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Streszczenie

Mikrobiologia ekosysteméw wodnych jest od wielu lat obiektem szeroko
zakrojonych badan.

Wigkszos$¢ dotychczas dostepnych danych pochodzi jednak z badan ekosystemow
morskich, mniej jest natomiast danych na temat mikroorganizmoéw i ich roli w wodach
stodkich. Otwiera sig, wigc szerokie pole dla badan $rodowisk jezior, rzek oraz mniejszych
zbiornikow wodnych. Jednym ze stabiej poznanych aspektow mikrobiologii $rodowisk
wodnych jest obecnos¢ w nich wirusow, a takze rola jaka petnia w tych ekosystemach.

Najpowszechniej wystepujacymi  w  $Srodowisku naturalnym wirusami sa
bakteriofagi.

W trakcie badan nad ekosystemem mikroflora Jeziora Goreckiego (jezioro
eutroficzne w centralnej czgsci Wielkopolskiego Parku Narodowego) odkryto bakteriofagi
zakazajace dwa izolaty bakterii z tego pochodzace z zbiornika. Jeden z nich, fag ®AGATE
infekujacy Bacillus pumilus okazat si¢ by¢ przedstawicielem nowego, nie znanego jeszcze
gatunku.

Celem niniejszej pracy byta charakterystyka zar6wno molekularnych jak i

morfologicznych oraz fizjologicznych aspektow biologii wyizolowanego faga.

Poznano pelna sekwencje genomu faga ®AGATE i1 przeprowadzono wstgpna analize
proteomu. W zwiazku z odnalezieniem w jego genomie sekwencji kodujacych biatka o
potencjale aplikacyjnym (w tym hydrolaze kwasu poli-y-glutaminowego) rozpoczgto tez

ocene mozliwosci ich zastosowania.



Abstract

Microbiology of aquatic ecosystems has recently been a topic of extensive studies.

Most of these studies are focused on marine environments. Only a small fraction of
microbiological papers concern freshwater biota and the least explored topics are the
presence of viruses in these systems and their role in limnetic or benthic ecosystems.

The most common viruses in environment are bacteriophages.

During the investigation of microflora of Goreckie Lake (an eutrophic lake in a
central part of Wielkopolski National Park, Poland), bacteriophages infecting two strains
originating from this reservoir were isolated. One of them, named ®AGATE, turned out to
be a member of a novel, unknown species.

The aim of this study was characterization of molecular biology, morphology and
physiology of this phage.

During the investigation, full genome of the bacteriophage ®AGATE was
sequenced and preliminary data about its proteome were gathered. Also, activity of a
selected enzyme (poly-y-glutamate hydrolase), potentially useful in biotechnology, was

assessed in order to determine perspectives of its future applications.
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|. Wstep

I.1. Wprowadzenie

Mikrobiologia ekosysteméw wodnych jest od wielu lat obiektem szeroko
zakrojonych badan.

Wigkszos$¢ dotychczas dostepnych danych pochodzi jednak z badan ekosystemow
morskich, mniej jest natomiast danych na temat mikroorganizmoéw i ich roli w wodach
stodkich. Otwiera sig, wigc szerokie pole dla badan srodowisk jezior, rzek oraz mniejszych
zbiornikow wodnych. Tematyka ta wydaje si¢ tym wazniejsza, ze coraz czgsciej podnosi
si¢ problem dostgpu do dobrej jakosci wody slodkiej jako kluczowch zagadnien
cywilizacyjnych.

Jednym ze stabiej poznanych aspektéw mikrobiologii $rodowisk wodnych jest
obecno$¢ w nich wiruséw, a takze rola jaka petlnia w tych ekosystemach. Z kolei wigkszos¢
danych dostgpnych na ten temat pochodzi wytacznie z metod iloSciowych. Najczgsciej
stosowane sa techniki liczenia czastek wirusopodobnych za pomoca mikroskopii
elektronowej lub mikroskopii epifluorescencyjnej czy NanoSight. Warto uzupehic te
badania o poglebiong analizg biologii wirusow wodnych.

Najpowszechniej wystgpujacymi w  Srodowisku naturalnym wirusami sa
bakteriofagi. Ich wplyw na funkcjonowanie ekosystemow wodnych, cho¢ znaczacy, wciaz
nie jest jeszcze w pelni poznany. Fagi 1 ich elementy pelnia takze istotna rolg¢ w gospodarce
czlowieka, a badania nad ich wykorzystaniem w medycynie po latach marginalizacji
wracaja do task. Z tych wlasnie powodoéw bakteriofagi wybratem jako obiekt moich badan

| temat niniejszej rozprawy.



1.2. Charakterystyka wiruséw prokariotycznych

Wirusy prokariotbw mozna podzieli¢ na podstawie ich gospodarzy na: fagi
zakazajace Archaea oraz bakteriofagi. Wsrod tych, z kolei wyrdznia sie jako oddzielng
grupe cyjanofagi, czyli wirusy infekujace sinice.

Wsrod dotychczas poznanych fagow wystepuja wirusy majace genomy w formie
jedno i dwuniciowego RNA i DNA. Najmniejsze genomy fagowe sa zbudowane z okoto
3,5 kz (fag bz13 Eschericha coli), a najwigksze 670 kpz (fag G Bacillus megaterium)
[1, 2, 3]. Takze budowa ich wirionow jest niezwykle zrdéznicowana. Male i proste
ikozaedralne wiriony rodziny Leviviridae réznia si¢ znacznie do skomplikowanych
wiriondw bakteriofagow z rzedu Caudovirales. Szerszy opis morfologii réznych grup

fagow 1 struktury ich genoméw znajduje si¢ w rozdziale 1.2.2.

1.2.1. Klasyfikacja i przebieg réznych typow zakazen bakteriofagowych

W literaturze zwykle opisuje sig tylko lityczna i lizogenna drogg zakazenia fagiem.
Sa to jednak tylko dwa z wielu mozliwych scenariuszy jego przebiegu. Nie wszystkie
zakazenia musza konczy¢ si¢ $miercia komorki gospodarza i nie wszystkie pozwalaja na
replikacje czastek fagowych.
Jeden bakteriofag moze przechodzi¢ kilka réznych $ciezek infekcji w zaleznosci od
warunkow srodowiskowych oraz cech genetycznych i fizjologicznych gospodarza.
Zakazenie fagiem zawsze rozpoczyna sie od adsorpcji bakteriofaga do powierzchni
komorki gospodarza i wniknigcia wirusowego genomu do jej wngtrza. Tym co rézni
mozliwe drogi infekcji sa dalsze losy genomu faga, komorki bakteryjnej oraz powstanie

lub nie wiriondw potomnych.



1.2.1.1. Zakazenie lityczne

Lityczna drogg zakazenia definiuje produkcja wirionéw potomnych konczaca sig
liza komoérki gospodarza. Material genetyczny faga nie integruje zwykle do genomu
bakterii (cho¢ istnieja wyjatki jak np. bakteriofag Mu).

Po wniknigciu fagowego materialu genetycznego do komoérki rozpoczyna sig
synteza bialek odpowiedzialnych za replikacje genomu fagowego i regulacj¢ transkrypcji
(biatka wczesne). Kolejnymi krokami sa zwykle replikacja wirusowego genomu, synteza
biatek strukturalnych, a nastgpnie sktadanie i uwalnianie wirionow potomnych. Uwalnianie
to odbywa si¢ najczgsciej przy udziale lizyn - enzymow rozktadajacych $ciang komorkowa
bakterii. Fagi, ktore przechodza wytacznie cykl lityczny nazywa si¢ zjadliwymi lub
bezwzglednie litycznymi. Do tej grupy wiruséw naleza np. fagi T4 czy ®X174 Eschericha
coli [4, 5].

1.2.1.2. Zakazenie chroniczne

Podczas infekcji chronicznej nastgpuje produkcja wirionéw potomnych, nie
dochodzi jednak do lizy komorki gospodarza. Wiriony wypaczkowuja lub sa eksportowane
na zewnatrz komorki przez kompleksy biatkowe. Fakt, iz infekcja nie jest bezposrednia
przyczyna $mierci nie oznacza jednak, Zze nie ma ona wplywu na zywotno$¢ 1 stan
fizjologiczny komorki gospodarza. Produkcja wirionéw potomnych jest dla bakterii duzym
wydatkiem energetycznym i moze zmniejsza¢ zdolno$¢ bakterii do konkurencji o nisz¢
ekologiczna. Przyktadami fagow zdolnych do wywotywania infekcji chronicznej sa fagi

M13 i f1 zakazajace Eschericha coli [4, 5].

1.2.1.3. Zakazenie lizogenne

Podczas zakazenia lizogennego po wniknigciu do komorki bakterii fagowego
materiatu genetycznego dochodzi do jego integracji z genomem gospodarza. Reakcja ta
katalizowana jest przez fagowe rekombinazy zwane integrazami. Zintegrowany materiat
genetyczny faga jest nazywany profagiem. Ulega on powieleniu wraz z genomem
gospodarza, nie dochodzi jednak do powstawania wiriondw potomnych. Dzieje si¢ tak ze
wzgledu na odpowiednia regulacje ekspresji niektorych fagowych genoéw. Stan taki,
okreslany jako represja faga, moze utrzymywac si¢ przez dhugi czas. Niekiedy jednak

dochodzi do zniesienia represji czyli indukcji faga i wejScia wirusa na drogg lityczna.



Moze to nastapi¢ pod wptywem czynnikoéw fizycznych lub chemicznych np. stresow
srodowiskowych. Profag wycina si¢ z genomu gospodarza i rozpoczyna si¢ synteza genow
odpowiedzialnych za replikacje¢ bakteriofaga, a nastepnie lizg komorki.

Wystepowanie lizogenii ma ogromne znaczenie dla fizjologii i ewolucji bakterii, gdyz
wiaze si¢ ze zjawiskami konwersji 1 transdukcji fagowej (opisanymi szerzej w rozdziale
1.2.4.2).

Na drogg infekcji lizogennej moga wchodzi¢ takie fagi jak np. fag A Eschericha coli
czy SPO2 Bacillus subtilis [4, 5].

1.2.1.4.Pseudolizogenia

Jesli fag infekuje komorke bakteryjna, lecz nie replikuje si¢ w niej ani nie wchodzi
na drogg lizogenii mamy zwykle do czynienia ze zjawiskiem pseudolizogenii. Genom
bakteriofaga utrzymuje si¢ w komoérce w stanie ,,nieaktywnym”. Czgsto dzieje si¢ tak
kiedy stan fizjologiczny gospodarza nie pozwala na normalny przebieg zakazenia (np. z
braku dostatecznych ilosci sktadnikow pokarmowych). Pseudolizogenia nie jest stanem
stabilnym. Po zmianie wywotujacych ja warunkow bakteriofag czg¢sto wchodzi na drogg
lityczna, chroniczna lub lizogenna. Czasem dochodzi do usunigcia genomu wirusa z
komorki co okreslane jest jako "wyleczenie™ bakterii.

