttra. + stiprus biocidiskumas,
+%silpnas biocidiskumas (Rodriguez-Cousifio et al., 2017).

Norint iSsiaiskinti, ar S. cerevisiae lastelése gali buti palaikomi S. paradoxus dgRNR
virusai, i§ sporuliuojan¢iy S. paradoxus lasteliy dgRNR virusai perkelti j haploidines

S. cerevisiae mieliy lagsteles (Rodriguez-Cousifio et al., 2017). Citodukcijos metodu,
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kryzminant laukinio tipo S. paradoxus mieliy sporas (lasteles donores) su genetiskai
modifikuotu laboratoriniu S. cerevisiae haploidu (lastele recipiente), atrankiai auginant
lasteles galima iSskirti S. cerevisiae haploidus, turinCius S. paradoxus lasteliy citoplazma,
kartu su joje esanciais dgRNR virusais. Atliekant eksperimentg su S. cerevisiae lgstelémis,
neturin¢iomis mitochondrijy, norimo rezultato pasiekti nepavyko. Pasitlytos galimos
nesékmés priezastys: 1) dgRNR virusai, esantys S. paradoxus mielése, yra nestabiliis
S. cerevisiae lagstelése arba 2) S. paradoxus mieliy mitochondrijos yra nefukcionalios
S. cerevisiae Iastelése. Naudojant analogiSkas S. cerevisiae Igsteles su mitochondrijomis
problema buvo iSspresta ir S. paradoxus dgRNR virusai buvo sékmingai palaikomi
S. cerevisiae mielése. Taip pat atliekant $j tyrimg pastebéta, kad virusiniy dgRNR perdavimas
tarp mieliy rasiy gamtinémis sglygomis horizontaliuoju biidu yra beveik nejmanomas, biitent
del mitochondrijy nesuderinamumo, o tai riboja dgRNR virusy ir jy sintetinamy baltymy—

toksiny plitimg tarp rasiy (Rodriguez-Cousifio et al., 2017).
1.4. Aplinkos veiksniy jtaka mieliy Iasteliy augimui

Mielés sudaro didele dali nattiralios ekosistemos. [vairios mieliy rasys aptinkamos
dirvozemyje, gélame ir juros vandenyje, ant augaly ir gyviiny. Jos randamos ir zmogaus
sukurtose buveinése. Natiiraliy ir dirbtiniy buveiniy sglygos lemia mieliy metabolinj
aktyvuma, augimg ir i$likimg. JvairGs abiotiniai ir biotiniai veiksniai gali sukelti stresines
sglygas mieléms, prie kuriy jos prisitaiko arba ztsta.

Mieliy lIgsteliy augimui, gyvybingumui, dalijimuisi ir t.t. turi jtakos fiziniai (pvz.:
temperattra, Sviesa), cheminiai (pvz.. maisto medziagos, pH), bei biologiniai (pvz.: Kitos
mieliy rasys, bakterijos) veiksniai. Didziausig jtakg mieliy lgsteliy gyvybingumui turintis
fizikinis veiksnys yra temperatiira. Kiti fizikiniai veiksniai, pvz.: Sviesa, spinduliuoté ir slégis,

yra maziau iStyrinéti (Arroyo-Lopez et al., 2009; Brion et al., 2016).
1.4.1. Temperatiiros itaka mieliy 1asteliy augimui

Zinoma, jog temperatiira turi jtakos mieliy lasteliy augimui (Walton, Pringle, 1980).
Kiekvienai mieliy rusiai budinga skirtinga optimali augimo temperatiira. Dauguma mieliy yra
mezofilinés ir geriausiai auga esant 20—30 °C temperatiirai. Portugalo N. van Uden grupés
atliktuose eksperimentuose buvo tiriama daugiau nei 100 mieliy rasiy, priklausanéiy Sioms
gentims: Saccharomyces, Kluyveromyces, Debaryomyces, Pichia, Candida ir kt. Nustatyta,

kad daugiau nei 98 % mieliy auga 24 —48 °C temperatiiroje. Esant 37 °C temperatiirai gali
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augti dazniausiai oportunistinés mielés, pvz.: Candida albicans, o didesné nei 50 °C
temperatiira yra letali mieliy lgsteléms. Sporos taip pat néra atsparios karsc¢iui (Vidal-Leiria et
al., 1979).

S. paradoxus ir S. cerevisiae laukiniy kamieny, i$skirty i§ tos pacios niSos (gzuolo
zievés) augimo temperatiiros yra skirtingos. S. paradoxus didziausias augimo greitis
pasiekiamas 30 °C temperatiiroje, 0 S. cerevisiae — 37 °C temperatiiroje (1.5 pav.) (Sweeney,
et al., 2004). Atlickant tyrimus su jvairiomis Saccharomyces rasimis, pastebéta, jog tik
S. cerevisiae ir S. paradoxus mielés gali augti esant 37 °C temperatiirai (Vaughan-Martini,
Martini, 2011;Sweeney et al., 2004).
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1.5pav. S. cerevisiae ir S. paradoxus mieliy kultGry vidutinis augimo greitis, esant
skirtingoms temperattiroms. S. cerevisiae augimo gretis parodytas vientisa, o S. paradoxus —
punktyrine linija. Augimo greitis iSreik§tas AODmax (didZiausias mieliy lasteliy tankio pokytis
per valanda, esant 600 nm bangos ilgiui) (Sweeney et al., 2004).

IStyrus  keturias ~ Saccharomyces rasis: S.  cerevisiae, S.  paradoxus,
S. bayanus var. uvarum ir S. kudriavzevii, aptiktas ant gzuolo Zzievés, nustatyta, jog
temperatiira turi didele jtaka Saccharomyces rusiy sgveikai. Cirkadiniai temperatiiros
poky¢iai, natiiraliai vykstantys paros, mety laiky eigoje gali suteikti sglygas skirtingoms
rusims labiau prisitaikyti prie skirtingy temperatiiry ir taip sugyventi toje pacioje ekologinéje
niSoje. S. cerevisiae ir S.paradoxus prisitaiko efektyviau augti aukStesnése, 0
S. bayanus var. uvarum ir S. kudriavzevii — zemesnése temperatiirose (Salvado et al., 2011;
Sampaio, Gongalves, 2008).

Zemesné nei optimali S. cerevisiae mieliy augimo temperatiira sulétina fermenty

kinetikg ir atitinkamai nuo jy priklausancius Igsteliy procesus. Taip pat ji turi jtakos jvairioms
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lastelés savybéms, procesams, pvz.: augimo fazéms, kvépavimui, membranos lipidy sudéciai
ir t.t. Amerikie¢iy mokslininko Jean—Marc Doran grupé tyré 12 °C saléio Soko (angl. cold
shock) jtaka S. cerevisiae mieliy lasteléms. Vertintas pirminis sal¢io poveikis, pasireiSkiantis
per pirmgsias 12 valandy zemoje temperatiiroje, ir vélyvasis $alcio atsakas, vertintas po 12
valandy zemoje temperatiiroje. Nustatyta, kad ankstyvuoju poveikio periodu sumazéjo
aplinkos streso atsako geny transkripcijos lygis. Taip pat pastebéti dideli skirtumai tarp
transkripcijos perprogramavimo ilgalaikés Zemos temperatiros aklimatizacijos metu ir
transkripcijos atsako j staigy temperatiiros sumazéjimg (Chen et al., 2007).

Lasteliy dydis taip pat priklauso nuo temperatiiros. S. cerevisiae mieliy lgsteliy
skersmuo esant 5 °C ir 40 °C temperatiirai yra 10,20+0,05 um ir 7,97+0,01 um, atitinkamai.
Pastebéta, kad 18,5-40 °C temperatiiroje lasteliy dydis panasus, taCiau kai temperatiira yra
zemesné nei 18,5 °C — lgstelés pradeda didéti. Kuo aplinkos temperatiira yra mazesné, tuo
Igstelés yra didesnés (Zakhartsev, Reuss, 2018).

Nustatyta, kad karSc¢io Sokas (angl. heat shock) turi jtakos mieliy lgsteliy augimui,
augimui. IS 28 °C temperatiros, mieliy lgsteléms esant eksponentinéje augimo fazéje, jos
buvo perkeliamos j 37 °C, 39 °C, 40 °C, 41°C, 42 °C ir 43 °C temperaturas. S. cerevisiae
augimo temperattrai padidéjus nuo 28 °C iki 37 °C pastebéta, kad padidéjo ir jy augimo
greitis, 0 39 °C temperatiiroje stebimas nepakites lIgsteliy augimas. Temperattros padidéjimas
iki 42 °C lémé visiska S. cerevisiae mieliy lgsteliy augimo sustabdyma, bet lgstelés iSliko
gyvybingos, o 43 °C temperatiiroje lastelés prarado gyvybingumg. Kar$¢io Sokas sukelia
mieliy Igsteliy membranos pazeidimus (Mensonides et al., 2002).

Eksponentinéje augimo fazéje mieliy Igsteliy jautrumas jvairiai temperatirai yra
skirtingas. Airiy mokslininko John R. Pringle grupé nustaté, kad S. cerevisiae mieliy lasteles
perkeliant i§ 23 °C, 30 °C ir 36 °C temperatiros j 52 °C temperatiirg skiriasi mieliy lasteliy
jautrumas temperatiirai. S. cerevisiae mieliy lgsteles, esancias eksponentingje augimo fazéje,
perkeliant i§ 23 °C j 52 °C temperatiira, lasteliy sumazéjo 1000 karty, tuo tarpu kai j 30°C — 2
kartus, j 36 °C — 20 karty per 8 min. (Walton, Pringle, 1980).

1.4.2. pH jtaka mieliy lasteliy augimui

Mielés geriausiai auga rugstinéje aplinkoje. DaZniausiai mieliy lasteléms augti

optimalus pH yra 4,5-5,5. Ta¢iau mielés, priklausomai nuo rasies, gali toleruoti jvairy terpés

17



rigsStinguma Ir augti pH 3-10. Esant zemai temperatiirai, minimalus pH, kuriame lIgstelés dar
auga, yra didesnis nei auginant lasteles auksStesnéje temperatiiroje (Membre et al., 1999).
Rosita Salari grupé tyré aeracijos ir terpés riigStingumo jtaka S. cerevisiae mieliy
augimui. Tyrimui pasirinktos skirtingos pH (pH 4, pH 5, pH 6) terpés, esant 5%, 10 % ir
15 % istirpusio deguonies kiekiui. S. cerevisiae mielés buvo auginamos bioreaktoriuje,
sintetinéje terpéje, palaikant pastovy pH ir itirpusio deguonies kiekj (1.6 pav.). Sio tyrimo
metu buvo nustatyta, kad didziausias kolonijas formuojanciy lasteliy skaicius (koreliuojantis
su lgsteliy tankiu), auginant lgsteles ilgiau nei 7 valandas, pasiekiamas terp¢je, kurios pH 4, o

iStirpusio deguonies kiekis — 5 % (1.6 pav.) (Salari, Salari, 2017).

1.2 4

——pH 4,D0 5%
—8-pH 5, D0 5%
—#—pH 6, DO 5%
==pH 4, DO 10%
—#=pH 5, DO 10%
~@®-pH 6, DO 10%

pH 4, DO 15%
pH 5, D0 15%
15 pH 6, DO 15%

Absorbcija, esant 600 nm
bangos ilgiui

Laikas (val.)

1.6 pav. Saccharomyces cerevisiae augimo kreivés, esant skirtingam terpés pH ir deguonies
prisotinimui (Salari, Salari, 2017). DO — iStirpes deguonies kiekis.

Mieliy lgsteléms dideli uzlgstelinio pH poky¢iai yra nepalankios salygos, su kuriomis
jos kovoja pasitelkdamos jvairius mechanizmus. Priklausomai nuo uzlastelinio pH, vyksta ir
vidulastelinio pH poky¢iai (Pefia et al., 2015).

UZlgstelinio pH poky¢iai, fiksuojami baltymy, esanciy prie vidinés lastelés
membranos ir sukelianciy signalo perdavimg j lgstelés branduolj, padeda lgstelei prisitaikyti
pertvarkant geny raiSka. Geriausiai iStyrinétas pH signalinis kelias S. cerevisiae miclése —
Rim101 (Pefialva, Arst, 2004). Sis kelias aktyvuojamas lasteléms patekus j Sarmine aplinkg ir
siejamas su endosomomis, taciau mechanizmas ir jo reikSmé néra iSaiSkinta. Endosomos
laikomos vienais svarbiausiy dariniy, paveikiamy Sarminio pH, kadangi jy viduje palaikoma
ragstiné terpée, kuri bitina jy fukcionavimui (Maeda, 2012). UzZlastelinio pH paveikiamy geny

iSskiriamos pagrindinés grupés: sekretuojamy baltymy (dazniausiai fermenty), permeaziy ir
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vidulgsteliniy baltymy, susijusiy su metabolity sinteze ir eksportu, bei posstransliacinémis
sekretuojamy baltymy modifikacijomis, genai (Pefialva, Arst, 2004).