Niekiedy zamiast terminu pseudolizogenia uzywane jest okreslenie "nosicielstwo"
(ang. carrier state). Cze$¢ autor6w nazywa w ten sposob, takze stan, w ktorym w kulturze
wystepuja zarowno bakterie wrazliwe jak i oporne na zakazenie fagiem. Czastki wirusowe

utrzymuja si¢ W takiej kulturze w niewielkich ilosciach [6].

1.2.1.5.Restrykcja

Penetracja genomu faga do komorki bakterii opornej moze doprowadzi¢ do
zniszczenia wirusa bez obnizenia zywotnoSci komorki bakteryjnej. Fagowy DNA zostaje
rozlozony przez nukleazy gospodarza. Kluczowa rolg¢ w tym  procesie
odgrywa bakteryjny system restrykcji/modyfikacji. Jest on ztozony z endonukleaz
restrykcyjnych rozpoznajacych 1 tnacych swoiste sekwencje DNA oraz metylaz
rozpoznajacych te same motywy w genomie bakteryjnym 1 modyfikujacych je
przez dodanie grupy metylowej [6, 7].



1.2.1.6.Zakazenie poronne

Z zakazeniem poronnym (ang. abortive infection) mamy do czynienia, gdy
po wniknigciu genomu faga do komorki nastepuje S$mier¢ gospodarza, ktorej
nie towarzyszy replikacja faga. Niekiedy jest ona wynikiem uszkodzenia komorki w
trakcie poczatkowych stadiow infekcji, lecz czgsto stanowi raczej formg
programowanej $mierci komorki. Przyktadem takiego mechanizmu moga by¢
systemy toksyna/antytoksyna wystepujace u bakterii z rodzaju Lactococcus.
U niezakazonych bakterii dziatanie obydwu sktadnikéw uktadu jest zrownowazone. Po
zakazeniu wzrasta stosunek toksyny do antytoksyny co powoduje $mier¢ bakterii. Cho¢ z
pozoru  mechanizm ten moze wydawaé¢ si¢ ewolucyjnie  niekorzystny,
to chroni on populacj¢ bakterii zlozona czgsto z klonow jednej komorki przed

rozszerzaniem si¢ zakazenia [6, 8].



1.2.2. Taksonomia wirus6w bakteryjnych

Taksonomia wiruséw bakteryjnych jest dziedzina stosunkowo stabo rozwinigta i
obarczona licznymi trudno$ciami. Obecnie stosowane i akceptowane przez ICTV (ang.
International Committee on Taxonomy of Viruses - Miedzynarodowy Komitet Taksonomii
Wirusow) kryteria klasyfikacji bakteriofagow biora pod uwage gléwnie rodzaj genomu
(DNA lub RNA kazdy z nich w formie jednoniciowej lub dwuniciowej) i morfologig
wirionu. Taki podziatl jest z natury swojej sztuczny, nie bierze bowiem pod uwage danych
genomicznych, proteomicznych ani ekologii i fizjologii faga.

Niestety, uwzglednienie tych informacji nie jest sprawa prosta. Jedna z przyczyn
takiego stanu jest powszechne u wirusoOw bakteryjnych zjawisko horyzontalnego transferu
gendw. Genomy fagowe czgsto nazywane sa ,,mozaikowymi” gdyz ich elementy wydaja
si¢ mie¢ rézne pochodzenie [9, 10]. Horyzontalny transfer gendéw zachodzi migdzy
bakteriofagami oraz migdzy tymi wirusami i ich gospodarzami. W istocie wiele enzymow
zakodowanych w genomach fagéw bardziej przypomina sekwencja biatka gospodarzy niz
innych wirusow. W zwiazku z tymi trudno$ciami zaproponowano kilka alternatywnych
systemow taksonomicznych. Przyktadem moze by¢ system Rohwer'a i Edwards'a, w
ktorym klasyfikacja fagdw miataby si¢ odbywa na postawie podobienstwa catego
(znanego lub przewidywanego na podstawie danych genomowych) proteomu faga.
Podejécie takie nie omija czg$ci problemdéw szczegélnie tych zwigzanych z transferem
catych genow. Interesujaca wydaje si¢ metoda klasyfikacji oparta o badanie podobienstwa
genow strukturalnych, w szczego6lnosci biatek portalu odpowiedzialnych za pakowanie
materiatu genetycznego do wirionow Pojawiaja si¢ takze sugestie, aby zrezygnowaé z
sztywnego hierarchicznego systemu taksonomicznego i stworzy¢ model ,,sieciowy” oparty
na szerokiej analizie zar6wno cech genomicznych oraz biochemicznych, jak i
morfologicznych. Opisywany system mogiby by¢ na tyle elastyczny, ze umozliwiatby
zaklasyfikowanie jednego wirusa do kilku grup w zalezno$ci od zespotu rozpatrywanych
cech [9, 11].

Podsumowujac warto zwroci¢ uwage, iz obecnie stosowana klasyfikacja
bakteriofagéw (przedstawiona w tabelil) jest raczej umowna. Niezaleznie od przyjetej
metody nie uniknie si¢ pewnych putapek zwiazanych ze zlozona genetyka, a do

postulowanych zaleznosci filogenetycznych powinno odnosic si¢ z duza ostroznoscia.



Genom Rzad: Rodzina: Rodzaj: Gospodarz Nazwa gatunku typowego
,»wirusy podobne do faga Bacteria L "
Tav Archaea fag T4 Escherichia coli
»WITUSY P ng.l.me do faga fag P1 Escherichia coli
»WITUSY P Ogg}?ne do faga Bacteria fag P2 Escherichia coli
Myoviridae irusy podobne do faga
»WITUSy poco & Bacteria fag Mu Escherichia coli
Mu
»WITUSY pSOSgil.fe do faga Bacteria fag SPO1 Bacillus subtilis
»WITUSY P (ﬁﬁl.j,ne do faga Bacteria fag ¢H Halobacterium halobium
»WITUSY po.lc_lg.l,me do faga Bacteria fag T7 Escherichia coli
» WISy p(;)d;;fle do faga Bacteria fag $29 Bacillus subtilis
Podoviridae - dobne do T
»WITUSY p(;,zoz..ne o taga Bacteria fag P22 Salmonella typhimurium
Caudovirales - dobne do T
»WITUSY pONZ..ne 0 faga Bacteria fag N4 Escherichia coli
»WITUSY poi?,bne do faga Bacteria fag A Escherichia coli
»WITUSY po.lc_li.l,me do faga Bacteria fag T1 Escherichia coli
»WITUSY pOdO.l,me do faga Bacteria fag T5 Escherichia coli
T5
dsDNA irusy podobne do faga
»WITUSY P L5" g Bacteria fagL5 Mycobacterium tuberculosis
Siphoviridae - Jobne do
»WITUSY pocgn ¢ dofaga Bacteria fag c2 Lactococcus lactis
,,wirusy podobne do faga Bacteria fag yM1 Methanobacterium
yM1" Archaea thermoautotrophicum
»Wirusy pONdl";?T‘e dofaga | g iteria fag N15 Escherichia coli
,,wirusy podobne do faga Bacteria .
$C31" Archaea fag ¢$C31 Streptomyces coelicolor
Corticoviridae Corticovirus Bacteria fag PM2 "
Pseudoalteromonas espejiana
Fuselloviridae Fusellovirus Archaea Wrzecionowaty wirus 1
Sulfolobus
Guttaviridae Guttavirus Archaea Lezkowaty Wirus
Sulfolobus newzealandicus
Lipothrix- . - -
viridae Alphalipothrixvirus Archaea Wirus 1 Thermoproteus tenax
B . - Wirus nitkowaty
Betalipothrixvirus Archaea Sulfolobus islandicus
Gammalipothrixvirus Archaea Wirus nitkowaty 1 Acidianus
Plasmaviridae Plasmavirus Bacteria fag L2 Acholeplasma laidlawii
- Wirus pateczkowaty 2
Rudiviridae Rudivirus Archaea Sulfolobus islandicu
Salterprovirus Archaea Wirus His 1
Tectiviridae Tectivirus Bacteria fag PRD1 Escherichia coli
Inovirus Bacteria fag M13 Escherichia coli
Inoviridae . . fag MV-L51
Plectrovirus Bacteria : .
Acholeplasma laidlawii
Microvirus Bacteria fag $ X174 Eschericha coli
SSDNA - —— - - - -
Spiromicrovirus Bacteria fag 4 Spiroplasma melliferum
Microviridae . . fag MAC 1
Bdellomicrovirus Bacteria LS .
Bdellovibrio bacteriovorus
Chlamydiamicrovirus Bacteria fag 1 Chlamydophila psittaci
dsRNA - Cystoviridae Cystovirus Bacteria fag ¢6 Pseudomonas syringae
SSRNA - Leviviridae Levivirus Bacteria fag MS2 Escherichia coli
(+) Allolevirus Bacteria fag QP Escherichia coli

Tabela 1. Taksonomia wirusow prokariotycznych




1.2.2.1.Rzad Caudovirales

Wirusy z rzedu Caudovirales sa najcze$ciej obserwowanymi z wszystkich
bakteriofagéw (wedlug niektorych szacunkéw do tej grupy zalicza si¢ 96% wszystkich
znanych wirusow bakteryjnych [12, 13]). Ich genom tworzy pojedyncza liniowa czasteczka
dwuniciowego DNA. Charakterystyczna cecha fagéw z tego rzgdu jest ztozona budowa
wirionéw. Skladaja si¢ one z glowki zawierajacej wirusowy material genetyczny oraz
ogonka. Gtowka ma symetri¢ ikozaedru, lub znieksztatconego (wydtuzonego) ikozaedru 1
moze by¢ zbudowana z 42-552 (najczesciej 72) kapsomerdw i jest czesto obdzielona od
ogonka przez tak zwany kotierz. Ogonek zbudowany jest z podjednostek utozonych
helikalnie, lub w postaci "stosu dyskow" (warstwowo), a jego dtugo$¢ waha si¢ od 3 do
825 nm (w zaleznosci od rodziny, do ktorej nalezy wirus). Ogonek jest zwykle zakonczony
ptytka podstawna, a ta z kolei moze by¢ zaopatrzona w jedno lub wigcej (czgsto szes¢)
dhluzszych wlokienek i/lub wypustki. Wiokienka sa fragmentem czastki fagowej
przystosowanym do oddzialywan z powierzchnia komorki gospodarza, szczegodlnie w
poczatkowej fazie adsorpcji faga. Wiriony nie maja otoczki lipidowej. W skiad tej grupy
wchodza trzy duze rodziny: Myoviridae, Podoviridae oraz Siphoviridae [4, 5, 11].

Rzedowi Caudovirales poswigcono w tej rozprawie szczeg6lnie duzo uwagi gdyz

odkryty w trakcie jej wykonywania bakteriofag ®AGATE nalezy wlasnie do niego.

1.2.2.1.1. Rodzina Myoviridae

U wirusow nalezacych do rodziny Myoviridae wystepuje stosunkowo dhugi ogonek
ztozony z rdzenia i kurczliwej ostonki zbudowanej z jednakowych podjednostek
biatkowych. Kurczliwos¢ ogonka uznawana jest za wyznacznik przynaleznosci do grupy
Myoviridae. Do skurczu najprawdopodobniej konieczna jest obecnos¢ ATP [4, 5].
Mechanizm ten umozliwia fagom z tej grupy penetracj¢ blony 1 wstrzyknigcie DNA przez
kanat rdzenia ogonka do wngtrza komoérki bakteryjnej. Ogonek zakonczony jest plytka
postawng zaopatrzona zwykle w wiokienka. Genomy cztonkéw rodziny Myoviridae
sktadaja si¢ z 30-670 kpz. W sktad rodziny wchodzi 8 rodzajow, a nalezace do niej wirusy
infekujace zarowno Bacteria jak i Archaea [14]. Wedtug niektorych szacunkoéw do rodziny
tej nalezy okoto 25% znanych bakteriofagéw [12]. Typowym przedstawicielem tej rodziny

jest np. bakteriofag T4 Escherichia coli.



1.2.2.1.2. Rodzina Podoviridae

Podoviridae sa najmniejsza rodzing z rzegdu Caudovirales (szacuje sig, ze nalezy do
niej 14% obserwowanych wirusow bakteryjnych) [12, 13]. Charakterystyczna cecha
wirusow z tej grupy jest krotki, niekurczliwy ogonek, czesto zakonczony widkienkami.
Wielkos¢ genomow wirusow z rodziny Podoviridae miesci si¢ w granicach od 18 do 75
kpz. W sklad rodziny wchodza 2 podrodziny Autographivirinae (3 rodzaje) oraz
Picovirinae (2 rodzaje), a takze 6 rodzajow niezaklasyfikowanych do zadnej podrodziny.
Przyktadowy wirus z tej grupy to np. fag T7 Escherichia coli
[5, 15, 16].

1.2.2.1.3. Rodzina Siphoviridae

Najwigksza rodzina wchodzaca w sktad rzedu Caudovirales jest Siphoviridae
(szacuje sig, ze do rodziny tej nalezy az 61% obserwowanych fagéw). Charakterystyczna
cecha wirusoéw z tej rodziny jest obecnos¢ dtugiego, lecz niekurczliwego ogonka, ktory jest
zwykle zakonczony ptytka podstawna lub wypustka koncowa z jednym lub kilkoma
wilokienkami. Genomy tych wirusow sktadaja si¢ z 22-140 kpz [5, 15, 16]. Rodzina
Siphoviridae obejmuje 9 rodzajow, a wchodzace w jej sktad wirusy atakuja zar6wno
bakterie jak i archeony. Przyktadem wirusa z rodziny Siphoviridae jest np. fag A
Escherichia coli [14, 17].

1.2.2.2.Rodzina Tectiviridae

Kolejna rodzina fagéw 0 materiale genetycznym w postaci liniowego
dwnuniciowego DNA jest Tectiviridae. Jej czlonkowie posiadaja nieoptaszczony,
ikozaedralny kapsyd, zaopatrzony w wypustki. Wewnatrz kapsydu znajduje si¢ pgcherzyk
lipidowy zawierajacy material genetyczny. Podczas infekcji pecherzyk moze sig
odksztatcac 1 taczy¢ si¢ z blona bakterii przez por powstajacy w kapsydzie. Tworzy sig
wtedy struktura przypominajaca nieco ogonek, przez ktorag genom wirusa przedostaje si¢
do wnetrza komoérki gospodarza. Wielko§¢ genomoéw tych fagéw mieséci si¢ w granicach
13-15 kpz [15, 16, 18]. Rodzina Tectiviridae zawiera tylko jeden rodzaj (Tectivirus), a jej
typowym przedstawicielem jest fag PRDI1 zakazajacy bakterie z rodziny
Enterobacteriaceae [14, 17].



1.2.2.3.Rodzina Corticoviridae

Wirusy z rodziny Corticoviridae naleza do fagow =zawierajacych material
genetyczny w postaci kolistego superhelikalnie skreconego dwuniciowego DNA.
Ikozaedralny wirion zaopatrzony jest w wypustki. Pod kapsydem znajduje si¢ warstwa
lipidowa, a w niej genom o wielkosci okoto 10 kpz. [15, 18, 19]. Do rodziny
Corticoviridae nalezy jeden rodzaj, zawierajacy tylko jeden znany gatunek: faga PM2

Pseudoalteromonas espejiana [14, 17, 20].

1.2.2.4.Rodzina Plasmaviridae

Kolejna rodzing bakteriofagbw majacych genom w postaci kolistego
superhelikalnie skrgconego dwuniciowego DNA jest Plasmaviridae. Wielkos¢ genomu
wynosi okoto 12 kpz. Wirusy te nie posiadaja biatkowego kapsydu. Ich pleomorficzny
(roznoksztattny) wirion sklada si¢ z czesci nukleoproteinowej (genomu faga
optaszczonego biatkiem) oraz otoczki lipidowej. Jedyny znany przedstawiciel tej rodziny —
fag L2 atakuje pozbawione $ciany komorkowej bakterie z rodzaju Acholeplasma. Zaktada
sig, ze wprowadzenie genomu do komodrki gospodarza odbywa si¢ przez fuzje blony

bakterii i otoczki wirusa [14, 18, 17, 21].

1.2.2.5.Rodzina Inoviridae

Bakteriofagi nalezace do rodziny Inoviridae maja material genetyczny w postaci
jednoniciowej kolistej czasteczki DNA o polarno$ci dodatniej i wielkosci 4,5 — 11 kz.
Wirion tych fagow jest nitkowaty lub paleczkowaty. Znajdujacy si¢ wewnatrz wirionu
SSDNA oplaszczony jest przez biatka otoczki. Receptorem dla tych wiruséw sa najczgsciej
biatka pili ptciowych [18, 22, 23]. W skiad rodziny wchodza 2 rodzaje (Inovirus i
Plectrovirus), a najbardziej znanym przedstawicielem jest fag M13 Escherichia coli [14,
17].
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1.2.2.6.Rodzina Cystoviridae

Bakteriofagi z rodziny Cystoviridae posiadaja otoczony warstwa lipidowa kapsyd
ztozony z czeSci zewnetrznej | wewnetrznej, wewnatrz ktorej znajduje sie materiat
genetyczny w postaci dwuniciowego RNA. Genom tych wirusoéw podzielony jest na trzy
segmenty o wielkosci odpowiednio 6.4—7.1 kz, M 3.6-4.7 kz i S 2.6-3.2 kz [18, 19, 21,
22]. W sktad rodziny wchodzi tylko rodzaj Cystovirus, ktorego typowym przedstawicielem
jest fag ¢p6 Pseudomonas syringae [14, 17].

1.2.2.7. Rodzina Leviviridae

Genom wirusow z rodziny Leviviridae sklada si¢ z pojedynczej czasteczki
jednoniciowego RNA o polarnosci dodatniej i wielkosci zaledwie 3,4 — 4,3 kz.
Niecoptaszczony kapsyd ma symetri¢ ikozaedralna zaburzona przez potozona
asymetrycznie pojedyncza kopi¢ biatka A zwanego ,,biatkiem dojrzewania”. Biatko to
pelni kluczowa rolg zaréwno podczas adsorpcji faga jak i lizy komorki gospodarza [21, 22,
18, 19]. W sktad rodziny wchodza 2 rodzaje, a najbardziej znanym jej przedstawicielem
jest fag MS2 Escherichia coli [14, 17].

1.2.2.8. Rodzina Microviridae

Fagi nalezace do rodziny Microviridae maja material genetyczny w postaci
jednoniciowej kolistej czasteczki DNA o polarno$ci dodatniej i wielkosci 4,4 — 6.1 kz.
Nieoptaszczony kapsyd o symetrii ikozaedralnej jest zaopatrzony w wypustki [18, 19, 21].
W sktad rodziny Microviridae wchodzi jedna podrodzina (Gokushovirinae) ztozona z 3
rodzajow i jeden niezaklasyfikowany rodzaj (Microvirus). Najbardziej znanym jej

przedstawicielem jest fag ®X174 Eschericha coli [14, 17].
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1.2.2.9. Fagi infekujace Archaea

Bakteriofagi z rodzin Siphoviridae i Myoviridae zakazaja zard6wno przedstawicieli
krolestw Bacteria jak i Archea. Istnieja jednak fagi infekujace jedynie archeony. Naleza do
nich wirusy zawierajace material genetyczny w postaci dsDNA z rodzin Fuselloviridae,
Globuloviridae, Lipothrixviridae, Rudiviridae, proponowanej, lecz niezaakceptowanej
jeszcze przez ICTV rodziny Bicaudaviridae oraz niezaklasyfikowanych rodzajow

Salterprovirus i Ampullavirus [14, 18, 24, ].
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1.2.3. Wirusy w ekosystemie jeziora eutroficznego

Wbrew panujacej wczesniej opinii w latach dziewigédziesiatych XX wieku
dowiedziono, ze wirusy wystepuja powszechnie w ekosystemach wodnych.
Liczba czastek wirusowych obserwowanych w ekosystemach stodkowodnych jest
zazwyczaj wigksza, niz w morskich i tym wigksza im wyzszy jest stan troficzny zbiornika.
W jeziorach eutroficznych czgsto obserwuje si¢ czastki wirusopodobne w liczbie rzedu 108
ml™ niekiedy nawet 2x10° ml™ [25, 26, 27].

Glownymi grupami wirusow wystgpujacymi W jeziorach sa Fikowirusy (wirusy
infekujace glony) oraz bakteriofagi. Wydaje si¢ wige, ze jezioro eutroficzne moze by¢

doskonatym miejscem do poszukiwania bakteriofagow.

1.2.3.1. Gospodarze bakteriofagow: bakterie (w tym cyjanobakterie) w ekosystemie

jeziora eutroficznego

Szacuje sig¢, ze w ekosystemie jeziora eutroficznego wegiel zawarty w
mikroorganizmach moze stanowi¢ nawet 90-100% catkowitego czasteczkowego wegla
organicznego [28]. Cho¢, poza prokariontami w sktad tej grupy wchodza, takze inne
organizmy (np. grzyby, zielenice czy wiciowce) to same bakterie heterotroficzne stanowia
3-20% tej masy, a cyjanobakterie uwaza si¢ za gtdéwnych producentow w zbiornikach
eutroficznych [27, 29,]. Jasne jest wiec, ze organizmy te sa istotna czescia ekosystemu, a
wszystko, co wptywa na ich kondycje (np. zakazenia fagowe) bedzie oddziatywac na jego
ksztatt.
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1.2.4. Ekologia wirusow bakteryjnych

Szacunkowe dane wskazuja, iz bakteriofagi moga by¢ najliczniejszymi formami
zycia na Ziemi (cho¢ nie organizmami zywymi Sensu stricto). 1lo$¢ czastek fagowych na
naszej planecie moze dochodziéc do 10" natomiast liczebno$é —organizmow
prokariotycznych bedacych ich gospodarzami szacuje si¢ na okoto 10%°[30, 31, 32].

Latwo wyobrazi¢ sobie z jak ogromna 1 wazna czgscia naszego Srodowiska mamy do
czynienia. Wraz z poszerzaniem si¢ wiedzy o réznorodno$ci, biologii molekularnej,

genetyce i taksonomii bakteriofagow poznawano kolejne aspekty ich ekologii.