Auginant lgsteles YPD terp¢je, kai pastovus pH palaikomas titruojant 0,1N NaOH
tirpalu, pastebéta, kad esant pH 8 ir pH 9 lasteliy tankis buvo maziausias, lyginant su pH 4,
pH 6 ir pH 7 pasiektu tankiu (zr. 1.7 pav.). Panasis rezultatai gauti ir palaikant pH KOH
tirpalu. Pradinis Iasteliy tankis (OT, 600 nm) buvo 0,4, o po 4 valandy auginimo tirtos §i0S
lgsteliy savybés: kalio jony pernasa ir terpés ragstinimas, kvépavimas, fermentacija, amino
rigsciy (leucino) pernasa ir panaudojimas baltymy sintezei, Vvidulagstelinis pH (Pefa et al.,
2015).

S. cerevisiae lgstelés augdamos esant pH 4 beveik nepartigstino augimo terpés, kai tuo
tarpu esant pH 6 lasteliy produkuojamai riig§¢iai neutralizuoti pirmgja augimo valanda
reikéjo didelio kiekio NaOH, o esant pH 8 ir pH 9 norint palaikyti Sarminj pH reikéjo nuolat
tiekti NaOH ir Sis poreikis tiesiSkai didéjo. Metabolizmas, susijes su vidulgsteliniu
kvépavimu, ATP sinteze, kalio jony pernasa visais atvejais buvo funkcionalus (Pefia et al.,
2015).

14 -
10 A
£ bH4
o
o 8
] " pH7
= 1
o) 6 I
4 T pH8
2%
pH9
0 T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 o 6 7 8 9

Laikas, val.

1.7 pav. Saccharomyces cerevisiae augimo kreivés, esant skirtingam terpés pH (Pefia et al.,
2015). Pradinis lgsteliy tankis (O.T., 600 nm) 0,4.

Protony pernaSa esant aukStam pH paaiSkinama ATPazés aktyvavimu, sumazéja ATP
ir padidé¢ja ADP koncentracija lastelése, skatinama glikolizé. Esant Zemam pH, ATPazé
inaktyvuojama, o jam padidéjus — aktyviai pompuoja protonus j lastelés iSorg. Kalio jony
transportas vyksta greiiau esant Sarmingesniam pH, nes tai susij¢ su ATPazés veikimo

suaktyveéjimu. Visgi, pasak autoriy, ATPazé pasiekia maksimaly veikimo efektyvuma jau
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esant pH 7, o tiesiSkas rigstingumo didéjimas, esant pH 8 ir pH 9, yra nulemiamas skaidant
gliukoze i$skiriamo CO: Kiekio, kuris terpéje hidratuojamas ir jg riigstina (Pefia et al., 2015).

Fermentacijos efektyvumas Sarmingesniame pH Siek tiek sumaz¢jo. Vidulastelinis pH
po 4 valandy auginimo Sarminiame pH padidéjo, uZlgstelinis pH6 ir pH9 pakeité
vidulastelinj pH iki mazdaug pH 6,55 iki pH 6,65, atitinkamai. Amino rig§¢iy transportas
reik§mingai nesumazgjo padidéjus pH, netgi buvo stimuliuojamas, taigi ir tai nepaaiskino
augimo sulétéjimo esant Sarminiam pH (Pefia et al., 2015).

Uzlastelinis pH turi didelés jtakos lastelés ciklui. Po 4 valandy auginimo terpéje,
kurios pH 9, Iastelés buvo sustabdytos G1 fazéje. Manoma, kad lgsteliy ciklas sustoja dél
maisto medziagy trikumo, kuris atsiranda sumazéjus protony gradientui (Lamb, Mitchell,
2003). Taciau Pefia atskleidé, kad potencialas iSliecka pakankamas kalio jony skatinamai
medziagy pernaSai. J. Arino grupé remdamasi geny raiSkos pokyc€iais nurodé¢, kad vario,
gelezies ir fosfato jony lasteleje trukumas gali biti pagrindiné priezastis, dél ko lasteliy

augimas sustoja, tac¢iau mechanizmas lieka neaiskus (Serrano et al., 2004).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos ir reagentai

Visos medziagos ir reagentai naudoti Siame moksliniame darbe pateikti 2.1 lenteléje.

2.1 lentelé. Eksperimentiniuose darbuose naudojamos medziagos ir reagentai

Pavadinimas Firmos pavadinimas | Grynumas, %
2 — merkaptoetanolis AppliChem >99
Acto rugstis Sigma — Aldrich 100
Agaras Liofilchem -
Agaroze Thermo Scientific -
Chloroformas Eurochemicals >99,5
Citrinos rugstis Eurochemicals >99,5
Dinatriohidrofosfatas Eurochemicals >99
DNAze I (1 U/pl) Thermo Scientific -
DNAz¢s buferis su MgCl (10x) Thermo Scientific -
DNR molekulinés masés standartas Thermo Scientific B
GeneRuler™ DNA Ladder Mix (0,5 pg/ul)

dNTP misinys (2mM) Thermo Scientific >99
Dream Tag buferinis tirpalas (10x) Thermo Scientific -
Dream Taq polimerazé (5 U/ul) Thermo Scientific -
Druskos ragstis Sigma — Aldrich <37
Etanolis MV Group Production >96
Etidzio bromidas (1% vandeninis tirpalas) Carl Roth -
Etilendiamintetraacto raigstis (EDTA) Sigma — Aldrich >99
Fenolio tirpalas ph 4,5-5 Carl Roth -
Gliukozé Biolife >98
Imersinis aliejus Merck -
Izopropanolis Carl Roth >99,5
Lic¢io chloridas Chempur >98
Metileno mélis Sigma — Aldrich >02
Mieliy ekstraktas Liofilchem -
Natrio acetatas Carl Roth >99
Natrio chloridas Carl Roth >99
Natrio hidroksidas Sigma — Aldrich >99
Natrio laurilsulfatas AppliChem >96

Nukleoriig§¢iy méginiy dazas
Orange DNA Loading Dye (6x)

Thermo Scientific
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Peptonas

Liofilchem

Restrikcijos endonukleazé — Cfol (10 U/ul)

Thermo Scientific

Restrikcijos endonukleazé — Hinfl (10 U/pl)

Thermo Scientific

Tris(hidroksimetil)aminometanas (TRIS)

AppliChem

Tris—acetato—EDTA (TAE) elektroforezés
buferis (50x)

Thermo Scientific

TRIS-EDTA (TE) buferinis tirpalas

Thermo Scientific

Vanduo be nukleaziy

Fermentas

2.1.1. Terpés

1. YPD mieliy mitybiné terpé:
¢ 1 % mieliy autolizatas,
e 2 % peptonas,

o 2% gliukozé.

2. Agarizuota YPD mieliy mitybiné terpé:

e 1 % mieliy autolizatas,
e 2 % peptonas,
e 2 % gliukoze,

e 2% agaras.

3. Mieliy autolizato ir peptono koncentratas terpés pH jtakos nustatymui:

o 1,428 % mieliy autolizatas,

e 2,857 % peptonas.

Terpiy  sudedamosios dalys tirpinamos  distiliuotame

autoklavuojama 110 °C temperatiiroje 30 min, esant 0,5 atm. slégiui.

4. pH 4,8 MB terpé mieliy biocidinio fenotipo nustatymui:

e 0,5 % mieliy autolizatas,

e 0,5 % peptonas,

o 4% gliukoze,

e 1,05 % citrinos riigstis,

e 3,53 % NaxHPO4 x 12H0,

e 2,5 9% agaras,

vandenyje.

Terpe
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e 0,002-0,003 % metileno mélis.

Agaras supilamas tiesiai j kolbg. Sudedamosios dalys, iSskyrus metileno mélj ir agara,
tirpinamos  distiliuotame vandenyje. Terpés pH matuojamas pH-metru ir titruojama
koncentruota citrinos rtigstimi ar NaOH iki pasiekiama pH 4,8. Ipilamas trikstamas Kiekis
distiliuoto vandens, pridedama metileno mélio. Autoklavuojama 110 °C temperatiiroje 30

min, esant 0,5 atm. slégiui.

2.1.2. Tirpalai

1. Tirpalai naudojami suminés RNR ir dvigrandés RNR i§skyrimui:
e 50 mM EDTA,
e 0,2MEDTA,
e 50 mM TRIS-HCI pH 8,8-9,3,
e TEStirpalas: 0,1 M NaCl; 0,01 M TRIS-HCI pH 7,5; 0,01 M EDTA; 0,2 %
SDS,
e 3 M NaAcpH 7,0;
e 75 % etanolis,
e 5MLICI,
e 3 M NaCl

2. Tirpalai naudojami temperatiiros ir pH jtakos mieliy lIgsteliy biocidinio fenotipo
palaikymo jvertinimui:
o 2 % gliukoze,
e 1 M citrinos ragstis,
e 1M NaHPO4 x 12H,0,
e 0,9% NaCl.

2.1.3. Rinkiniai

RNR gryninimo i§ agarozinio gelio rinkinys ,,GeneJET Gel Extraction Kit“ (Thermo
Scientific), Genominés DNR gryninimo rinkinys ,,Genomic DNA purification Kit* (Thermo
Scientific), PGR produkty gryninimo rinkinys ,,GeneJET PCR purification Kit* (Thermo

Scientific).
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2.1.4. Prietaisai

Vandens distiliatorius 2008 (GFL, Vokietija), autoklavas AES-75 (Raypa, Ispanija),
spektrofotometras Genesys 20 (Thermo Scientific), centrifuga 5418 R (Eppendorf, VVokietija),
DNR vizualizacijos aparatas MiniBIS Pro (DNR Bio—Imaging systems, lzraelis), UV
laminariné spinta UVT-S-AR (Biosan, Latvija), inkubatorius—purtykle CERTOMAT™ IS
(Sartorius, Vokietija), analitinés svarstyklées ABS—-N/ABJ-NM (Kern, Vokietija),
laboratorinés svarstyklés 572 (Kern, Vokietija), $aldomoji centrifuga Z216 MK (Hermle
Labortechnik, Vokietija), —80 °C saldiklis MDF-U3386S (Panasonic, Anglija), laboratoriné
traukos spinta Q—-Optimal (ALCHEM, Lenkija), centrifuga 5804 R (Eppendorf, Vokietija),
horizontalios elektroforezés aparatas MultiSUB Midi (Cleaver scientific Ltd, Anglija),
elektroforezés maitinimo Saltinis GE Heathcare EPS 301 (Fisher Scientific), pH-metras CP—
315w (Elmetron, Lenkija), 25 °C temperatiros termostatas (Cekija), 30 °C temperatiiros
termostatas BT 120 (Cekija), +4 °C $aldytuvai (Snaigé, Lietuva ir Whirlpool, Amerika),
—20 °C saldiklis 122 (Snaigé, Lietuva), Sviesinis mikroskopas ICC50 HD (Leica,Vokietija),
sausa termostatiné vonelé D1200 (Labnet International, JAV), mini centrifuga NG002G
(Nippon Genetics Europe GmbH, Vokietija).

2.1.5. Mieliy kamienai

Magistriniame darbe naudoti mieliy kamienai:
e S. cerevisiae a'l: MATa leu2-2 [kil-0],
. cerevisiae M437: wt, HM/HM [kil-K2],
. cerevisiae BY4741: MATa his3 Al leu2 AO met15 AO ura3 A0,
. cerevisiae K7: MATa arg9 [kil-K1],
. cerevisiae RW4: wt, HM/HM [kil-Klus],
. paradoxus K28: wt, HM/HM [kil-K28],
. paradoxus BCR-17-18,
. paradoxus CKB-17-33,
. paradoxus PR-17-59,
. paradoxus PR-17-63,
. paradoxus AML-15-66: wt, HM/HM [kil-K66].

S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
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2.1.6. Sintetiniai pradmenys

ITS srities DNR fragmento padauginimui naudojami sintetiniai pradmenys:
e 10uM ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) tiesioginis pradmuo,
e 10puM ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) atvirkstinis pradmuo.