1.2.4.1. Ekologia ewolucyjna wiruséw bakteryjnych i gospodarzy

Ewolucyjne podejscie do ekologii fagow podejmuje problemy koewolucji
bakteriofagdw 1 ich gospodarzy, a takze zalezno$ci migdzy réznymi parametrami cyklu
replikacyjnego 1 biologii fagbw. Waznym zagadnieniem sa tu tak zwane kompromisy
adaptacyjne (ang. trade-offs). W danych warunkach dwa parametry cyklu replikacyjnego
moga by¢ ze soba negatywnie sprz¢zone. Typowym przykladem takiej sytuacji jest
negatywna zalezno$¢ migdzy produktywnoscia faga (mierzona wielkoScia wyrzutu, czyli
$rednig iloscig wirionéw potomnych pochodzacych z infekeji jednej komorki gospodarza,
ang. burst size), a jego zdolno$cia konkurencyjna (zdolno$¢ faga do efektywnego
konkurowania z innym wirusem infekujacym tego samego gospodarza). Przy
nieograniczonej migracji bakteriofagi szybko przechodzace cykl replikacyjny 1 infekujace
kolejnego gospodarza wypieraja wirusy, ktorych cykl replikacyjny trwa dhuzej, lecz jest
bardziej produktywny. W warunkach naturalnych mozliwo$¢ migracji moze by¢
czynnikiem regulujacym ewolucyjna rownowage migdzy tymi cechami [6, 33]. Podobny
kompromis wystepuje miedzy specjalizacja wzgledem jednego gospodarza i zdolnoscia do
zakazania szerokiego spektrum bakterii. Kompromisy ksztattuja, takze adaptacje wirusow
do abiotycznych warunkéw Srodowiska. Badania nad mutantami faga tolerujacymi wyzsza
temperatur¢ wskazuja, ze sa one mniej zywotne w temperaturach niskich niz szczep dziki
[34].

W  ekologii ewolucyjnej fagow duze znaczenie maja, takze kompromisy
adaptacyjne migdzy cechami ich gospodarzy. Szczeg6lnie istotna jest negatywna zalezno$¢
migdzy odpornoscia danej populacji bakterii na infekcje réznymi rodzajami fagow, a jej

zdolnoscia do szybkiego wzrostu i efektywnej produkcji biomasy. Presja selekcyjna
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wywierana przez wirusa faworyzuje bakterie niepermisywne wzgledem fagow obecnych w
srodowisku. Badania in vitro prowadzone w chemostatach wskazuja jednak, ze w takiej
sytuacji bakterie podatne na zakazenie nie sa eliminowane. Koegzystencja taka jest
mozliwa, gdyz odporno$¢ zwykle wiaze si¢ z czgSciowa utrata zdolnosci efektywnego
konkurowania o dostgpne zasoby i/lub spowolnionym tempem wzrostu populacji.
Mechanizm ten pozwala utrzymaé si¢ w jednej niszy wigcej niz jednemu organizmowi i
przyczynia si¢ do utrzymania bior6znorodnosci zbiorowisk bakteryjnych. Na ustalenie sig
rownowagi miedzy organizmem opornym i wrazliwym W badanym uktadzie ma wptyw
dostepnos¢ sktadnikow odzywcezych. Kiedy badany uktad zostaje wzbogacony o substancje
odzywcze zmienia si¢ rownowaga i faworyzowane sa bakterie oporne, gdyz zmniejsza si¢
znaczenie konkurencji o zasoby [6, 35].

Wazna rol¢ w zachowaniu rdéznorodnosci zbiorowisk bakteryjnych petni
mechanizm zwany ,,zabijaniem zwycigzcy” (ang. killing the winner). Kiedy grupa bakterii
osiaga w danym $rodowisku sukces reprodukcyjny zaggszczenie jej populacji zwigksza sig¢
1 wzrasta jej podatno$¢ na zakazenie. Gdy krytyczne zaggszczenie zostanie przekroczone
dochodzi do szybkiej redukcji liczebnosci bakterii na skutek epidemii faga. Mechanizm ten
nie pozwala jednej bakterii catkowicie zdominowac ekosystem i stwarza nisz¢ dla jej

konkurentow [36].
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1.2.4.2. Rola bakteriofagéw w procesach horyzontalnego transferu genow

Rola wirusow bakteryjnych w ewolucji bakterii nie ogranicza si¢ tylko do
wywierania presji selekcyjnej. Bakteriofagi stanowia takze istotne ogniwo w procesach
horyzontalnego transferu gendéw. Przenoszenie genow migdzy komorkami za
posrednictwem wirusow bakteryjnych okreslane jest mianem transdukcji fagowej. Opisuje
si¢ trzy mechanizmy transferu genéw z udzialem bakteriofagow.

Pierwszym z nich jest tak zwana transdukcja ogoélna lub uogolniona (ang.
generalized transduction). Podczas tego procesu do kapsydu faga zamiast jego genomu
pakowany jest fragment bakteryjnego materiatu tworzac nieinfekcyjny wirion defektywny.
Dochodzi do tego zardwno podczas infekcji bakteriofagami bezwzglgdnie litycznymi jak i
tagodnymi, jednak tylko wtedy, gdy tworzone sa wiriony potomne. Wielko$¢ pakowanego
fragmentu DNA nie moze odbiega¢ zbytnio od wielkosci genomu wirusa. Upakowany
DNA zostaje nastgpnie przeniesiony do komorki nowego gospodarza, gdzie moze ulec
rekombinacji z genomem bakterii lub, jesli jest to episom zdolny do replikacji w nowej
komorce, utrzymywac si¢ w niej podobnie jak u ,,dawcy” [5, 6].

Kolejna odmiana transdukcji fagowej jest tak zwana transdukcja ograniczona lub
wyspecjalizowana (ang. specialized transduction). Wystepuje ona jedynie podczas infekcji
fagami tagodnymi, integrujacymi do genomu gospodarza. Podczas indukcji profaga (patrz
rozdziat 1.2.1.3) dochodzi do wycinania jego materialu genetycznego z genomu
gospodarza. Wycinanie to moze by¢ niedoktadne, co prowadzi do powstania czasteczek
fagowego DNA, ktore poza sekwencjami wirusowymi zawieraja sekwencje bakteryjne.
Tak powstate odcinki DNA sa nastgpnie pakowane do wiriondw 1 w tej formie moga dostac
si¢ do komorki nowego gospodarza. W opisany sposob przeniesione moga by¢ jedynie
geny bakteryjne znajdujace si¢ w poblizu miejsc integracji profaga [5, 6].

Trzecim, najrzadziej opisywanym mechanizmem transdukcji, jest transdukcja
zachodzaca na skutek rekombinacji migdzy genomem faga i gospodarza. Ten mechanizm
(w przeciwienstwie do transdukcji ograniczonej) pozwala na transfer genéw odlegltych od
ewentualnego miejsca integracji gdyz nie wymaga integracji faga do genomu. Teoretycznie
jest tez mozliwe, aby transdukcja nastapita nawet po fragmentacji genomu faga przez
bakteryjny system restrykcji-modyfikacji (fragmenty DNA generowane w ten sposéb sa
czesto dos¢ dlugie by zawiera¢ cale geny), a wigc u gospodarzy uznawanych za
niepermisywnych wzgledem faga, cho¢ jest to przypadek skrajny i malo prawdopodobny
[5, 6].
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Z przenoszeniem gendw przez fagi zwiazane jest zjawisko konwersji lizogennej,
czyli zmiana fenotypu gospodarza pod wptywem ekspresji genéw zintegrowanego profaga.

Na skutek konwersji bakterie moga nabywac¢ nowych cech. Znanym przyktadem
konwersji lizogennej byto powstanie enterokrwotocznych szczepow Escherichia coli (ang.
EHEC - enterohemorrhagic Escherichia coli). Czynnikiem decydujacym o ich wirulencji
jest zdolno$¢ do wytwarzania toksyn podobnych do toksyny Shiga. Jest ona zwiazana z
ekspresja genow znajdujacych si¢ w zintegrowanym profagu (istnieje cala grupa
bakteriofagdw niosacych geny kodujace biatka podobne do toksyny Shiga). Rowniez inne
toksyny bakteryjne, a takze czynniki wspomagajace adhezj¢ bakterii do komorek
nabtonkowych, ulatwiajace penetracj¢ bakterii w glab tkanek czy chroniace przed
dziataniem uktadu odpornosciowego moga by¢ kodowane w genomach fagowych [37].

Nie wszystkie cechy uwarunkowane przez obecno$¢ profaga maja zwiazek z
patogennoscia (cho¢ w zwiazku z duzym znaczeniem dla cztowieka te wlasnie sa najlepiej
poznane). W genomach fagow czgsto znajduja si¢ tak zwane ,,moduty uzaleznienia” (ang.
addiction modules) czyli uktady toksyna-antytoksyna . Koduja one toksyny biatkowe lub
bakteriocyny, ktére moga w niektorych przypadkach dawaé przewage w $rodowisku
bakteriom zakazonym, lecz przetrwanie gospodarza staje si¢ uzaleznione od obecnosci
bakteriofaga z funkcjonalnym genem kodujacym biatko chroniace przed dziataniem tej
substancji [38, 39, 40].. Znane sa rowniez bakteriofagi kodujace wtasne systemy obrony
przeciwfagowej, ktdre sa oparte na dzialaniu tak zwanych bialek przeciwdziatajacych
nadinfekcji (ang. SIiE - Superinfection exclusion) [41]. Inne bakteriofagi zawieraja w
swoich genomach sekwencje kodujace systemy restrykcji-modyfikacji [42].

Wiele z opisywanych powyzej sekwencji zalicza si¢ do grupy gendéw zwanych
elementami dodatkowymi (ang. ,,morons” 0d more-wigcej), niezaangazowanych
bezposrednio w replikacje faga. Jednym z kryteriow przynaleznosci do grupy elementow
dodatkowych jest umiejscowienie sekwencji. Znajduja si¢ one migdzy genami, ktore u
spokrewnionych fagéw nie sa rozdzielone zadna ramka odczytu. Sekwencje te sa wigc
swego rodzaju ,,wstawkami” powstatymi prawdopodobnie na skutek rekombinacji migdzy

genomami fagow i ich gospodarzy [43, 44].
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1.2.4.3. Bakteriofagi jako jedna z najistotniejszych przyczyn $miertelnosci w

populacjach bakterii

Najwazniejsze przyczyny $miertelnosci bakterii to zerowanie przez zooplankton i
liza na skutek infekcji fagiem. Udziat tych przyczyn wydaje si¢ by¢ rozny w zaleznosci od
srodowiskach. Wigkszo$¢ danych na ten temat pochodzi z ekosysteméw wodnych. Okazuje
sig, ze nawet w obrgbie jednego zbiornika udziat fagow w $miertelno$ci bakterii, w tym
samym czasie, W roznych czgsciach stupa wody moze wahac si¢ pomigdzy 25 a 92% [45,
25]. Rozpigtos¢ tych warto$ci okaze si¢ znacznie wigksza je$li rozwazymy informacje
pochodzace z innych ekosysteméw mierzone w rdéznych okresach. Najwazniejszymi
czynnikami okreslajacymi rownowagg migdzy réoznymi przyczynami $miertelnosci bakterii
sa: intensywno$¢ zerowania heterotroficznych pierwotniakdéw oraz stan troficzny zbiornika
[, eopv]. W ekosystemach eutroficznych gestos¢ populacji gospodarzy jest wigksza,
wzrasta ryzyko zakazenia, a w konsekwencji udziat bakteriofagéw w kontroli liczebnosci
bakterii. Moze on dochodzi¢ niemal do 100%. W niektorych przypadkach oddziatywanie
fagéw moze by¢ tak silne, ze znaczaco przekracza zdolnos$¢ do namnazania si¢ bakterii
prowadzac do czasowego obnizenia si¢ gegstosci ich populacji [25, 27]. Warto zauwazy¢, ze
bakteriofagi lizuja swych gospodarzy selektywnie i niszczone populacje moga by¢ szybko
zastgpowane przez inne. Presja bakteriofagow ma wigc wptyw nie tylko na liczebnos¢, ale

1 na sktad gatunkowy i r6znorodnos¢ zbiorowisk bakteryjnych.

1.2.4.4. Bakteriofagi jako cze$¢ petli mikrobiologicznej i wazne ogniwo w obiegu

materii w ekosystemach wodnych.

Zgodnie z teorig petli mikrobiologicznej w ekosystemach wodnych wigkszosé
rozpuszczonego wegla organicznego (ang. DOC - dissolved organic carbon), a takze
zwigzanych z nim innych pierwiastkow (glownie azotu i fosforu), wlaczana jest do sieci
troficznej za posrednictwem bakterii (tylko one sa zdolne do efektywnego
wykorzystywania sktadnikow odzywczych z tej puli). Bakterie sa pokarmem dla
heterotroficznych pierwotniakéw, ktore z kolei stanowia pozywienie dla drobnych
bezkrggowcoOw. W ten sposdb materia organiczna wprowadzana jest na wyzsze pigtra
fancucha pokarmowego. Liza fagowa uwalnia zawarta w bakteriach materi¢ organiczng z
powrotem do puli rozpuszczonej. Tworzy si¢ petla wsteczna w  stosunku do
mikrobiologicznej, zwana p¢tla wirusowa. Liza mikroorganizméw autotroficznych réwniez
wzbogaca pule rozpuszczonej materii organicznej. Obydwa te procesy spowalniaja transfer

18



biomasy na wyzsze pigtra sieci pokarmowej (heterotroficznych pierwotniakow oraz
bezkregowcow) i zwigkszaja dostepnosé sktadnikow odzywcezych dla bakterioplanktonu i
fitoplanktonu. Na intensywno$§¢ procesOw uwalniania materii  organicznej 1
nieorganicznych sktadnikow odzywczych przez petle wirusowa wplyw maja czynniki,
ktore kontroluja intensywno$¢ lizy fagowej w ekosystemie (patrz rozdziat 0) [6, 27, 25].
Postuluje sig, ze w ekosystemach morskich obecnos¢ bakteriofagéw ma wptyw na
dziatanie tak zwanej pompy biologicznej. Jest to 0got proceséw transportujacych wegiel ze
strefy eutroficznej w tym formowanie si¢ tak zwanego morskiego $niegu (ang. marine
snow) czyli drobin materii organicznej. Drobiny te zawieraja szczatki organiczne oraz
bakterie i wirusy. Cho¢ rola bakteriofagdéw w tym procesie nie jest catkowicie jasna istnieja
prace wskazujace, ze liza fagowa moze mie¢ wptyw zar6wno na proces formowania sig

drobin jak i ich p6zniejszy rozktad [6, 46].
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1.3. Zastosowanie bakteriofagéw w gospodarce czlowieka

Fagi sa prawdopodobnie najbardziej rozpowszechnionymi formami zycia (W
szerokim znaczeniu tego wyrazenia) na naszej planecie trudno wigc przeceni¢ ich wplyw
na gospodarke czlowieka. Juz kilka lat po ich odkryciu w drugiej dekadzie
XX wieku, ludzie zaczgli wykorzystywaé bakteriofagi do swoich celow.

Ustalenie czy nowo odkryty bakteriofag ®AGATE znajdzie swoje zastosowanie w
gospodarce czlowieka byto jednym =z celéw niniejszej rozprawy, przyblize wigc
podstawowe kierunki rozwoju technologii opartych na wykorzystaniu bakteriofagow w

medycynie, przemysle biotechnologicznym, inzynierii genetycznej i biologii molekularnej.

1.3.1. Fagoterapia

Zdolnosci bakteriofagow do swoistej lizy komorek bakterii sprawita, ze szybko
znalazly one zastosowania w leczeniu zakazen bakteryjnych.

Odkrycie antybiotykow w 1928 roku sprawilo jednak, ze badania nad
wykorzystaniem bakteriofagéw, prowadzone w krajach zachodu, zostaly niemal catkowicie
porzucone. Prace te byly kontynuowane w panstwach bloku wschodniego, szczegdlnie w
Gruzinskiej Socjalistycznej Republice Radzieckiej (w Instytucie im. Georga Eliavy w
Thilisi) 1 Polsce (w Osrodku Terapii Bakteriofagowej przy Instytucie Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu) [47].

Waznym impulsem do wznowienia 1 intensyfikacji badan nad wykorzystaniem
bakteriofagdéw w medycynie byt wzrost liczby gatunkow bakterii opornych na antybiotyki.
Dane literaturowe wskazuja na skuteczno$¢ 1 bezpieczenstwo terapii opartych na
zastosowaniu bakteriofagow litycznych. Sukcesem zakonczyly si¢ proby przedkliniczne
prowadzone na zwierze¢tach [48, 49, 50, 51] i na ludziach [52, 53, 54, 55].

W chwili obecnej przynajmniej dwa preparaty fagowe (zawierajace fagi zakazajace
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus oraz Escherichia coli) przechodza testy
Kliniczne [ 52, 53].
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Warto zaznaczy¢, ze fagoterapia posiada liczne zalety czyniace z niej obiecujace

rozwiazanie problemu opornosci bakterii na antybiotyki mianowicie [56, 57]:

e Bezwzglednie lityczne bakteriofagi niszcza bakterie podczas gdy antybiotyki czesto
dziataja tylko bakteriostatycznie,

e Produkcja preparatow fagowych jest relatywnie prosta i tania,

e Fagi replikuja si¢ w miejscu zakazenia, co sprawia, ze nie trzeba ich stosowa¢ w

duzych ilosciach, ani podawac kolejnych dawek,

e Bakteriofagi zwykle wykazuja waska swoisto§¢ wzgledem swoich gospodarzy,
niekiedy infekuja tylko jeden gatunek, a nawet szczep. Dzigki temu nie wptywaja
na stan komensalnej i symbiotycznej mikroflory. Obniza to ryzyko wtdrnej

kolonizacji przez bakterie chorobotworcze,

e Ludzie caly czas stykaja si¢ z bakteriofagami. Wystepuja one w wodzie, oraz
powietrzu i na pozywieniu nie obserwowano jednak negatywnych reakcji na czastki

fagowe,

e Bakteriofagi (za wyjatkiem fagow, ktorych wiriony maja w komponent lipidowy)
ztozone sa jedynie z biatek i kwaséw nukleinowych. Ogranicza to znaczaco ilo$¢

potencjalnych mechanizméw ich toksycznosci,

e Jesli pojawi si¢ bakteria oporna na jednego bakteriofaga odnalezienie kolejnego jest
o wiele latwiejsze niz odkrycie lub synteza nowego antybiotyku. Co wigce] w
zwiazku z naturalnym ewolucyjnym "wyscigiem zbrojen" uodpornienie si¢ bakterii
na infekcje wirusem sprzyja powstawaniu nowych, zmutowanych szczepow faga

zdolnych do infekowania bakterii opornych na szczep dziki,

e Swoisto$¢ bakteriofagéw ogranicza mozliwo$¢ powstawania opornosci gdyz nie

wywieraja one presji selekcyjnej na bakterie niebedace ich gospodarzami,

e Niektore bakteriofagi moga skutecznie lizowac bakterie zyjace w obrgbie biofilmu,
a nawet rozktada¢ jego macierz egzopolimerowa. Komorki bakteryjne wchodzace
w sklad biofilmu sa zwykle bardzo oporne na antybiotykoterapig,

e Odpady powstate w trakcie produkcji 1 leczenia preparatami fagowymi sa w
wigkszos$ci biodegradowalne, a ich ekotoksyczno$¢ ograniczona jest do wptywu na

grupg potencjalnych gospodarzy faga.
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Niestety, z leczeniem fagami zwiazane sa rOwniez pewne trudnosci [56, 57]:

Czastki fagowe sa wigksze do wigkszosci lekow. Moze to uniemozliwi¢ ich
stosowanie w niektorych schorzeniach gdyz nie bgda one mogly przeniknaé do

zakazonych tkanek,

Bialka bakteriofagbw moga wywotywaé odpowiedz ludzkiego uktadu

odpornosciowego. Zawieraja potencjalne epitopy dla przeciwciat,

Fagi sa wychwytywane przez system siateczkowo-$rodblonkowy. Sprawia to, ze
ich czas poéltrwania w organizmach zwierzgeych jest krotki. Czas ten mozna
przedtuzy¢ pasazujac fagi w zakazonych zwierzgtach i izolujac mutanty stabiej

wychwytywane [58],

Swoistos¢ bakteriofagdéw uniemozliwia zastosowania jednego faga do leczenia tak
szerokiego spektrum zakazen jakie mozna leczy¢ antybiotykami. W wielu
przypadkach konieczna moze by¢ doktadna identyfikacja czynnika etiologicznego i

dobranie do niego odpowiedniego zestawu fagow (koktajlu fagowego),

Zastosowanie bakteriofagow jako czynnikdéw terapeutycznych niesie ze soba
ryzyko wystapienia transdukcji 1 konwersji fagowej (mechanizmy te opisane sa w

rozdziale 1.2.4.2),

Nie wszystkie bakteriofagi nadaja si¢ do zastosowania w terapii. W szczegdlnosci
nie nadaja si¢ do tego celu fagi zdolne do wejscia w cykl lizogenny. W zwiazku z
tym, ze replikacja genomu takiego wirusa nie zabija gospodarza. Jego obecnosé

czgsto chroni go przed infekcja innymi fagami.

Podczas wywotanej przez fagi lizy komorek bakteryjnych uwalniane sa
endotoksyny (gtownie lipopolisacharyd 1 sktadniki $ciany komorkowej bakterii) co
moze wywota¢ u pacjentow goraczke, a w najgorszym  wypadku
doprowadzi¢ do szoku toksycznego przypominajacego wystgpujaca podczas

antybiotykoterapii reakcje Jarischa-Herxheimera,

Cho¢ otrzymanie preparatow fagowych jest proste, usunigcie pozostatosci komorek
bakteryjnych (w tym endotoksyn) nastrecza znacznie wigcej probleméw i

podwyzsza koszt ich produkcji,

Preparaty bakteriofagowe tatwo moga traci¢ aktywno$¢ przy niewlasciwym lub

zbyt dtugim przechowywaniu.