2.2. Metodai
2.2.1. Tyrimo objektas

Tyrimo objektas — S. paradoxus mielés, aptiktos vykdant spontaning Lietuvos vaisiy

ir uogy fermentacija.
2.2.2. Morfologiné koloniju analizé

Po spontaninés vaisiy ir uogy fermentacijos, Skystoje raugo frakcijoje esancios
lastelés paskleidziamos ant agarizuotos YPD mieliy mitybinés terpés petri léksteléje.
Atliekama kolonijy morfologiné analizé. ApraSoma kolonijy tekstiira (gleivéta, klampi, puri,
skysta, matin¢), spalva (balta, gelsva, geltona, raudona, oranziné ir kt.), i8kilumas (lygi,

iSkilusi, jdubusi), kolonijos krastelis (lygus, nelygus ir kt.) ir pavirSius (lygus, raukslétas).
2.2.3. Mikroskopiné lasteliy analizé

Mieliy kolonija steriliai, mikrobiologine Kkilpele, paimama i§ petri Iékstelés ir
suspenduojama mégintuveélyje 30-50 ul sterilaus vandens. Ant objektinio stiklelio uzlaSinami
5-7 I méginio ir uzdengiama dengiamuoju stikleliu. Vizualizacijai naudojamas imersinis
aliejus. Méginiai mikroskopuojami ,,Leica ICC50 HD* S§viesiniu mikroskopu esant 1 000
karty padidinimui. Mikroskopuojant méginius analizuojamas lgsteliy homogeniSkumas,
dydis, forma (apvali, ovali, epilsoidiné, cilindriné), vidulgsteliniai dariniai (branduolys,
vakuolg) ir Igsteliy sporuliacija. Atlikus fenotipine kolonijy ir mikroskoping lgsteliy analize,

preliminariai nustatoma mieliy rasis.
2.2.4. Genominés DNR iSskyrimas i$§ mieliy lasteliy

Genominé DNR (gDNR) i§ mieliy lgsteliy skiriama genominés DNR gryninimo
rinkiniu ,,Genomic DNA purification Kit*, pagal gamintojo pateiktas rekomendacijas.
UZauginus S. paradoxus kamieny kulttras, kaip nurodyta skyrelyje 2.2.10., surenkama mieliy

biomasé ir centrifuguojama 2 min. 12 000 aps./min. greic¢iu. Supernatantas pasalinamas, o
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lastelés suspenduojamos 200 pl TE buferinio tirpalo ir uzpilamos 400 pl lizés tirpalo.
Meéginiai §velniai pavartomi ir inkubuojami 5 min. 65 °C temperatiiroje. Méginius perkélus j
traukos spinta, jpilama 600 pl chloroformo, pavartoma ir centrifiguojama 2 min. 10 000
aps./min. grei¢iu. | naujus ,Eppendorf‘ mégintuvélius atsargiai perkeliama virSutiné
vandeniné frakcija ir uzpilama 800 pl §vieziai paruosto nusodinimo tirpalo. Pavartoma ir
centrifuguojama 2 min. 10 000 aps./min. greiCiu. Supernatantas paSalinamas, o nuosédos
tirpinamos 100 pl 1,2 M NacCl tirpalo. Pridedama 300 pl 96 % salto etanolio, sumaiSoma iki
homogenisko tirpalo ir 16 valandy inkubuojama —20 °C temperatiroje. Centrifuguojama
4 min. 10 000 aps./min. greic¢iu. Supernatantas pasalinamas, o nuoséda (JDNR) tirpinama

20 pl vandenyje be nukleziy. Laikoma —20 °C temperatiiroje.
2.2.5. Polimeraziné grandininé reakcija

I$skyrus 18 mieliy lasteliy genoming DNR, kaip nurodyta 2.2.4 skyrelyje, toliau
vykdoma polimeraziné grandininé reakcija (PGR). Bendras PGR miSinio tiiris — 50 pl. | lede
laikomg PGR skirta mégintuvélj supilami visi PGR reakcijos komponentai, 0 ,,Dream Taq*
DNR polimerazé, j miSinj jpilama paskutiné. Atlikus PGR gaunamas padaugintas 1TS1-
5,8S-ITS2 srities rDNR fragmentas.

Polimerazinés grandininés reakcijos mi$inj sudaro:
1) 35,5 pl vanduo be nukleaziy,
2) 5 pl,,Dream Taq“ buferinis tirpalas (10x),
3) 5 ul ANTP misinys (2 mM),
4) 2 ul gDNR (10 —50 ng),
5) 1 pltiesioginis ITS1 pradmuo (10 uM),
6) 1 pl atvirkstinis ITS4 pradmuo (10 uM),
7) 0,5 pl,,Dream Taq“ DNR polimerazé (5 U/uL).

Polimerazinés grandininés reakcijos programa:

1) pradiné DNR denataracija — 5 min. 94 °C temperatiiroje,

25 ciklai

2) DNR denatiiracija — 1 min. 94 °C temperatiroje, 1
3) pradmeny hibridizacija — 1 min. 30 sek. 53 °C temperatiiroje, J

4) DNR sintezé — 2 min. 72 °C temperatiiroje,
5) DNR sintezé — 10 min. 72 °C temperatiiroje.
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2.2.6. Horizontali DNR elektroforezé agaroziniame gelyje

DNR fragmenty analizei naudojamas 1 % agarozinis gelis. Elektroforezé vykdoma 1x
TAE buferiniame tirpale, esant 100-110 V jtampai 30—40 min. Gauti DNR fragmenty dydziai
nustatomi juos lyginant su DNR molekuliniu masés standartu (GeneRuller™ DNR Ladder
Mix).  Pasibaigus elektroforezei gauti DNR fragmentai vizualizuojami UV

transiliuminatoriuje MiniBIS Pro, fotografuojami ir analizuojami.
2.2.7. DNR hidrolizavimas restikcijos endonukleazémis

Padaugintas ITS1-5,8S-1TS2 srities DNR fragmentas, kaip apraSyta 2.2.5. skyrelyje,
toliau hidrolizuojamas Hinfl ir Cfol restrikcijos endonukleazémis. Galutinis restrikcijos
misinio taris — 11 pl. Restrikcijos misinj sudaro: 10 ul PGR produkto ir 1 pl Hinfl (10 U/ul)
arba Cfol (10 U/ul) restrikcijos endonukleaziy. Restrikcijos reakcija vykdoma 1 val. 37 °C
temperatiiroje. Gauti DNR fragmentai analizuojami horizontaliosios elektroforezés metodu,

kaip apraSyta 2.2.6. skyrelyje.
2.2.8. PGR produkto gryninimas

Susintetinto PGR produkto, kaip aprasyta 2.2.5. skyrelyje, gryninimas atliekamas
PGR produkto gryninimo rinkiniu ,,.GeneJET PCR purification Kit*, pagal gamintojo
pateiktas rekomendacijas. PGR produktas uzpilamas suri§imo buferiniu tirpalu (angl. binding
buffer) santykiu 1:1. MiSinys perkeliamas | ,GeneJET* gryninimo kolonéle ir
centrifuguojama 1 min. 12 000 aps./min. grei¢iu. Supernatantas pasalinamas ir pridedama
700 ul praplovimo buferinio tirpalo (angl. wash buffer). Centrifuguojama 1 min. 12 000
aps./min. grei¢iu, o supernatantas paalinamas. Sis Zingsnis kartojamas du kartus. ,,GeneJET*
gryninimo kolonélé perkeliama j §vary 1,5 ml ,,Eppendorf* mégintuvélj ir 50 pl vandens be
nukleaziy pilama | kolonélés centrg, ant membranos. Centrifuguojama 1 min.
12 000 aps./min. grei¢iu. Gryninimo kolonélé paSalinama, o mégintuvélis sandariai
uzdaromas. ISgryninta DNR analizuojama horizontaliosios elektroforezés metodu, kaip

aprasyta 2.2.6. skyrelyje ir laikkoma —20 °C temperatiiroje.
2.2.9. Sekoskaitos duomeny analizé

ISgryninus DNR fragmenta, kaip nurodyta 2.2.8 skyrelyje, méginiai siunc¢iami
sekoskaitai. Atliekama naujos kartos sekoskaita (BASECLEAR, Nyderlandai). Nustatytos
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sekos lyginamos naudojant BLAST algoritmg su NCBI duomeny bazéje esanciomis
referentinémis, jau nustatyty mieliy rasiy DNR sekomis

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

2.2.10. Naktinés S. paradoxus mieliy kultiiros auginimas

S. paradoxus mieliy kultiira buvo auginama genominés DNR, suminés RNR skyrimui,
skirtingos temperattros ir pH jtakos tyrimams atlikti. ] 5ml (20 ml — terpés pH jtakos
biocidinio fenotipo palaikymo tyrimui, 50 ml — didelio kiekio dgRNR i$skyrimui) skystos
YPD mieliy mitybinés terpés, mikrobiologine kilpele perkeliamas nedidelis kiekis
S. paradoxus mieliy kultiros. Auginama purtykléje apie 14—16 valandy 25 °C temperatiiroje,
purtant 100 aps./min. greiciu.

2.2.11. Suminés RNR isskyrimas i§ S. paradoxus mieliy

I 1,5 ml . Eppendorf mégintuvélius surenkama naktinés S. paradoxus mieliy kultiiros
biomasé (2.2.10.), centrifuguojant 1 min. 6 000 aps./min. grei¢iu. Sis Zingsnis kartojamas 2
kartus. Mieliy Iastelés praplaunamos 1 ml 50 mM EDTA tirpalu ir jame suspenduojamos.
Centrifuguojama 1 min. 6 000 aps./min. grei¢iu. Supernatantas paSalinamas, o nuosédos
uzpilamos 1 ml (50 mM TRIS pH 8,8-9,3 ir 1% 2—merkaptoetanolio) tirpalu, sumaiSomos iki
vienalytés konsistencijos ir 15 min. inkubuojama kambario temperatiiroje. Centrifuguojama
1 min 6 000 aps./min. greiCiu. Supernatantas paSalinamas ir pridedama 0,8 ml TES tirpalo,
sumaiSoma. Traukos spintoje jpilama 0,6 ml ragstinio fenolio (pH 4,5-5) ir sumaiSoma.
Meéginiai 30 min. jdedami j purtykle ir centrifuguojami 30 min. 20 000 aps./min. grei¢iu. |
naujus ,.Eppendorf mégintuvélius nusiurbiama virSutiné vandeniné frakcija (apie 600 pl).
Ipilama 60 pl 3 M NaAc pH 7,0 ir 660 ul izopropanolio. SumaiSoma ir centrifuguojama
10 min. 20 000 aps./min. grei¢iu. Supernatantas pasalinamas, o nuosédos (sumRNR)
praplaunamos 150 pl 75 % Salto etanolio. Centrifuguojama 1 min. 20 000 aps./min. grei¢iu.
Supernatantas nusiurbiamas, o nuosédos (SUMRNR) 5 min. dziovinamos 37 °C termostate.
Nuosédos (sumRNR) tirpinamos 20 pl vandenyje be nukleaziy. SUMRNR laikoma —20 °C

temperatiiroje.
2.2.12. Dvigrandés RNR i$skyrimas i§ S. paradoxus mieliy

Norint i$skirti dvigrande RNR (dgRNR) i§ S. paradoxus lasteliy, pirmiausia reikia
iSsiskirti suming RNR, kaip nurodyta 2.2.11. skyrelyje. ISskyrus sumRNR toliau yra
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vykdomas viengrandés RNR (vgRNR) nusodinimas pridedant LiCl iki 2,8 M ir laikant
16 valandy 4 °C temperatiiroje. Saldomoje centrifugoje  centrifuguojama 45 min.
20 000 aps./min. grei¢iu, 4 °C temperatiiroje. Supernatantas (dgRNR) (apie 40 pl)
perkeliamas j naujg 1,5 ml ,Eppendorf® mégintuvélj ir pridedama 1/10 tirio 3 M NaCl ir
2,5turio 96 % Salto etanolio. SumaiSoma ir laikoma 1 wvalandg —70 °C Saldiklyje.
Centrifuguojama 30 min. 20 000 aps./min. grei¢iu, esant 4 °C temperatirai. Supernatantas
pasalinamas, o nuosédos (dgRNR) praplaunamos 150 pl 75 % Saltu etanoliu. Nuosédos turi
atlipti nuo mégintuvélio sienelés. Centrifuguojama 5 min. 20 000 aps./min. grei¢iu, 4 °C
temperatiiroje. Supernatantas pasalinamas, o nuosédos (dgRNR) dziovinamos 5-10 min.
37 °C temperatiiros termostate ir tirpinamos 16 pl vandenyje be nukleaziy. Pridedama 2 ul
DNAzés buferio (10x) ir 2 pl DNAzés 1 (1 U/ul), sumaisome. Laikome 30 min. 37 °C
temperattros termostate. Pridedame 0,5 pl 0,2 M EDTA ir laikome 10 min. 65 °C sausoje
termostatinéje voneléje. Laikoma —20 °C temperatiiroje.