22



Wraz z rozwojem biologii syntetycznej oraz coraz Szersza wiedza na temat
genomiki fagoéw pojawiaja si¢ roOwniez nowe mozliwosci zwigzane z zastosowaniem

bakteriofagéw modyfikowanych.

1.3.2. Enzymy fagowe jako nowa grupa czynnikéw przecwbakteryjnych

Wiele z probleméw zwiazanych z terapia fagowej mozna omina¢ stosujac nie cate

czastki wirusowe, lecz pojedyncze biatka fagowe o aktywnos$ci przeciwbakteryjne;j. Idea ta
pojawita si¢ w roku 2001 kiedy wykazano taka aktywno$¢ lizyn fagowych
[59]. Enzymy zalicza si¢ do nowej Kklasy czynnikow przeciwbakteryjnych zwanych
enzybiotykami. Lizyny nie sa jednorodna grupa bialek. Zalicza si¢ do nich pig¢ klas
enzymOw bioracych udzial w rozktadzie sktadnikoéw bakteryjnej $ciany komorkowej
[60]:

amidazy N-acetylomuramylowe (lizozymy),

amidazy N-acetylomuramylo-L-alaninowe,

endo-B-N-acetyloglukozaminidazy,

transglikozylazy lityczne,
e endopeptydazy lityczne.

Wspolna cecha tych enzymow jest ich funkcja biologiczna. Biora one udzial w
uwalnianiu wiriondw potomnych z komorki gospodarza. Testy na zwierzgtach potwierdzity
skutecznos$¢ lizyn w leczeniu i profilaktyce zakazen bakteryjnych in vivo [60, 61, 62].

Stosowanie w terapii enzymow litycznych zamiast catych fagdéw ma szereg zalet:

e Endolizyny nie replikuja sig, co sprawia, ze ich farmakokinetyka jest bardziej

przewidywalna i fatwiejsza do kontrolowania,

e Lizyny naleza do lekow biatkowych, ktorych oddziatywanie na organizm jest

poznane lepiej niz wptyw preparatow fagowych,

e Wykorzystanie lizyn nie niesie ze soba zagrozen zwiazanych z horyzontalnym

transferem genow,

e Lizyny wykazuja swoisto$¢ podobna do bakteriofagdw, z ktoérych pochodza,
niekiedy jest ona jednak nieco szersza. Ulatwia to ich zastosowanie bez dokladnej
identyfikacji czynnika etiologicznego,
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e Mozna ich uzywac rowniez profilaktycznie,

e Stosunkowo nieduza w porownaniu do wirionu faga czasteczka biatka zawiera

mniej epitopow, co zmniejsza ryzyko odpowiedzi immunologicznej na lek,
e Mniejszym czasteczkom tatwiej spenetrowac zakazong tkanke,

e Enzymy te mozna pozyskiwac zaréwno z fagow bezwzglednie litycznych jak i

tagodnych, ktére nie nadaja si¢ do zastosowania w "zwyktej" fagoterapii,

Niestety lizyny nadaja si¢ gtdéwnie do terapii zakazen bakteriami gram-dodatnimi. Aby
enzymy te mogty dziala¢ musza znalez¢ si¢ w bezposrednim sasiedztwie §ciany
komoérkowej. Lizyna podawana z zewnatrz napotyka u bakterii gram ujemnych na barierg
w postaci btony zewngtrznej. W warunkach naturalnych fagowe enzymy lityczne
syntezowane sa w cytoplazmie. Wigkszo$¢ z nich nie ma sygnatow sekrecyjnych i wymaga
do swojego dziatania biatek zwanych holinami tworzacych pory w btonie pozwalajace na
przedostanie si¢ lizyn do przestrzeni periplazmatycznej. Przyktady lizyn o potwierdzonej
aktywnosci przeciwbakteryjnej przedstawiono w tabeli 2.

Poza lizynami, takze depolimerazy egzopolimeréw macierzy stwarzaja nadzieje na
zastosowanie w medycynie. Sa to enzymy rozktadajace abiotyczne sktadniki biofilmow
bakteryjnych. Zdolno$¢ do formowania biofilmoéw jest istotnym czynnikiem zjadliwosci
wielu bakterii, a komoérki zyjace w obrebie biofilmu sa bardziej oporne na antybiotyki. Jak
wspomniatem w poprzednim rozdziale, niektore fagi wyksztatcity w toku ewolucji
przystosowania do penetrowania biofiméw. Jedna z tych adaptacji jest wlasnie ekspresja
depolimerazy egzopolimerow macierzy. Wykazano, ze fagi kodujace te enzymy moga
zmniejsza¢ lepko$¢ biofillmow tworzonych przez Pseudomonas aeruginosa i niszczy¢
biofilmy Enterobacter agglomerans. Do rozbijania biofilmu nie jest konieczny sam
bakteriofag, a jedyni jego depolimeraza [63, 64]. Otrzymano, takze zmodyfikowanego faga
T7 eskprymujacego dyspersyne B - enzym z Actinobacillus actinomycetemcomitans,
rozktadajacy jeden z egzopolimeréw wchodzacych w sktad biofilméw tworzonych przez
Escherichia coli. Wprowadzenie do genomu faga genu kodujacego aktywny enzym

pozwolito na skuteczne rozbicie biofilmu i liz¢ znajdujacych si¢ w nim komorek [65].
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Aktywnosé

Testy na

Bialko Bakteriofag przeciwbakteryjna zwierzetach/in vitro
wzgledem:
PlyG . v . Bacillus anthracis na zwierzetach [66]
Bacillus anthracis
Autolizyna szczepu
PlyPH Ames Bacillus anthracis in vitro [67]
Bacillus anthracis
o1 Enterococcus fecalis, E.
PlyV12 amidaza . Fecium, Streptococcus in vitro [68]
Enterococcus faecalis pyogenes
, ®13 . L
lizyna ®13 . Pseudomonas syringae in vitro [69]
Pseudomonas syringae
) D6 . L
lizyna ®6 . Pseudomonas syringae in vitro [69]
Pseudomonas syringae
GH15 .
LysGH15 Staphylococcus aureus na zwierzetach [61]
Staphylococcus aureus
fagi Twort i phiNM3
Clys Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus na zwierzetach [70]
(lizyna chimeryczna)
K L
LysK Staphylococcus aureus in vitro [62]
Staphylococcus aureus
hydrolaza mureinny D68
zwigzana z wirionem Staphylococcus aureus in vitro [71]

(p17) Staphylococcus aureus
PlyCA oraz PlyCB Cl1 _ na zwierzetach
. - . Streptococci grupy A
(dwie podjednostki) Streptococcus P grupy [72, 73]
NCTC11261 ] _
PlyGBS Streptococci grupy B na zwierzetach [74]
Streptococcus
Dp-1
Pal amidaza Streptococcus Streptococcus pneumoniae na zwierzetach [59]
pneumoniae
Cp-l Streptococcus pneumoniae
Cp-1 lizozym Streptococcus Staphylococcus oralis i mitis | ™ zwierzetach [75]
pneumoniae

Tabela 2. Lizyny bakteriofagowe o potwierdzonym dziataniu przeciwbakteryjnym.
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1.3.3. Enzymy fagowe jako narzedzia wspolczesnej biologii i biotechnologii

Nie sposéb wyobrazi¢ sobie wspotczesnej biotechnologii, inzynierii genetycznej i
biologii molekularnej bez enzymow pochodzenia bakteriofagowego. Szczegdlnie cenne
okazaly si¢ enzymy zaangazowane w metabolizm kwasow nukleinowych. Przyktady takich

biatek wraz z ich zastosowaniem umieszczono w tabeli 3.
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Bakteriofag Nazwa enzymu zastosowanie uwagi
p1 wycinanie lub inwersja fragmentow
Escherichia | Rekombinaza Cre zlokalizowanych pomigdzy dwoma motywami polipeptyd o masie 38
coli loxP, taczenie czastek DNA zawierajacych kDa
fragmenty loxP (patrz rozdiziat 6575
T3 . . .
Escherichia P(ﬁil:lnéé;;eéﬁ A transkrypcja in vitro, synteza znakowanego RNA pollpeptylgDoamasw 9
coli
usuwanie wystajacych 3'i 5' koncow czastecki
DNA-zalezna DNA, synteza znakowanego DNA, mutageneza | polipeptyd o masie 104
Polimeraza DNA ukiewunkowana, nie wymagajace ligazy kDa
klonowanie produktéow PCR
Kinaza znakowanie kwas6w nukleinowych homotetrar{ler, kazdy z
: . , ' monomerow 0 masie
polinukleotydowa radioaktywnym fosforanem y na koncu 5 28.9 kDa
. taczenie fragmentow DNA, usuwanie nacig¢ (ang. | polipeptyd o masie 55.3
Eschl;?ichia Ligaza DNA nicks) na DNA, tancuchowa reakcja ligazy kDa
coli : usuwanie nacie¢ (ang. nicks) na jednej z nici polipeptyd o masie 41
Ligaza RNA druga dwuniciowgo RNA kDa
znakowanie RNA 3', 5' [0-*2P] bisfosforanem
Ligaza RNA cytydyny, faczenie konicow czasteczek RNA ze | polipeptyd o masie 43.6
pierwsza soba oraz innymi czasteczkami RNA i DNA, kDa
synteza jednoniciowych oligo-rybonukleotydow,
- glikozylacja, wykrywanie i radioaktywne rzevF\)/ci)cIilpegLyeq gwasie
glucozyltransferaza | znakowanie 5-hydroksy-metylocytozyny w DNA P 48'\9’ szJa
enzym ztozony z dwuch
podjednostek:
DNA-zalezna . tioredoksyny z E. coli
Polimeraza DNA mutageneza ukiewunkowana (12 kDa) oraz DNA-
zaleznej Polimerazy
DNA faga T7 (80 kDa)
T7 Pcﬁ::lné;;;;egll\? A transkrypcja in vitro, synteza znakowanego RNA pollpeptysDoamaSIe %9
Escherichia sztucznie otrzymany
coli enzym, T7 Polimeraza
sekwencjonowanie DNA, synteza drugiej nici O(?j\ié;;:ﬁﬁ“ta
Sekwenaza cDNA przeznaczonego do zastosowania w alz WHodé 3,_4)5.
technikach mikroacierzowych, znakowanie ey
\ . . , zinaktywowana za
kwasow nukleinowych analogami nukleotydoéw -
pomoca technik
inzynierii genetycznej
(76 kDa)
Eqzonukleaza generowanie jednoniciowych fragmentow DNA z | polipeptyd o masie 26
by g czasteczek dwuniciowych kDa
Escherichia polipeptyd o
coli Fosfataza biatkowa nieswoista defosforylacja biatek przewidywanej masie
25 kDa
amplifikacja catego genomu, amplifikacja z
29 wielokrotnym przemieszczeniem lancucha (ang.
Bacillus DNA-zalezna MDA - Multiple displacement amplification), polipeptyd o masie 66.7
subltilis Polimeraza DNA | amplifikacja metoda toczacego sig kota (ang. RCA kDa
- Rolling circle amplification), klonowanie
fragmentéw DNA poza komérkami
@6 _yales polipeptyd o
Pseudomonas olqli':lnér;;;eg;\? A synteza dwuniciowego RNA in vitro przewidywanej masie
syringae P 75 kDa
Salrizr?ella DNA-zalezna transkrypcja in vitro, synteza znakowanego RNA polipeptyd o masie 99
typhimurium Polimeraza RNA kDa