Dvigrandé RNR gryninimui i§ agarozinio gelio, kaip nurodyta 2.2.14. skyrelyje,
naudojama dgRNR, kuri i$skiriama i§ didelio kiekio lasteliy biomasés. Didelio kiekio dgRNR
i8skyrimas atliekamas, kaip nurodyta 2.2.11 ir 2.2.12 skyreliuose, taciau Sio i1§skyrimo metu
naudojamas didesnis naktinés mieliy kultaros Kiekis, atitinkamai vietoje 3 ml — 50 ml ir
naudojami proporcingai didesni reagenty Kiekiai. Suminés RNR i$skyrimui: 5 ml 50 mM
EDTA, 4 ml (50 mM TRIS pH 8,8-9,3 ir 1 % 2-merkaptoetanolio) tirpalo, 4 ml TES tirpalo,
4 ml ragstinio fenolio (pH 4,5-5), 1/10 3 M NaAc pH 7,0 ir 1:1 izopropanolio, nuosédos
(sumRNR) praplaunamos 1 ml 75 % 3Salto etanolio ir tirpinamos 200 pl vandenyje be
nukleaziy. dgRNR nuosédos praplaunamos 400 pul 75 % Salto etanolio ir tirpinamos 60 ul

vandenyje be nukleaziy.
2.2.13. Horizontali dgRNR elektroforezé agaroziniame gelyje

Vykdoma analogiskai kaip ir horizontali DNR elektroforezé¢, nurodyta 2.2.6.
skyrelyje, taciau naudojamas 0,8 % agarozinis gelis. Elektroforezé vykdoma esant 110 V
jtampai 40-45 min. Pasibaigus elektroforezei RNR fragmentai vizualizuojami UV

transiliuminatoriuje MiniBIS Pro, fotografuojami ir analizuojami.
2.2.14. Dvigrandés RNR gryninimas i$ agarozinio gelio

Po dgRNR elektroforezés, kaip aprasyta 2.2.13. skyrelyje, atliekamas LA ir M tipo
dgRNR gryninimas i§ agarozinio gelio ,,GeneJET Gel Extraction Kit“ rinkiniu, pagal
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gamintojo pateiktas rekomendacijas. LA ir M dgRNR fragmentai, apsvietus UV spinduliais,
iSpjaunami steriliu skalpeliu ir jdedami j sterilius 1,5ml ,Eppendorf® mégintuvélius.
Kiekvienas iSpjautas fragmentas pasveriamas laboratorinémis svarstyklémis. Pridedama
suriSimo buferinio tirpalo (angl. binding buffer) santykiu 1:1 (svoris:tiiris) ir inkubuojama
50-60 °C 10 min. Kas kelias minutes méginiai pavartomi. Jei RNR fragmentai mazesni nei
500 bp pridedama 100 % izopropanolio santykiu 1:1 (svoris:tiiris) ir atsargiai sumaiSoma.
Méginys perkeliamas j ,,GeneJET* gryninimo kolonélg ir centrifuguojama 1 min. 12 000
aps./min. grei¢iu. Supernatantas pasalinamas ir pridedama 100 pl suriS§imo buferinio tirpalo.
Centrifuguojama 1 min. 12 000 aps./min. grei¢iu. Supernatantas paSalinamas ir pridedame
700 pl praplovimo buferinio tirpalo (angl. wash buffer). Centrifuguojama 1 min. 12 000
aps./min. greidiu ir supernatantas paalinamas. Sis Zingsnis kartojamas du Kartus. ,,GeneJET*
gryninimo kolonélé perkeliama j §vary 1,5 ml ,,Eppendorf® mégintuvélj ir j kolonélés centra,
ant membranos, pridedama 50 pl vandens be nukleaziy. Centrifuguojama 1 min. 12 000
aps./min. greiCiu. PaSalinama gryninimo kolonélé, o mégintuvélis sandariai uzdaromas.
ISgryninta skirtingo tipo dgRNR patikrinama horizontalios elektroforezés metodu, kaip
aprasyta 2.2.13. skyrelyje. Laikoma —20 °C temperatiiroje.

2.2.15. Temperatiiros jtaka S. paradoxus mieliy biocidinio fenotipo palaikymui

S. paradoxus mieliy lgstelés auginamos, kaip nurodyta 2.2.10. skyrelyje. Mieliy
Igsteliy optinis tankis matuojamas spektrofotometru, esant 600 nm bangos ilgiui. Prie$
lasteliy uzséjimg YPD mieliy mitybiné terpé pasildoma iki reikiamos temperatiiros. Mieliy
Igstelés sterilioje kolboje atskiedziamos 20 ml YPD mieliy mitybinéje terpéje iki 0,1 optinio
tankio (OT). Mieliy lgstelés auginamos purtykléje pasirinktoje (15 °C, 25 °C, 30 °C, 37 °C ir
40 °C) temperatiroje, purtant 100 aps./min. grei¢iu. Mieliy lgsteléms uzaugus iki 0,4 ir
4,0 OT, esant 600 nm bangos ilgiui, arba pasiekus taska, kuriame lasteliy tankis nepadidéja
per 8val., atskiedziamos naudojant sterily vandenj iki 3 lgst./ul 1,5 ml , Eppendorf
mégintuvélyje. Po 20-30 ul méginio steriliai paskleidziama ant 3 petri léksteliy, su
agarizuota YPD mieliy mitybine terpe. Mieliy kolonijos auginamos apie 48 val. 25 °C
temperatiiros termostate. UZzaugusiy mieliy kolonijy biocidinio fenotipo nustatymas

vykdomas, kaip aprasyta 2.2.17. skyrelyje. Petri lékstelés laikomos 4 °C temperatiiroje.
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2.2.16. Terpés pH jtaka S. paradoxus mieliy biocidinio fenotipo palaikymui

S. paradoxus mieliy lastelés auginamos, kaip nurodyta 2.2.10. skyrelyje. Mieliy
biomasé surenkama centrifuguojant 5 min. 3000 aps./min. greiCiu. Supernatantas
pasalinamas, o lastelés plaunamos 45 ml 0,9% NaCl tirpalu ir suspenduojamos.
Centrifuguojame 5 min. 3 000 aps./min. grei¢iu. Supernatantas paSalinamas ir jpilamas toks
0,9% NaCl tirpalo Kiekis, kad, lasteliy optinis tankis buty apie 8, matuojant
spektrofotometru, esant 600 nm bangos ilgiui. Lastelés steriliose kolbose atskiedziamos
20 ml tiriamo pH terpéje iki 0,1 optinio tankio ir auginamos purtykléje 25 °C temperatiiroje,
purtant 100 aps./min. grei¢iu. Mieliy lasteléms pasiekus iki 0,4 ir 4,0 OT, esant 600 nm
bangos ilgiui, arba pasiekus taska, kuriame lgsteliy tankis nepadidéja per 8 valandas, jos
atskiedziamos naudojant sterily vanden;j iki 3 Iast./ul 1,5 ml ,Eppendorf mégintuvélyje. Po
20-30 pl méginio steriliai paskleidziama ant 3 petri léksteliy, su agarizuota YPD mieliy
mitybine terpe. Mieliy kolonijos auginamos apie 48 val. 25 °C temperatiiros termostate.
Uzaugusiy mieliy kolonijy biocidinio fenotipo nustatymas vykdomas, kaip aprasyta 2.2.17.

skyrelyje. Petri 1ékstelés laikomos 4 °C temperatiiroje.
2.2.17. Biocidinio fenotipo nustatymas

Mieliy biocidinio fenotipo nustatymas atliekamas nudojant pH 4,8 MB terpe su
giluminiu jautriy toksinams Iasteliy sluoksniu petri léksteléje. Steriliai paimama 1 x 10°
Igsteliy ir pH 4,8 MB terpé pilama | mégintuvélius su jautriy toksinams mieliy kultdra ir
iSpilama  petri lékstelg. Petri lékstelés Svelniai maiSomos sukamaisiais judesiais, kad
giluminio sluoksnio lastelés tolygiai pasiskirstyty po visg petri 1ékstele. Kai MB terpé
sustingsta, daromi, uzaugusiy mieliy kolonijy (po skirtingos temperatiiros (2.2.15.) ar terpés
pH (2.2.16.) jtakos eksperimenty) antspaudai ant petri Iéksteliy su agarizuota YPD mieliy
mitybine ir MB terpe. Petri lékstelés laikomos 36-48 val. 25 °C temperatiiros termostate.
Biocidinis fenotipas pasireiskia skaidria lizés zona aplink tiriamasias kolonijas, kuriy dydj

galima jvertinti milimetrais.
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3. REZULTATAI

3.1. Saccharomyces paradoxus riiSies nustatymas

Gamtos tyrimo centro Genetikos laboratorijoje surinkta mieliy kolekcija nuo jvairiy
Lietuvoje auganéiy vaisiy ir uogy. Mieliy rasys buvo nustatomos morfologiskai bei
molekuliniais metodais.

Tiriamos mieliy lgstelés formavo baltas, matines kolonijas, lygiais krastais (3.1 pav.).
Atlikus mikroskoping mieliy kolonijy ir lasteliy analiz¢, toliau tyrimams buvo atrinktos 4
mieliy kulttiros, kurios atitiko Saccharomyces genties mieléms biidingus pozymius. BCR-17-
18 mielés aptiktos ant juodyjy serbenty (Vilnius), CKB-17-33 — aronijy (Alytus), PR-17-59 —
kriau$iy (Vilnius) ir PR-17-63 — kriausiy (Klaipéda).

3.1 pav. Mieliy kolonijy nuotrauka.

Norint nustatyti, kuriai mieliy rasiai priklauso atsirinktos kultiros, buvo naudojami
molekuliniai metodai. I§ BCR-17-18, CKB-17-33, PR-17-59 ir PR-17-63 mieliy kultiiry
iSskirta genominé DNR. PGR reakcijai naudojami ITS1 ir ITS4 (tiesioginis ir atvirkstinis,
atitinkamai) pradmenys ITS1-5,85-1TS2 srities rDNR fragmenty padauginimui. Atlikus PGR
fragmenty elektroforeting analiz¢ nustatyta, kad gauti fragmentai visais 4 atvejais tokio pat
dydZzio — 850 bp (3.2 pav.).

Padauginti 1TS1-5,8S-ITS2 srities rDNR fragmentai hidrolizuojami Hinfl ir Cfol
restrikcijos endonukleazémis. Hidrolizavus BCR-17-18, CKB-17-33, PR-17-59 ir PR-17-63
mieliy kultiry DNR fragmentus atlickama elektroforetiné analizé (3.3 pav.). Nustatyta, jog
visy keturiy mieliy méginiy restrikcijos profiliai su Hinfl (360 bp, 350 bp ir 120 bp dydzio
fragmentai) ir su Cfol (350 bp, 350 bp ir 150 bp fragmentai) restrikcijos endonukleazémis yra

panasiis ir budingi Saccharomyces paradoxus mieliy rasiai.
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3.2 pav. Tirty S. paradoxus mieliy padauginty ITS1-5,8S-ITS2 sriciy rDNR fragmenty
elektroforetiné analizé. 1 — PR-17-63, 2 — BCR-17-18, 3 — CKB-17-33, 4 — PR-17-59. M —
DNR molekulinés masés standartas.
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3.3 pav. Padauginto ITS1-5,8S-1TS2 srities rDNR fragmento, hidrolizuoto su Hinfl ir Cfol
restrikcijos endonukleazémis, elektroforetiné analizé. M — DNR molekulinés masés
standartas. CKB-17-33 ITS srities DNR fragmentas hidrolizuotas su: 1 — Hinfl restrikcijos
endonukleaze, 2 — Cfol restrikcijos endonukleaze.

Gauti 1TS1-5,8S-1TS2 srities rDNR fragmentai i$gryninti naudojant ,,GeneJET PCR
purification Kit* rinkinj ir i$siysti sekos nustatymui. ISanalizavus sekoskaitos duomenis bei
palyginus juos su NCBI duomeny bazés referentinémis sekomis, nustatyta, kad visos 4 mieliy
kultiros priklauso S. paradoxus mieliy rasiai. S. paradoxus kamieny padauginty rDNR
fragmenty sekos su referentinémis sekomis sutapo 100 %: BCR-17-18 — FUN:JQ070083
(Gujjari et al., 2011), CKB-17-33 ir PR-17-63 — FUN:FJ713072 (Thornton, 2009), PR-17-59
— FUN:D89890 (Oda et al., 1997).
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3.2. Dvigrandés RNR i§skyrimo metodo optimizavimas

Nustacius, kad tirtos mieliy kultiros priklauso S. paradoxus mieliy rasiai, buvo
iSskiriama dgRNR, siekiant nustatyti, ar $ios mielés turi virusing dgRNR. Geros kokybés
dgRNR isskyrimui reikéjo optimizuoti dgRNR isskyrimo metoda.

Suardzius tiriamas mieliy lgsteles ir jose esan¢ius baltymus, buvo iSskiriama suminé
RNR. Isskirta SUMRNR yra veikiama LiCl tirpalu, kuris i$sodina VgRNR, o supernatante
licka dgRNR. Sis atskyrimas ypaé svarbus norint aptikti M tipo dgRNR, kuri elektroforezés
gelyje migruoja panasiai kaip vgRNR fragmentai. Todél buvo nuspresta nustatyti optimalig
LiCl koncentracija dgRNR gryninimul.

Eksperimento metu tirtos 1 M, 2 M, 2,8 M ir 3,5 M LiCl tirpalo koncentracijos. I8
S.paradoxus mieliy lasteliy iSskyrus VgRNR ir dgRNR, jy atskyrimo efektyvumas buvo

analizuojamas horizontalios elektroforezés metodu (3.3 pav.).

BECE_ R

vg dg vg dg vg dg | vg dg | vg dg

1™ 2M 28 M 3,5M
LiCl LiCl LiCl LiCl

e

Kontrolé

3.4 pav. I$ Saccharomyces paradoxus isskirtos VgRNR ir dgRNR, naudojant skirtingas LiCl
koncentracijas, elektroforetine analiz¢. 1, 3, 5, 7, 9 — i8skirta vgRNR; 2, 4, 6, 8, 10 — isskirta
dgRNR; M — DNR dydziy standarto miSinys.

Kontroliniame méginyje vgRNR neiSsédo | nuosédas (3.4 pav. 1), ty. dgRNR
neatsiskyré nuo vgRNR, kadangi méginyje nebuvo jdéta LiCl tirpalo. Esant 1 M ir 2 M LiCl
tirpalo koncentracijai méginyje yra stebimas nepilnas vgRNR ir dgRNR atsiskyrimas,
dgRNR frakcijoje yra didelé LA tipo dgRNR koncentracija, ta¢iau su vgRNR priemaiSomis
(3.4 pav. 3-6). Esant 2,8 M LICl tirpalo koncentracijai méginyje, dgRNR yra panaSios
koncentracijos tiek VgRNR, tiek dgRNR frakcijose, taciau vgRNR priemaisy dgRNR
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méginyje beveik néra (3.4 pav. 7-8). Esant 3,5 M LiCl tirpalo koncentracijai méginyje, i
nuosédas iskrenta ne tik VQRNR, bet ir dgRNR (3.4 pav. 9-10), todél §i koncentracija per
didelé norint atskirti dgRNR nuo VgRNR. Nepaisant dgRNR praradimo dél dalies
nukleortig§¢iy nusédimo su vgRNR, tolimesniuose darbuose buvo naudojama optimali 2,8 M

LiCl koncentracija, norint isskirti gryng ir kokybiska dgRNR i$ S. paradoxus mieliy Igsteliy.
3.3. Saccharomyces paradoxus dgRNR isskyrimas ir gryninimas

Optimizavus dgRNR i$skyrimo i§ mieliy Igsteliy metodika, dgRNR buvo isskirta i$
S. paradoxus BCR-17-18, CKB-17-33, PR-17-59, PR-17-63 mieliy kultiry. ISskirta dgRNR
buvo tikrinama horizontalios elektroforezés metodu ir atlikus UV vizualizacija buvo
nustatyta, jog visos keturios S. paradoxus kulttiros turi LA ir M dgRNR (3.5 pav.).

LA tipo dgRNR dydziai yra panaSts — apie 5 kb (3.5 pav.), o0 M tipo dgRNR
fragmenty dydziai skirtingi. I S. paradoxus BCR-17-18 kultiiros i$skirtos M tipo dgRNR
dydis apie 2,5 kb (3.5 pav. 1), CKB-17-33 ir PR-17-59 kultiros M tipo dgRNR dydziai
panasiis — apie 1,35 kb (3.5 pav 2-3), 0 PR-17-63 kultiiros M tipo dgRNR dydis maZziausias —
apie 800 bp (3.5 pav. 4).

bed St wv S — LAdGRNR

el —
7 MdgRNR

5000 bp —
2500 bp —

1350 bp —
800bp —

3.5 pav. I§ Saccharomyces paradoxus Vmieliiq kultiry i$skirtos dgRNR elektroforeziné
analizé. M — DNR dydziy standarto misinys; 1-4 i§ skirtingy S. paradoxus mieliy kulttiry
iskirta dgRNR: 1 — BCR-17-18, 2 — CKB-17-33, 3—- PR-17-59, 4 — PR-17-63.
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3.6 pav. I§ Saccharomyces paradoxus isgrynintos skirtingy tipy (LA/M) dgRNR
elektroforeting analizé. M — DNR dydziy standarto misinys; 1-8 iskirta skirtingo tipo dgRNR
i$ skirtingy S. paradoxus kultory: 1, 2 — BCR-17-18, 3, 4 — CKB-17-33, 5, 6 — PR-17-59, 7, 8
—PR-17-63; 1, 3,5, 7 — LA tipo dgRNR; 2, 4, 6, 8 — M tipo dgRNR.

Skirtingo tipo (LA ir M) dgRNR gryninimui i§ agarozinio gelio, naudojama dgRNR,
kuri i8skiriama 1§ didelio kiekio lasteliy biomasés. LA ir M dgRNR iSpjaunama i§ gelio ir
gryninima ,,GeneJET Gel Extraction Kit* rinkiniu. ISgryninus skirtingas LA ir M tipo dgRNR
i§ S. paradoxus BCR-17-18, CKB-17-33, PR-17-59, PR-17-63 mieliy kultiiry buvo atlikta
elektroforetiné analizé (3.6 pav.) ir jsitikinta, jog dgRNR gryninimas atliktas sékmingai, o

skirtingo tipo (LA ir M) dgRNR fragmentai atitinka prie§ tai nustatytus dydzius.
3.4. Saccharomyces paradoxus mieliy biocidiSkumo tyrimas

Tiriamosiose S. paradoxus mieliy kulttrose aptikus LA ir M dgRNR, tirta ar Sioms
mieléms budingas biocidinis fenotipas, kadangi LA ir M tipo virusai sudaro biociding
sistemg. BiocidisSkumo tyrimas buvo atliekamas naudojant pH 4,8 MB terp¢. Kiekvieno
kamieno biocidinis fenotipas tikrinamas atliekant mieliy biocidiskumo testa: aplink
biocidiskas S. cerevisiae ir S. paradoxus mieliy kultros susidaro skaidrios lizés zonos.

Atlikus tyrimus buvo nustatyta, kad i$ 4 tiriamy S. paradoxus mieliy kulttry, tik viena
(CKB-17-33) — turi biocidinj fenotipa, kitos trys (BCR-17-18, PR-17-59 ir PR-17-63) — ne
(3.7 pav.). S. paradoxus CKB-17-33 mieliy kultiira biocidiskai veikia S. paradoxus BCR-17-
18, PR-17-59 ir PR-17-63 lasteles, 0 jy lizés zonos atitinkamai 6 mm, 5 mm ir 4 mm. Taciau
$iy mieliy kultiira biocidiskai neveiké S. cerevisiae a'l kamieno, nors jis yra laikomas ypac

jautriu toksinams kamienu (3.7 pav.).
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<— PR-17-63
<— BCR-17-18
<— PR-17-59

3.7 pav. S. paradoxus mlellq biocidiSkumo testas. — giluminiame Iasteliy sluoksnyje
S. cerevisiae o'l mieliy kultiira, B — giluminiame lqstehq sluoksnyje S. paradoxus CKB-17-
33 mieliy kulttira, C — giluminiame lasteliy sluoksnyje S. paradoxus PR-17-63 mieliy kultiira,
D — giluminiame lasteliy sluoksnyje S. paradoxus BCR-17-18 mieliy kultira, E —
giluminiame lgsteliy sluoksnyje S. paradoxus PR-17-59 mieliy kultira.

Nors S. paradoxus BCR-17-18, PR-17-59, PR-17-63 mieliy kulttros palaiko LA ir M
tipo dgRNR, taciau neformuoja lizés zony nei ant S. cerevisiae, nei ant S. paradoxus mieliy.
Gali bati, kad sekretuojamo toksino kiekis yra labai mazas ir jprastais metodais
neuzfiksuojamas arba produkuojamas toksinas kenksmingas kitoms (ne tiriamoms) mieliy
rasims. S. paradoxus CKB-17-33 mieliy kultdira turi stipry biocidinj fenotipa, todél buvo

toliau tiriama $io darbo metu.

3.1 lentelé. S. paradoxus CKB-17-33 mieliy biocidiskumas S. cerevisiae ir S. paradoxus
biocidinéms mieléms

Mieliy kamienas Biocidiné sistema Lizés zona
S. cerevisiae K7 K1 -
S. cerevisiae M437 K2 2 mm
S. cerevisiae RW4 Klus 0,5mm
S. paradoxus K28 K28 5 mm
S. paradoxus AML-15-66 K66 5 mm

Nustacius, kad S. paradoxus CKB-17-33 mieliy lastelés pasizymi biocidiniu fenotipu,
buvo norima iSsiaiSkinti, ar Sios mielés biocidiskai veikia S. cerevisiae (K7, M437, RW4) ir
S. paradoxus (K28, AML-15-66) mieliy kultiiras, kurios taip pat sintetina baltymus—toksinus.
Nustatéme, kad S. paradoxus CKB-17-33 mieliy kultiiry biocidiskai veikia S. cerevisiae
M437, RW4 ir S. paradoxus AML-15-66, K28 lasteles, o jy lizés zonos atitinkamai 2 mm,
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0,5mm ir 5 mm, 5 mm (3.1 lentel¢). Taciau S. paradoxus CKB-17-33 mieliy kultiira
biocidiskai neveiké S. cerevisiae K1 kamieno. Taigi, S. paradoxus CKB-17-33 biocidiskai
veiké visas tirtas S. paradoxus, palaikancias skirtingo tipo dgRNR, bei kai kurias
S. cerevisiae mieliy kultoras. Tirtomis sglygomis, CKB-17-33 biocidinis fenotipas stipriau

pasireiskia prie§ S. paradoxus, nei prie$ S. cerevisiae mieliy Igsteles.