Tabela 3. Zastosowanie enzymow bakteriofagowych w biologii i biotechnologii na podstawie [76,

77]
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1.3.4. Fagowe sekwencje DNA w inzynierii genetycznej

Wraz z rozwojem genomiki bakteriofagdw, kolejne pochodzace z nich sekwencje
znajdowaly swoje zastosowanie W inzynierii genetycznej. Silne promotory, efektywne
terminatory transkrypcji czy miejsca inicjacji replikacji (ori) pozwalajace na utrzymanie
zawierajacych je episomow w duzej liczbie kopii czynia genomy fagowe doskonatym
punktem wyjscia do budowy wektorow. Szybko zauwazono, ze z genomu faga A mozna
usuna¢ fragment zlokalizowany w centrum, a w jego miejsce wprowadzi¢ inny odcinek
DNA. W ten sposdb powstaty pierwsze wektory A. Sekwencje cos tego faga postuzyly tez
do konstrukcji kosmidow - pierwszych wektoréw do klonowania duzych fragmentéw DNA
(do wielkosci okoto 50kpz) [78]. Réwniez elementy fagéw nitkowatych z rodziny
Inoviridae (M13, fl1 Escherichia coli) wykorzystano do przygotowania wektorow
hybrydowych zwanych fagemidami. Fagi te stosuje si¢ takze w technice prezentacji
fagowej (ang. Phage display). Jest to metoda badania oddziatywan biatek i ich ligandow
(w tym innych bialek), w ktorej klonuje si¢ pofragmentowany genomowegy DNA, cDNA
lub losowe odcinki DNA do wektorow fagowych lub fagemidowych. Miejsce klonowania
znajduje si¢ w obrebie jednego z wirusowych biatek ptaszcza, dzigki czemu sekwencje
kodowane w bibliotece sa eksprymowane jako peptydy fuzyjne na powierzchni faga.
Otrzymana biblioteke zmodyfikowanych fagéw przeszukuje si¢ w procedurze nazywanej
biopaningiem. Roztwdr zawierajacy czastki fagowe podaje si¢ do dotkow lub probowek
optaszczonych ligandem. Po odptukaniu nieswoiscie zwiazanych wirusow wymywa sig
pozostate i namnaza si¢ je W kulturach Escherichia coli. Taki proces zwykle powtarza sig
kilkakrotnie, aby wyselekcjonowa¢ bakteriofagi prezentujace na swojej powierzchni
peptydy o wysokim powinowactwie do liganda [79]. Przyktady elementow genomow

fagowych wykorzystywanych w inzynierii genetycznej zamieszczono w tabeli 4.
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Bakteriofag

Elementy sewencji
wykorzystywane do konstrukgcji

Zastosowanie

wektoréow
CTX . .
. Lo . wektory integrujace do genomu gospodarza
Pseudomonas Integraza I miejsca integracji (Pseudomonas aeruginosa)
aeruginosa
elementy sekwencji
Mu odpowiedzialne za transpozycje wektory do mutagenezy insercyjnej, wektory

Escherichia coli

genomu w tym gen kodujacy
transpozaze

ekspresyjne integrujace do genomu gospodarza

P1
Escherichia coli

sekwencje loxP i gen kodujacy
rozpoznajaca ja rekombinaze¢ Cre

systemy do rekombinacji i wymiany kaset
genowych

zmodyfikowany genom faga

liniowe wektory do klonowania fragmentéw
DNA w Escherichia coli

A
Escherichia coli

gen kodujacy biatko CI (represor
faga A\)

wektory do badania oddziatywan biatko

sekwencje cos odpowiedzialne za
cyrkularyzacje wektora i
pakowanie do kapsydow faga

konstrukcja wektoréw kosmidowych

uktad rekombinacji RED

systemy do rekombinacji in vivo

uktad rekombinacji attP/B

oparte na rekombinacji systemy klonowania
genow o zdefiniowanej orientacji insertu (np
Gateway® firmy Invitrogen)

zmodyfikowany genom faga

konstrukcja wektoréw fagowych,
fagemidowych

d105
Bacillus subtilis

zmodyfikowany genom faga

wektory do ekspresji biatek heterologicznych w
Bacillus subtilis

DdX174
Escherichia coli

gen E kodujacy biatko lityczne
faga

konstrukcja wektoréw z selekcja
rekombinantdéw na podstawie przezywalnosci

Miejsce inicjacji replikacji (ori)

konstrukcja wektorow zdolnych do replikacji w
Escherichia coli

ml3
Escherichia coli

Miejsce inicjacji replikacji (ori)

konstrukcja wektoréow zdolnych do replikacji w
Escherichia coli, mogacych tworzy¢ forme
jednoniciowa

SPO-1 Promotor ekspresja biatek heterologicznych w
Bacillus subtilis komorkach Bacillus subtilis
T3, T4, T7, A
Escherichia coli i Promotor ekspresja biatek heterologicznych w
SP6 Salmonella y Escherichia coli oraz transkrypcja in vitro
typhimurium
f1, fd, m13, T3, L . o
o . erminacja transkrypcji podczas ekspresji biatek
T4, T7, )% sygnaly terminacji transkrypcji . o .
_ . heterologicznych w Escherichia coli
Escherichia coli
m13, fd i f1

Escherichia coli

zmodyfikowany genom

wektory do prezentacji fagowej

Tabela 4. Sekwencje pochodzenia fogowego wykorzystywane w inzynierii genetycznej na podstawie
[80, 81 82, 83, 84, 85, 86, 87].

29



I1. Cel pracy

Celem niniejszej pracy byla charakterystyka faga ®AGATE Bacillus pumilus
wyizolowanego z wody zbiornika eutroficznego, jakim jest Jezioro Goreckie. W zwiazku z
odnalezieniem w jego genomie sekwencji o potencjale aplikacyjnym przystapitem tez do

oceny mozliwosci ich zastosowania.

30



I11. Zadania badawcze

Aby osiagnac powyzszy cel postawitem przed soba nast¢pujace zadania badawcze:

e lzolacje bakterii tlenowych fakultatywnie beztlenowych i aerotolerancyjnych

z wody Jeziora Goreckiego,

e Pozyskanie bakteriofagdéw zakazajacych bakterie najczg$ciej obserwowane

W jeziorze,

e Izolacja materiatu genetycznego odkrytego bakteriofaga
(fag ®AGATE Bacillus pumilus),

e Analiza wielkosci fragmentéw powstatych w wyniku trawienia restrykcyjnego

genomowego DNA faga,
e Uzyskanie sekwencji jego genomu,
e Pozyskanie wstgpnych informacji o strukturze jego proteomu,

e Potwierdzenie aktywnos$ci hydrolazy kwasu poli-y-glutaminowego (enzymu
wybranego ze wzgledu na potencjale zastosowanie w gospodarce cztowieka) w lizatach

fagowych.
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V. Materialy i metody

IV.1. Podloza mikrobiologiczne

IV.1.1. WPCA (ang. Water Plate Count Agar) na 1|

69 tryptonu

39 ekstraktu drozdzowego
159 agaru

pH7.2+0.2

IV.1.2. LB (ang. lysogeny broth, Miller) na 11

5¢ ekstraktu drozdzowego
10g tryptonu
10g NaCl

IV.1.3.LB agar (Miller) na 1l

5g ekstraktu drozdzowego
109 tryptonu

10g NaCl

159 Agaru

IVV.1.4.Pozywa LB z ampicyling (plynna i stala)

Sktad jak LB lub LB agar
z dodatkiem ampicyliny (50pg/ml) (dodano po sterylizacji).

IVV.1.5. Pozywka SOB (ang. Super Optimal Broth, plynna lub stala)

Sktad jak LB lub LB agar
z dodatkiem 0,2% maltozy i 10mM MgSO4 (dodano po sterylizacji)
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IVV.2. Bufory i roztwory:

IV.2.1. Bufor lizujacy (do przygotowywania matryc do reakcji PCR)

0,5% IGEPAL CA-630
10 mM Tris— HCI, pH 8,5

IV.2.2. Bufor TAE 10x

05M Tris — HCI, pH 8,3
100 mM octan sodu
50 mM EDTA

1VV.2.3. Bufor TE 10x

05M Tris—ClI, pH 8,3
50 mM EDTA

IV.2.4. Roztwor PEG 8000

20% roztworu PEG 8000
25 M NacCl

IV.2.5. Obcigzacz do elektroforezy w zelu agarozowym

0,25 % btekit bromofenolowy
0,25 % ksylencjanol
50 % glicerol

1V.2.6. Bufor do rozpuszczania biatek

0,1M Tris-Cl, pH 8,0
10% glicerol
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IV.2.7. Bufor do nakladania bialek (SB — sample buffer)

1x Tris pH 6,8 (0,05 M)
20% glicerol

4% SDS

0,25% btekit bromofenolowy

1\VV.2.8. Bufor elektrodowy (Laemmli)

0,125 M Tris
0,96 M glicyna
0,5% SDS

1V.2.9. Barwnik do bialek (wykorzystywany przy SDS PAGE)

0,25 % Coomassie Brillant Blue R-250
50 % metanol
10 % kwas octowy

1VV.2.10. Odbarwiacz

20 % metanol
10 % kwas octowy

1V.2.11. Bufor do rehydratacji paskow do ogniskowania izoelektrycznego

7™M mocznik
2M tiomocznik
2% (1-4 %) CHAPS
1% DTT

1% (0,25-2 %) Servalyt



1V.2.12. Bufor 1 do réwnowazenia paskéw do ogniskowania izoelektrycznego
(po pierwszym kierunku elektroforezy dwukierunkowej):

50 mM Tris-HCI, pH 8.8

6M mocznik

30% v/v glicerol

2% wiv SDS

0,01% btekit bromofenolowy
1% wiv ditiotreitol

1VV.2.13. Bufor 2 do réwnowazenia paskéw do ogniskowania izoelektrycznego
(po pierwszym kierunku elektroforezy dwukierunkowej)

50 mM Tris-HCI, pH 8.8

6M mocznik

30% viv glicerol

2% wiv SDS

0,01% biekit bromofenolowy
5% wiv jodoacetamid

1V.2.14. Barwnik "Comassie silver blue' do barwienia zeli po elektroforezie
dwukierunkowej

0,12 % Coomassie Briliant Blue G-250
8,5% kwas ortofosforowy

10% siarczan amonu

20% metanol

IV.2.15. Roztwor blgkitu metylenowego do barwienia YPGA

0.23% biekit metylenowy
23% etanol
0.008% KOH
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IV.3. Zele