3.5. Temperatiiros jtaka biocidiniam Saccharomyces paradoxus kamieno

fenotipui

Sio tyrimo metu buvo siekta iSsiaiskinti, ar Iasteliy auginimas skirtingose
temperatiirose, turi jtakos mieliy biocidiniam fenotipui. S. paradoxus CKB-17-33 mieliy
kulttira buvo auginama 5 skirtingose temperatiirose — 15 °C, 25 °C, 30 °C, 37 °C ir 40 °C.
Prie$ perkeliant mieliy lgsteles | tiriamaja temperatiira, mieliy kultGra apie 20 val. buvo
auginama 25 °C temperatiiroje, kadangi §i temperatiira artimesné aplinkos sglygoms,
kuriomis buvo aptiktos S. paradoxus mielés, nei (Topt) 30 °C. Skirtingos temperatiiros jtaka
mieliy biocidiniam fenotipui tiriama eksponentinéje fazéje, kai lgsteliy optinis tankis 0,4 (I-
asis taskas), ir stacionarioje fazéje, kai lasteliy optinis tankis 4,0 (II-asis taskas), esant 600

nm bangos ilgiui.
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3.8 pav. Skirtingy temperatiiry jtaka S. paradoxus CKB-17-33 mieliy kultaros biocidinio
fenotipo praradimui, kai lastelés yra eksponentinéje fazéje. Biocidinio fenotipo praradimo
daznis iSreiskiamas proc. (%). X£SE, n = 3-6; * — statistiSkai patikimi rezultatai lyginant su
15 °C ir 40 °C temperatiiros jtaka biocidinio fenotipo praradimui, # — statistiS$kai patikimi
rezultatai lyginant su 15 °C, 25 °C, 30 °C, 37 °C temperatiiros jtaka biocidinio fenotipo
praradimui, kaip <0,05.
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Analizuojant skirtingos temperatiiros jtaka [-ame taske, kai S. paradoxus CKB-17-33
mieliy lastelés eksponentingje fazéje (0,4 OT) (3.8 pav.), buvo nustatyta, jog esant 30 °C
temperatiirai, mieliy biocidinio fenotipo praradimo daznis yra atitinkamai mazesnis
7,34%0,46 % ir 55,31+0,46 %, lyginant su 15 °C ir 40 °C temperatiiros jtaka mieliy biocidinio
fenotipo praradimo dazniu. Nustatyta, jog esant 40 °C temperatiirai, mieliy biocidinio
fenotipo praradimo daznis yra didesnis atitinkamai 43,21+2,90, 49,3543,62, 50,55+0,46 ir
42,64+7,32, lyginant su 15 °C, 25°C, 30 °C ir 37 °C temperatiros jtaka mieliy biocinio
fenotipo praradimo dazniu. ISanalizavus 15 °C, 25 °C ir 37 °C temperatiiry jtakg tiriamy
S. paradoxus mieliy lIgsteliy biocidiskumo praradimo dazniui, rezultatai reik§mingai

nesiskyré (12,1042,90 %, 5,96+3,62 %, 12,67+7,32 % atitinkamai) (3.8 pav.).
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3.9 pav. Skirtingy temperattry jtaka S. paradoxus CKB-17-33 mieliy Igsteliy biocidinio
fenotipo praradimui, esant stacionarioje Igsteliy augimo fazéje. Biocidinio fenotipo praradimo
daznis iSreiSkiamas proc. (%). Xx+SE, n=3-6; * — statistiskai patikimi rezultatai lyginant su
15 °C, 25 °C, 30 °C temperataros jtaka biocidinio fenotipo praradimui, kai p < 0,05.
Analizuojant skirtingos temperatiiros jtakg II-ame taske, kai S. paradoxus CKB-17-33
mieliy lastelés stacionarioje fazéje (4,0 OT) (3.9 pav.), buvo nustatyta, jog esant 37 °C
temperatiirai, biocidinio fenotipo praradimo daznis atitinkamai didesnis 11,07+3,90 %,
10,83+2.48 %, 10,42+3,08 %, lyginant su 15 °C, 25 °C, 30 °C temperatiiros jtaka mieliy
biocidinio fenotipo praradimo daZzniu. ISanalizavus 15 °C, 25 °C, 30 °C temperatiiros jtaka
S. paradoxus CKB-17-33 mieliy lasteliy biocidiSkumo praradimui, rezultatai tarpusavyje
nesiskyré ir buvo atitinkamai 6,76+3,90 %, 7,00+2,48 %, 7,41+3,08 % (3.9 pav.). Siame
tyrime 40 °C temperatiiros jtaka S. paradoxus CKB-17-33 mieliy lgsteliy biocidiskumui
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nebuvo jtraukta j palyginima, kadangi esant Siai temperaturai lgstelés uzaugo tik iki 0,77

optinio tankio.

3.10 pav. Saccharomyces paradoxus CKB-17-33 mieliy lgsteliy $viesinés mikroskopijos
nuotrauka. A — mieliy lgstelés augintos 25 °C temperatiroje. B — mieliy lgstelés augintos
40 °C temperatiiroje.

Nustacius, kad 40 °C temperatiiroje lgstelés auga itin létai, buvo atiekama
mikroskopiné S. paradoxus CKB-17-33 mieliy lgsteliy analizé, po 40 °C temperatiiros

poveikio. I8analizavus lgsteles mikroskopu, pastebéta, jog lgstelés morfologiskai pakitusios
(3.10 pav.).

3.6. Terpés pH jtaka biocidiniam Saccharomyces paradoxus kamieno fenotipui

Sio tyrimo metu siekta i$siaiskinti, ar lasteliy auginimas, esant skirtingam pH, turi
jtakos mieliy biocidiniam fenotipui. Tyrimui pasirinkti 6 skirtingi terpés pH:
pH 3, pH4, pH 5 pH 6, pH 7 ir pH 8. Skirtingy pH jtaka mieliy biocidiniam fenotipui
tiriama eksponentinéje fazéje, kai lasteliy optinis tankis 0,4 (I-asis taskas), ir stacionarioje
fazéje, kai lasteliy optinis tankis 4,0 (II-asis taskas), esant 600 nm bangos ilgiui.

Analizuojant skirtingy terpiy pH jtaka I-ame taske, kai S. paradoxus CKB-17-33
mieliy lastelés eksponentingje fazéje (0,4 OT) (3.11 pav.), buvo nustatyta, jog lasteléms
augant terpéje, kurios pH 6, mieliy biocidinio fenotipo praradimo daznis yra mazesnis nei
pH 3 — 10,67+4,22 %, pH 4 — 8,15+1,50 %, pH5 — 11,91+6,94 %, pH 7 — 11,22+1,49 %.
Esant terpés pH 8 S. paradoxus CKB-17-33 mieliy lasteliy biocidinio fenotipo praradimo
daznis yra mazesnis nei pH 3 — 12,00£4,22 %, pH 4 — 9,48+1,50 %, pH 5 — 13,24+6,94 %,
pH 7 — 12,55+1,49 %. Nagrinéjant terpés pH 3, pH 4, pH 5 ir pH 7 jtakg CKB-17-33 mieliy
lasteliy biocidiSkumo praradimui, rezultatai tarpusavyje reikSmingai nesiskyré ir buvo
atitinkamai 24,04+4,22 %, 21,52+1,50 %, 25,2846,94 % ir 24,59+1,49 %. S. paradoxus
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CKB-17-33 mieliy lasteléms augant terp¢je, kurios pH 6 ir pH 8, lasteliy biocidinio fenotipo

praradimo dazniai tarpusavyje reikSmingai nesiskyré ir buvo atitinkamai 13,37+0,77 % ir

12,04+1,31 % (3.11 pav.).
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3.11 pav. Skirtingy pH jtaka S. paradoxus CKB-17-33 kamieno biocidinio fenotipo
praradimui, kai lastelés yra eksponentinéje fazéje. Mieliy biocidinio fenotipo praradimo
daznis iSreiSkiamas proc. (%). x£SE, n=3-6; * — statistiskai patikimi rezultatai lyginant su
terpés pH 3, pH 4, pH 5, pH 7 jtaka biocidinio fenotipo praradimui, kai p < 0,05.
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3.12 pav. Skirtingy pH jtaka S. paradoxus CKB-17-33 mieliy lgsteliy biocidinio fenotipo
praradimui, kai lgstelés yra stacionarioje fazéje. Mieliy biocidinio fenotipo praradimo daznis
iSreiSkiamas proc. (%). X+SE, n=3-6; * — statistiSkai patikimi rezultatai lyginant su aplinkos
pH 3, pH 7 jtaka biocidinio fenotipo praradimui, kai p < 0,05.
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Analizuojant skirtingy terpiy pH jtaka II-ame taske, kai S. paradoxus CKB-17-33
mieliy lgstelés stacionarioje fazéje (0,4 OT) (3.12 pav.), buvo nustatyta, jog lasteléms augant
terpéje, kurios pH 4, pH 5 ir pH 8, mieliy biocidinio fenotipo praradimo daznis atitinkamai
mazesnis nei pH 3 — 12,10+1,71 %, 15,00£1,71 %, 11,32+1,71 %, nei pH 7 — 15,89+4,22 %,
18,79+4,22 %, 15,11+4,22 %. S. paradoxus CKB-17-33 mieliy lgsteléms augant terpéje,
kurios pH 3 ir pH 7, lasteliy biocidinio fenotipo praradimo daznis tarpusavyje reikSmingai
nesiskyré ir buvo atitinkamai 36,63+1,71 % ir 40,42+4,12 %. ISanalizavus terpés pH 4, pH 5
ir pH 8 jtaka CKB-17-33 mieliy lasteliy biocidiSkumo praradimui, rezultatai tarpusavyje
reik§mingai nesiskyré ir buvo atitinkamai 24,53+1,19 %, 21,62+0.28 % ir 25,31+6,11 %
(3.12 pav.).

Atliekant skirtingo pH jtakos S. paradoxus CKB-17-33 mieliy lasteliy biocidinio
fenotipo praradimui tyrima pastebéta, jog esant skirtingam terpés pH CKB-17-33 mieliy
Igsteliytankis did4ja skirtingai. Esant terpés pH 3, pH 4, pH 7 ir pH 8 S. paradoxus CKB-17-
33 mieliy lastelés pasieké 0,4 OT atitinkamai per 5 val., 6 val., 11 val. ir 10 val. (3.13 pav.).
Esant terpés pH 5 — per mazdaug 22 val. Taciau esant terpés pH 6 S. paradoxus CKB-17-33
kamieno lastelés net ir po 68 val. pasieké tik 0,26 OT. Toliau auginant CKB-17-33 mieliy
Igsteles terpése, kuriy pH 3, pH 4, pH 7 ir pH 8, ll-asis taskas, kai mieliy lasteliy optinis
tankis 4,0, pasieké atitinkamai per mazdaug 26 val., 57 val., 68 val. ir 68 val. Taciau esant
terpés pH5 S. paradoxus CKB-17-33 mieliy lastelés net ir po 68 val. pasieké 1,3 OT
(3.13 pav.).
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3.13 pav. S. paradoxus CKB-17-33 mieliy lgsteliy tankio kitimas laike. S. paradoxus CKB-
17-33 kamieno lastelés augintos YPD mieliy mitybinéje terpéje, esant skirtingam pH: pH 3,
pH 4, pH 5, pH 6, pH 7 ir pH 8. Mieliy lasteliy optinis tankis, matuojamas esant 600 nm
bangos ilgiui.
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Pastebéjus, jog S. paradoxus CKB-17-33 mieliy lgsteles auginant, kai terpés pH 6,
lastelés beveik neauga, buvo siekta iSsiaiskinti, ar pH 6 terpé panasiai veikia ir S. cerevisiae
M437, BY, o'l ir S. paradoxus BCR-17-18, PR-17-59, PR-17-63, AML-15-66 mieliy lasteliy
augima. Buvo nustatyta, jog S. cerevisiae M437, BY, o'l ir S. paradoxus BCR-17-18, PR-17-
59, PR-17-63, AML-15-66 mieliy lasteles auginant 24 val., kai terpés pH 6, lastelés pasieké
atitinkamai 2,4 OT, 1,4 OT, 1,9 OT, 3,9 OT, 0,6 OT, 0,6 OT ir 3,9 OT. Buvo nustatyta, jog
tik S. paradoxus CKB-17-33, PR-17-59 ir PR-17-63 mieliy efektyviam lgsteliy augimui pH 6
terpé yra netinkama.

Atlikus eksperimentg buvo matuojama terpiy pH verte, norint jsitikinti ar vykdant
tyrimg augdamos mieliy lgstelés nepakeite terpés pH. Pamatavus terpiy pH buvo jsitikinta,
jog pH vertés nepakito.

3.7. Biocidinj fenotipa praradusiy Saccharomyces paradoxus lasteliy dgRNR tyrimas

Buvo siekiama issiaiskinti ar S. paradoxus CKB-17-33 mieliy kolonijos, kurios
prarado biocidinj fenotipa, palaiko virusing dgRNR. Siam tikslui buvo i§skirta dgRNR i§
S. paradoxus CKB-17-33 mieliy kolonijy, kurios biocidiSkumo neteko dél skirtingos
temperatiiros ar terpés pH poveikio.

I$ S. paradoxus CKB-17-33 mieliy lgsteliy augusiy eksponentinéje arba stacionarioje
fazéje skirtingomis temperataros (15 °C, 25 °C, 30 °C, 37 °C ir 40 °C) ar terpés pH (pH 3,
pH 4, pH 5, pH 6, pH 7 ir pH 8) sglygomis, buvo atsirenkama po 1 kolonija. IS jy iSskirta
dgRNR buvo tikrinama horizontalios elektroforezés metodu (3.14 pav.) (3.15 pav.).

S. paradoxus mielés, kurios palaiko abiejy tipy (LA ir M) dgRNR virusus ir yra
biocidiskos — kontrolé (3.14 pav. 11). Visi iSskirti dgRNR fragmentai lyginami su kontrole.
ISanalizavus gautus rezultatus buvo nustatyta, jog S. paradoxus CKB-17-33 mieliy lgsteliy
kolonijos, kurios prarado biocidinj fenotipa po skirtingos temperatiiros poveikio, ne visos
palaiko dgRNR (3.14 pav. 1-8). I§ gauty rezultaty buvo padaryta i§vada, jog tik S. paradoxus
CKB-17-33 kamieno Iastelés stacionarioje fazéje (4,0 OT), kurios paveiktos 37 °C
temperatiira (3.13 pav. 9), bei mielés eksponentinéje (0,4 OT) fazéje paveiktos 40 °C
temperatiira (3.14 pav. 10), prarado biocidinj fenotipa, bet palaiko abiejy tipy (LA ir M)
dgRNR. S. paradoxus CKB-17-33 kamieno lgstelés, kurios stacionarioje fazéje buvo
paveiktos 25 °C temperatiira, neturi nei LA, nei M virusinés dgRNR (3.14 pav. 5). Visomis
kitomis tiriamos temperatiiros salygomis pastebéta, jog S. paradoxus CKB-17-33 mieliy

lastelés nepalaiko M tipo dgRNR, taciau turi LA tipo virusing dgRNR (3.2 lentelg).
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5000 bp—> | <— LAdgRNR

1350 bp—> | <— MdgRNR

3.14 pav. I$ S. paradoxus CKB-17-33 kamieno kolonijy, kurios neteko biocidinio fenotipo,
po skirtingy temperatiiry poveikio, iSskirtos dgRNR elektroforetiné analizé. Tirtas skirtingas
temperatiiros poveikis skirtingose lgsteliy augimo fazése: I-asis, eksponentinéje fazéje, kai
0,4 OT ir ll-asis, stacionarioje fazéje, kai 4,0 OT. M — DNR dydziy standarto miSinys. 1-10
iSskirta dgRNR i$ kolonijy, praradusiy biocidiSkumag: 1 — 40 °C I, 2-15°C1,3-15°C I, 4
-25°CI,5-25°CII,6-30°C1,7-30°C1l,8-37°C1,9-37°C1l,10-40°C 1. 11 -
teigiama kontrolé.

3.2 lentelé. IS S. paradoxus CKB-17-33 kamieno kolonijy, kurios neteko biocidinio fenotipo,
po skirtingy temperatiiry poveikio, iSskirta dJgRNR

15°C | 15°C | 25°C | 25°C | 30°C | 30°C | 37°C | 37°C | 40°C | 40°C
| ] I ] I ] I I I >

LA tipo dgRNR + + + — + + + + + +

M tipo dgRNR - — - - — _ _ + + _

+ - turi; — - neturi; | — lasteliy optinis tankis 0,4; II — lasteliy optinis tankis 4,0; I1* — lasteliy
optinis tankis 0,77

I8analizavus gautus rezultatus nustatyta, jog S. paradoxus CKB-17-33 mieliy lasteliy
kolonijos, kurios prarado biocidinj fenotipg po skirtingo pH poveikio, ne visos palaiko
skirtingy tipy dgRNR (3.15 pav. 2,4,5,7-11). Buvo nustatyta, jog tik S. paradoxus CKB-17-
33 lastelés eksponentinéje fazéje, augusios pH 5 terpéje (3.15 pav. 6), bei lastelés
stacionarioje fazéje, augusios pH 3 ir pH 8 terpéje (3.15 pav. 3, 13), prarado biocidinj
fenotipa, taciau palaiko LA ir M virusines dgRNR. S. paradoxus CKB-17-33 mieliy lgstelés
eksponentinéje fazéje, augusios pH 3 terpéje (3.15 pav. 2), nepalaiko nei LA, nei M tipo
dgRNR. Auginant mieliy lasteles kity pH terpése nustatyta, jog jose néra M tipo dgRNR,
tatiau yra LA tipo virusiné dgRNR (3.15 pav.) (3.3 lentelé). Tai reiskia, jog Sios mieliy
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lastelés prarado M dgRNR ir dél to nepasireiské biocidinis fenotipas, nes M tipo dgRNR yra
koduojamas baltymineés kilmés toksinas.

M1 2 3456 7891011 M1213 14

L

< LAdgRNR
5000 bp —>

1350 bp —> = IieghhR

O

3.15 pav. I S. paradoxus CKB-17-33 mieliy kolonijy, kurios neteko biocidinio fenotipo, po
skirtingo pH poveikio, iSskirtos dgRNR elektroforetiné analizé. Tirtas skirtingas terpés pH
poveikis skirtingose lgsteliy augimo fazése: 1-asis, eksponentinéje fazéje, kai 0,4 OT ir 11—
asis, stacionarioje fazéje, kai 4,0 OT. M — DNR dydziy standarto miSinys. 1 ir 14 — teigiamos
kontrolés, 1— 13 isskirta dgRNR is kolonijy, praradusiy biocidiskuma: 2 —pH 31, 3—pH 3 Il,
4—-pH41,5-pH41l,6—pHS51, 7-pH5I11,8—-pH61,9-pH71,10—pH71l,12—-pH 8
I,13—-pH8II.

3.3 lentelé. Is S. paradoxus CKB-17-33 mieliy kolonijy, kurios neteko biocidiniu fenotipu,
po skirtingo pH poveikio, iSskirta dgRNR.

pH3 | pH3 | pH4 |pH4 | pH5 |pHS5 | pHG6 |pH7 |pH7 |pH 8 | pH 8
I I I I I > | I** I I I I
LA tipo
dgRNR - + + + + + + + + + +
M tipo
dgRNR a * - a * a a a a a *

+ - turi; — - neturi; | — lgsteliy optinis tankis 0,4; IT — lIgsteliy optinis tankis 4,0 ; 11* — Igsteliy
optinis tankis 1,3; ; I** — lgsteliy optinis tankis 0,27;

Padaryta i§vada, kad ne visos S. paradoxus CKB-17-33 mieliy lagstelés, praradusios
biocidiskumg po skirtingy temperattiry ir pH poveikio palaiké¢ LA ir M tipy virusing dgRNR.
Daugeliu atvejy S. paradoxus CKB-17-33 mieliy Igstelése LA tipo dgRNR buvo palaikoma, o
M tipo dgRNR — ne. Tai rodo S. paradoxus CKB-17-33 kamieno virusinés dgRNR

nestabiluma.
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REZULTATU APTARIMAS

Sio darbo tiriamasis objektas — S. paradoxus mielés, aptiktos vykdant spontaning
Lietuvos vaisiy ir uogy fermentacijg. Tirtos keturiy kultiiry mieliy lgstelés morfologiskai
atitiko Saccharomyces genties mieléms budingus pozymius, aprasomus literatiiros Saltiniuose
(Vaughan-Martini et al., 2011). Norint patikimai nustatyti mieliy rasj pasitelkti ir
molekuliniai metodai: atliktas 1TS-5,8-ITS srities rDNR fragmento padauginimas ir RFLP
(restrikcijos fragmenty ilgiy polimorfizmo) analizé (zr. 3.1) (Naumova et al., 2003; Granchi
et al., 1999). Nors abiejy tyrimy rezultatai nebuvo priestaringi, neatmesta tikimybé, kad
taskinés mutacijos galé¢jo turéti jtakos RFLP analizei. Restrikcijos endonukleazes atpazjsta tik
keliy nukleotidy ilgio sekas, todél papildomai atlikta rDNR fragmenty sekoskaita ir seky
bioinformatiné analizé, leidusi palyginti tiramyjy mieliy rDNR sekas su apraSytomis
literatiroje ir jvertinti jy panasumg. Tiriamos sekos patikimai (100 %) sutapo su
referentinémis sekomis, i§ kuriy dvi (CKB-17-33 ir PR-17-63) buvo panaSiausios j Jungtinés
Karalystés upés zio¢iy zemés méginiuose aptikta S. paradoxus kultarg (Thornton, 2009), o
kitos dvi (BCR-17-18 ir PR-17-59) | Amerikos ir Nyderlandy mieliy kolekcijose esanéiy
kamieny sekas (Gujjari et al., 2011; Oda et al., 1997).

Nustacius, kad tirtos mieliy kultiros priklauso S. paradoxus mieliy rasiai, buvo
tiriama, ar Siy kamieny mieliy lastelése palaikomi dgRNR virusai, kadangi yra Zinoma, jog
kai kurie S. paradoxus kamienai palaiko skirtingo tipo (LA ir M) dgRNR virusus, pvz.: LA-
21/M21, LA-28/M28, LA-45/M45, LA-62/M62, LA-66/M66, LA-74/MT74 (Vepstaité-
Monstavic¢é et al., 2018; Rodriguez-Cousifio et al., 2017). Pasirinkome sumRNR i$skyrimo
metodg naudojant rugstinj fenolj (zr. 2.2.11.), kuris kolegy sékmingai taikytas ankstesniuose
aukstos kokybés ir didelio kiekio RNR isskyrimo i§ Saccharomyces mieliy tyrimuose
(Konovalovas, 2018). LA tipo dgRNR, kurios dydis yra apie 5 kb, dazniausiai detektuojama
sumRNR elektroforezéje, kadangi virusinés dgRNR kiekis yra daug didesnis palyginus su
panaSaus dydZio lgstelés informacine RNR. Zinomi M dgRNR virusai (zr. 1.1 lentelé ir
1.2 lentelé) dazniausiai yra daugiau nei dvigubai mazesni ir jy kiekis mazesnis nei LA tipo
dgRNR. Vizualizuojant suming lgstelés RNR, detektuojama ribosominé RNR, kurios kiekis
panasus | LA dgRNR kiekj, daznai nustelbia artimo jai dydzio M dgRNR. D¢l to norint
nustatyti LA ir M tipo dgRNR, ja biitina atskirti nuo vgRNR. Dvigrandés RNR i§skyrimo
metodas buvo optimizuojamas, t.y. nustatyta optimali LiCl koncentracija, kadangi literatiiroje
aprasomos skirtingos (2M, 4M) LiCl koncentracijos, naudojamos vgRNR issodinimui (Diaz-

Ruiz et al., 1978). Nagrin¢jant vgRNR ir dgRNR atsiskyrimo efektyvuma, nustatéme, jog
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2,8 M LiCl koncentracija yra optimali, norint kokybiSkai atskirti virusing dgRNR nuo
S. paradoxus VgQRNR (zr. 3.2).

Optimizavus metodg ir iSskyrus dgRNR, nustatéme, jog visose keturiose (CKB-17-33,
BCR-17-18, PR-17-59 ir PR-17-63) S. paradoxus kultiirose yra palaikoma LA ir M tipo
dgRNR (3.5 pav.). LA tipo dgRNR dydis visuose méginiuose vienodas — apie 4,8 kb, kaip ir
literatiroje aprasomy S. paradoxus ir S. cerevisiae LA tipo dgRNR (Icho, Wickner, 1989;
Rodriguez-Cousifio et al., 2017). M tipo dgRNR dydis tirtose S. paradoxus kultarose skyrési
— 2,5 kb, 1,35 kb ir 800 bp (zr. 3.6. pav.). S. cerevisiae ir S. paradoxus mielése aptinkami M
tipo dgRNR virusai, aprasSyti literaturos Saltiniuose yra 1,5-2,4 kb dydzio (MeSkauskas,
Citavi¢ius, 1992). Nei viena tiriamyjy kamieny palaikoma M tipo dgRNR savo dydziu
neatitiko literatiiroje aprasyty virusy: 800 bp dgRNR fragmentas neturi analogy, 1,35 kb
dgRNR artimiausia 1,5 kb dydzio S. cerevisiae M2 virusinei RNR, 0 2,5 kb dgRNR — 2,4 kb
S. paradoxus M74 (Rodriguez-Cousifio et al., 2017; (Pagé et al., 2003).

Nustacius, jog tiriamieji kamienai palaiko LA ir M tipo dgRNR, tirta ar $ie virusai
sudaro biocidine sistemg. Atlikus biocidiskumo testus, nustatyta, kad tik S. paradoxus CKB-
17-33 kultiira pasizymi biocidiniu fenotipu. Tokio pat dydzio M dgRNR palaikantis PR-17-
59 kamienas biocidiSkumu nepasizyméjo. Abiejy kamieny M dgRNR yra panasaus dydzio,
todél gali bati, jog kickviena koduoja kitokio tipo toksing, arba abi dgRNR yra giminingos,
taciau PR-17-59 M dgRNR koduojamas toksinas neaktyvus, pvz.: dél toksino geno mutacijy
arba lastelés Seimininkés geny, reikalingy toksino brendimui, mutacijy. Negalima
vienareik§miskai teigti, kad biocidiniu fenotipu nepasizymin¢iy kamieny M dgRNR koduoja
neaktyvius toksinus. Jie gali buti aktyvas prie§ Kitas, misy netirtas ar net nekultivuojamas,
taciau gamtoje paplitusias mieliy rasis.

S. paradoxus CKB-17-33 kultora biocidi$kai veikia visas tirtas S. paradoxus ir kali
kurias S. cerevisiae mieliy kultiiras. Buvo nustatyta, kad S. paradoxus CBK-17-33 sintetinam
toksinui S. paradoxus mieliy kultiros yra jautresnés, nei S. cerevisiae (zr. 3.1. lentelé).
Remiantis tuo, kad ypac¢ jautrus toksinams S. cerevisiae o'l kamienas yra atsparus CKB-17-
33 biocidiniam poveikiui, daroma prielaida, kad atsparumas nesusij¢s su virusinés dgRNR
palaikymu lgsteléje-taikinyje. Gali biiti, kad tiek jautruma, tick atsparumg S. paradoxus CKB-
17-33 biocidisSkumui lemia riiSies savybés, pvz.: skirtingas potencialiy toksino receptoriy
kiekis lgstelés sieneléje ir/arba membranoje, toksing neutralizuojanciy sistemy skirtumai ir
pan. (Pagé et al., 2003). Tai yra tikétina, kadangi S. paradoxus 50 % nukleotidy seky
nesutampa su S. cerevisiae genomu (Vaughan-Martini, Martini, 1995) ir Sie skirtumai gali

biiti svarbis skirtingam lgsteliy atsparumui.
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Tiriant temperatiiros jtakg biocidinio S. paradoxus CKB-17-33 fenotipo palaikymui,
nustatyta, kad jis yra nestabilus lasteles auginant visose tirtose temperatiirose (15 °C, 25 °C,
30 °C, 37 °C, 40 °C). Biocidinio fenotipo kintamumas labai varijuoja, stebimas platus
rezultaty iSsibarstymas net auginant lgsteles toje pacioje temperatiiroje. Visgi 30 °C
temperatiiroje, kuri laikoma optimalia S. paradoxus mieléms (Sweeney, et al., 2004),
praradusiy biocidinj fenotipg lasteliy procentas iSliecka panasus. Lasteles auginant ilgesnj
laika, skirtumai tarp zemesnés ir aukStesnés temperatiiros poveikio padidéja, patvirtinantys,
kad aukstesné (37 °C) temperatiira labiau skatina biocidinio fenotipo praradimg nei Zemesne,
0 40 °C temperatiiroje stebimas beveik 60 % biocidinio fenotipo praradimo daznis (zr. 2.5).
Lasteliy auginimas 37-39 °C temperatiiroje ant agarizuotos terpés yra naudojamas metodas
dgRNR pasalinimui i§ mieliy Igsteliy (Wickner, 1974), taciau §io proceso mechanizmas iki
Siol nenustatytas. Auginant lgsteles aukstoje temperatiiroje joms sukeliamas stresas, neretai
populiacijoje atsiranda lgsteliy, praradusiy mitochondrijy funkcija (Wickner, 1974).
Literatiiroje aprasomas ir agresyviy reagenty (UV spinduliuotés, cikloheksimido) naudojimas
dgRNR virusy pasalinimui i§ mieliy Igsteliy (Trdton et al., 1987; Mitchell et al., 1976).

Terpés pH jtaka mieliy biocidiSkumo praradimui iki Siol netirta. Mieliy augimui
tinkamiausia riigstiné aplinka, optimalus pH 4,5-5,5 (Membre et al., 1999). Nukrypimas nuo
optimaliy terpés pH salygy, ypa¢ Sarminé aplinka, kaip ir aukSta temperatiira, yra streso
veiksnys, kurio poveikj svarbu iStirti. Nustatéme, kad S. paradoxus CKB-17-33 mieliy
Igsteliy biocidinis fenotipas nestabilus, kultivuojant mieles skirtingo pH (pH 3, pH 4, pH 5,
pH 6, pH 7, pH8) terpése. Eksponentinéje augimo fazéje mieliy biocidinio fenotipo
praradimo daznis mazesnis, kai terpés pH 8, 0 Stacionarioje fazéje — esant terpés pH 4, pH 5
ir pH 8. Apibendrinus tyrimo duomenis daroma prielaida, kad tiek eksponentingje, tiek
stacionarioje fazéje, kai terpés pH 8, biocidiskumo palaikymas lgsteliy populiacijoje tirtomis
salygomis yra stabiliausias, 0 pH 3 ir pH 7 — nestabiliausias.

Atliekant §j tyrimg buvo nustatyta, jog terpés pH turi itaka ne tik mieliy biocidinio
fenotipo palaikymui, bet ir mieliy lgsteliy augimui. S. paradoxus CKB-17-33 augimui
nepalankiausios terpés, kuriy pH 5 ir pH 6. Terpéje, kurios pH 6, lasteliy tankiui pakitus nuo
0,1 OT iki 0,26 OT, lasteliy augimas sustojo. Lastelés per 24 val padvigubéjo tik 2-3 Kartus,
kai esant palankioms augimo salygoms, eksponentinéje augimo faz¢je vidutiniSkai mieliy
lasteliy skaiCius padvigubéja kas 90 min (Herskowitz, 1988). Tikétina, kad $is 1étas lasteliy
augimas, kai terpés pH 6, neturi jtakos mieliy biocidinio fenotipo stabilumui, kadangi
biocidiSkumo praradimo daznis yra panasSus, kaip ir kai terpés pH 8 ir augimo greitis
nesulétéjes. Nustatéme, kad terpé, kurios pH 6, S. paradoxus PR-17-59 ir PR-17-63, bet ne
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S. paradoxus (BCR-17-18, AML-15-66) ir S. cerevisiae (M437, BY, ao'l) lasteliy efektyviam
augimui yra netinkama. Kituose moksliniuose tyrimuose S. cerevisiae mieliy lasteliy augimo
greitis terpése, kuriy pH 6, nesukelia lgsteliy augimo stagnacijos (Pefia et al., 2015;
Cartwright et. al., 1992), o apie terpés pH jtakag S. paradoxus mieliy lasteléms literattiriniy
duomeny néra. Gali biiti, kad $is lasteliy augimo fenomenas susij¢s ne su raisies, bet su tirty
kamieny savybémis.

Isskyrus skirtingy tipy (LA ir M) dgRNR i§ S. paradoxus CKB-17-33 kamieno kolonijy
praradusiy biocidinj fenotipg po temperatiiros ar terpés pH poveikio, pastebéta, jog ne Visos
mieliy lastelés palaiké virusing dgRNR (zr. 3.14 pav. ir 3.15 pav.). Kai kuriais atvejais
S. paradoxus CKB-17-33 kamiene buvo palaikomos abiejy tipy (LA ir M) dgRNR, taciau
lastelés nepasizyméjo biocidiniu fenotipu. Galima prielaida, kad atsirado virusiniy arba
lastelés geny mutacijos, nulémusios biocidinio fenotipo praradimg (Dignard et al., 1991).
Daugeliu atvejy S. paradoxus CKB-17-33 mieliy lgstelés palaiko LA tipo dgRNR, bet ne M
tipo dgRNR. Tai rodo, kad M virusas tirtomis sglygomis yra maziau stabilus, nei LA.
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ISVADOS

BCR-17-18, CKB-17-33, PR-17-59 ir PR-17-63 mieliy kultiiros priklauso Saccharomyces

paradoxus mieliy rusiai.

. Optimali LiCl koncentracija grynos ir kokybiskos dgRNR i$skyrimui i§ S. paradoxus
mieliy lgsteliy yra 2,8 M.

. I8gryninty Saccharomyces paradoxus LA ir M dgRNR dydziai: BCR-17-18 — 5kb ir
2,5 kb, CKB-17-33 ir PR-17-59 — 5 kb ir 1,35 kb, PR-17-63 — 5 kb ir 800 bp.

. Tirtomis sglygomis Saccharomyces paradoxus BCR-17-18, PR-17-59 ir PR-17-63 mielés
nebiocidiskos, 0 S. paradoxus CKB-17-33 pasizymi stipresniu biocidiniu poveikiu

S. paradoxus, nei S. cerevisiae mieléms.

. Saccharomyces paradoxus CKB-17-33 mieliy lgsteliy biocidinio fenotipo praradimo
daznis eksponentinéje augimo fazéje yra didziausias esant 40 °C temperatiirai, 0
Stacionarioje augimo faz¢je — esant 37 °C temperatiirai. Visose tirtose temperatiirose

virusinés dgRNR palaikymas S. paradoxus CKB-17-33 Igstelése yra nestabilus.

. Saccharomyces paradoxus CKB-17-33 mieliy biocidinio fenotipo praradimo daznis
eksponentinéje fazéje yra didziausias, kai terpés pH 3, pH 4, pH 5, pH 7, o stacionarioje
augimo fazéje — pH 3 ir pH 7 terpése. Nepriklausomai nuo tirtos terpés pH, virusinés

dgRNR palaikymas S. paradoxus CKB-17-33 Igstelése yra nestabilus.
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Saccharomyces paradoxus dvigrandziy RNR virusy tyrimas

SANTRAUKA

Saccharomyces paradoxus mielés — filogenetiskai artimiausios S. cerevisiae mieléms.
S. paradoxus mielése aptinkami LA ir M dgRNR virusai, sudarantys mieliy biocidines
sistemas, koduojancias baltymus—toksinus ir lemiancias imuniSkumg jy paciy koduojamiems
toksinams. Daugelio S. paradoxus dgRNR virusy koduojamy toksiny veikimo mechanizmai
ir optimalios veikimo sglygos néra Zinomos. Ant Lietuvoje auganciy vaisiy ir uogy, aptiktos
BCR-17-18, CKB-17-33, PR-17-59 ir PR-17-63 mieliy kulttiros, priklausanc¢ios S. paradoxus
mieliy rasiai ir palaikan¢ios dgRNR virusus. S. paradoxus CKB-17-33 mieliy kultora
pasizymi stipriu biocidiniu fenotipu. Auginant S. paradoxus CKB-17-33 lgsteles skirtingos
temperattiros (15 °C, 25 °C, 30 °C, 37 °C ir 40 °C) ir terpés pH (pH 3, pH 4, pH 5, pH 6,
pH 7, pH 8) salygomis, nustatyta, jog biocidinis fenotipas ir dgRNR virusy palaikymas yra
nestabilts. Daugeliu tirty atvejy, biocidiskuma praradusiose Igstelése, palaikoma LA tipo
dgRNR, bet ne M tipo dgRNR, kai kuriais atvejais — palaikomos LA ir M dgRNR, re¢iausiai

— prarandamos abiejy tipy dgRNR. M virusas tirtomis saglygomis yra maziau stabilus, nei LA.
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Double-stranded RNA viruses of Saccharomyces paradoxus

SUMMARY

Saccharomyces paradoxus Yyeast is the philogenetically clossest species for
S. cerevisiae. S. cerevisiae and S. paradoxus yeasts both possess LA and M dsRNA viruses.
These viruses work as a Killer system encoding Killer toxins and determining immunity to
their own toxins. Mechanisms of action and optimum operating conditions for most of the
viruses encoded by S. paradoxus dsRNA are unknown. S. paradoxus yeast cultures (BCR-17-
18, CKB-17-33, PR-17-59 and PR-17-63) found on fruits and berries in Lithuania bear
dsRNA viruses. S. paradoxus CKB-17-33 yeast culture has a strong Kkiller phenotype.
Cultivation in various temperatures (15 °C, 25 °C, 30 °C, 37 °C and 40 °C) and medium pH
(pH 3, pH 4, pH 5, pH 6, pH 7, pH 8) showed that killer phenotype and dsSRNA maintenance
in S. paradoxus CKB-17-33 was unstable. In most cases, upon the loss of the killer phenotype
M dsRNA was lost, while LA dsRNA was maintained. However, in some cases, both LA and
M dsRNA were maintained, while only rarely they were both lost. M virus was less stable
than LA.
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