1V.3.1. Zele do PAGE:

o Zel rozdzielajacy 10% Zel zageszczajac
Sktadniki (1OmJ|) y %Sml) Jacy
40% akrylamid/bisakrylamid 2,5ml 0,83 ml
1,5 M Tris pH 8,8 2,5ml -
0,5 M Tris pH 6,8 - 1,2ml
20% SDS 5ul -
H,O 5,0ml 2,97 ml
TEMED 9 ul 5ul
10% APS 90 pl 50 pl
Razem 10 ml 5ml

Tabela 5. Zel do elektroforezy biatek w warunkach denaturujacych

IV.3.2. Zel do drugiego kierunku (elektroforeza dwukierunkowa)

o Zel rozdzielajacy 10% Zel zageszczajac
Sktadniki (100 r% ) y (go ) Jacy
40% akrylamid/bisakrylamid 25 ml 3,32 ml
1,5M Tris pH 8,8 25 ml -
0,5 M Tris pH 6,8 - 4,8 ml
20% SDS 50 ul -
H,0 50 ml 11,88 ml
TEMED 90 ul 20 ul
10% APS 900 pl 200 ul

Tabela 6. Zel do drugiego kierunku elektroforezy dwukierunkowej
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IV.4. Szczepy:
Escherichia coli DH5a:

thuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA gInV44 ®80 A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1
hsdR17

Izolaty z kolekcji mikroorganizmow Instytutu Roslin i Przetworow Zielarskich

Bacillus subtilis, B. lichenoformis i B. cereus, Enterobacter arogenes, E. agglomerans

oraz Citrobacter freundii

IV.5. Wektoty:

Wektor fagemidowy pBluescript Il KS(-) (Fermentas X52329)

IV.5.1. Wzorce mas czasteczkowych (markery wielko$ci)

e Nova 1kb DNA ladder (Novazym, MA1000-05)
e MassRuler™ DNA Ladder Mix, ready-to-use (Fermentas, #SM0403)
e pUC Mix Marker 8, ready-to-use (Fermentas, #SM0303)
e Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas, #SM0431)

e Prestained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas, #SM0441)

IV.6. Zestawy do identyfikacji bakterii na podstawie wynikow testow
biochemicznych:

e Microbact™ 24E (Oxoid, MB 1074 A)

IV.7. Zestawy do izolacji kwasow nukleinowych

e QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, 28104)
e QIlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, 51304)
e Plasmid Mini AX (A&A Biotech., 010-50)

37



IV.8. Startery:

IV.8.1. Startery do amplifikacji i sekwencjonowania regionu 16S rDNA [88]

Nazwa startera

Sekwencja (5'—3")

S-*-Univ-1492-b-A-21

ACGGCTACCTTGTTACGACTT

S-D-Bact-0008-a-S-20 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
16S1100R AGGGTTGCGCTCGTTG
16S1100.F CAACGAGCGCAACCCT

16S519RDeg GWATTACCGCGGCKGCTG
16S357F CTCCTACGGGAGGCAGCAG

Tabela 7. Startery do amplifikacji i sekwencjonowania regionu 16SrDNA

IVV.8.2. Startery do sekwencjonowania fragmentow DNA klonowanych w wektorach

pBluescript
Nazwa startera Sekwencja (5'—3")
SP6 TATTTAGGTGACACTATAG
T7 TAATACGACTCACTATAGGG
M13F(-47) CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC
M13R TCACACAGGAAACAGCTATGAC

Tabela 8. Startery do sekwencjonowania fragmentow DNA klonowanych w wektorach pBluescript

IVV.8.3. Startery do amplifikacji sekwencji w zakonserwowanych genomach

Caudovirales

Nazwa startera Sekwencja (5'—3")
MITF GGTTTTTCTATYGARGGTGCART
MITR ACTTGHGYRTCWGGTGHTGT
MtF AAATAWATGGAGGTTGTTTRTTGRRT
MtR TCWATYTCACTAAARCCAAYCAGY

Tabela 9. Startery do amplifikacji sekwencji w zakonserwowanych genomach Caudovirales
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IV.8.4. Startery i starery/adaptory stosowane w technice wydluzania miejsca
restrykcyjnego (RSE)

Nazwa startera Sekwencja (5'—3")
ApAatll GTAATACGACTCACTATAGGGCACGTC
ApHaellc GTAATACGACTCACTATAGGGCGCGCC
ApHaellt GTAATACGACTCACTATAGGGCGCGCT
ApKpnl GTAATACGACTCACTATAGGGCGTACC
ApSall GTAATACGACTCACTATAGGGCAGCTC
RSE_AP GTAATACGACTCACTATAGGGC

Tabela 10.Startery i starery/adaptory stosowane w technice wydtuzania miejsca restrykcyjnego

IV.8.5. Startery do wydluzania otrzymanych sekwencji fagowych

Nazwa startera Sekwencja (5'—3")
ML174N TCTCGTGTTTGGTGGAGACCTA
124F177N TGATGGCAGTCTGACCAAAGTT
124F277 AGCCTTGAACAACGTGCAGATA
124F111 AAGTTGTTAGCTTCACACTCTCG
124FIV GGTTCCGTCGTTNACAATCTC
124r170N TCCTCAACCGCTTCTAACTTCTC
124r316 GAACGGCACTATACGGATCATTC
124RIII TTCANTGATCTTTTTCATCTTAACC
124RIV TGCATGTTAACCGCTTCCTC
1fF22 TTTAAGACCATCGAACTTT
1fR22 TATTCTTTTTGCGAGGTAT
36f236N CCAGCAGAAATCACGTAGTCTTT
36F281N CCGTTCAACCCTGTAACATCAG
36F300 TTTGGAAGGGAAATCAAAAA
36F312 TCTTACGTTGGCAGGGTCATTA
3FII AGAAAAGTCTGCTATTTTCACTTTG
3FIV GGTNGAAATCCGGACAGGT
3RII CACGCTTTNAGTCTAACCGATA
3RIV CCTGCTTCGATAACANGTGC
5F192N CACGGCGGGTTCATTAAGTATT
5F233 AGCGGTACAACAACGACACATT
5FIHI GAACATTTGAGGGGCAAAGT
5FIV CCTTTTAAACCTGCCAGNCTA
51124f TCGATAGAGTTCCAGTTCCTG
51124r TCCTCAACCGCTTCTAACTTC
513f GTGCTTCCCACACTTTGGTT

Tabela 11. Startery do wydtuzania otrzymanych sekwencji fagowych
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Nazwa startera Sekwencja (5'—3")
513r CGGCATACTCGAGCTGAATC
5r242N CGTACAGATGAAGCAACACAAGC
5r297 GTTAGCTTGGAACCCATCTCCA
5RIN TCAAAGAAGTCAAAGAAGTGAAAA
5RIV CACTGGAGAAGAAGCAGCAG
6FI1II GCAGCTTTACACACACTGTTGA
6FIFIV AATAACGGGTTTGAGGCANC
6FIIRIV GTAGCGCTAGAGGACGATGG
6fx399R AAAATAAGGTGATCCGTAA
6fx49F ACCAACTCAACTCCAAATA
6RIII TGCGTCTCTTACTGCTCCTTC
6RIV GGACTGCCNTTTTGCTCAC
8F195N GGTCAGTGGTGGAACTTGCTTA
8F290 CTGTAACGCTCAAACCGCTAAA
8r199N TGCGGTTAATGCCATTTAAGTCT
8r210 GTTATCTGCCCTGCGGTTAATG
F1A309A TCTCCCTCTNCTAATATCCTTTTCAA
F3306A CGGAACTCGCTGTCTATTGTG
F5359A AGTTCGGAATGGGATGTGTG
F599 TTGAGGAGGTAAGCTACAT
F6359A GCGNAACTAATGACTTTCAATCTTC
F6I321A TTTAAGGNAAAGGATGATGAGACC
F7316A AGGCTGATAAGGGGGCTGAT
F8333A CCGCTGCCCTTAGAGTTGAG
K1F TGGTCTAAATGGTGGCAAA
K2F CAGGAAAAGGAGGANGAGAGA
K2R CACGTATGGGTACGTGAGTCT
K2R CCCNTTTATTTTCGATCTCGT
K3F AACACACCATCGTTAAACTCG
K3R GGCGTACTTAAGTTAACTCCTTCA
K4F CGCCGTTAGCTTGTGACTTAC
K4R CGGTACAACGGAATTATCACAA
K5F TGCTTAAGGTCGATGACTCCT
K5R AACCGAGAAGCGATTAGACAA
K6F GGTTTGGTAGTGGTTTTGTGTTT
K6R TCCTCCGTTGTAGTATCGGAAT
Mitf237N TGTGGAAAAGTCGAAAGACGAA
Mitf260 GAAGAATCCGAAGAGGCTGAAA
MITF2F GGACTTTGAGACTATGTGGAAAGA

Tabela 11. Startery do wydtuzania otrzymanych sekwencji fagowych cd.
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Nazwa startera

Sekwencja (5'—3")

MIiTF2R TCTTTCCACATAGTCTCAAAGTCC
MitfF184 GTCATCCACGTAGCAGTTTTCG
MitfF210 TCTTGAGCATGGTTCCACATTT
ML243 AGACCGCTTCAGAGACCAGATT
MLF169N TCCGGCTGTCAACTTCTTCTAA
MLF235 AGCTAAAGTCGGGCATATCAGC
MTF2F TCCTCCCTCTCCGGTAAGTT
MTF2R AACTTACCGGAGAGGGAGGA
Pil4F2 GCCACNTCTTCATTTCCTTA
Pil4R2 GCTTTANGGATGGCTATGA
Pi2F2 AAACCAGTTCTCANAAAAAGC
Pi2R2 CATTACTTACTGCGGANTCG
Pi2R2 TCCAGTAGTTTCCCATTTTG
Pi3F2 TGCTCTAATGAGTACAAGTTGC
Pi3R2 TTTCGATATCTTTTATGGCTTC
Pi5F2 CTTGTGACTGGATCATCAGC
Pi5R2 TAAAAGTAGCATTGGCAACC
Pi6F2 CGGTTACTGCGAAGATTNAC
R1278A TTCTCTTGTCATATGTAACCNNTCCT
R128 CTGTCTTTGATTCCTGCCTC
R3358A GGCTATGCCGCAGACACATA
R5305A CGAATTTGTAAGAACTCGTGCAT
R6365A TGGTCCATTTAAAACGACTAGCA
R61246A TTNTTTGGAAGGGAAATCAAAAA
R7337A CGCCAATATGCATAGGGAAA
R8338A TGGATAGTCCTTTAGGGTCAACTATG
T3F GAAGTTGTGGTTGAGAACTA
T3R AAGATATAAGTACCTTCGGGGAAGT
T7F AATCAAGATTGNTATACCCGAAGA
T7R CTACTAGTTCTTGTGCGGAGTGAA

Tabela 11. Startery do wydluzania otrzymanych sekwencji fagowych cd.

41




IV.9. Oprogramowanie i serwisy internetowe:

Analiza obrazow uzyskanych w trakcie rozdzialow elektroforetycznych DNA i biatek:

e BiolD (Vilber Lourmat)

Analiza sekwencji DNA, anotacja genomu fagowego:

e Blastp (NCBI)

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins

e Blastn (NCBI)
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=WGS&BLAST_PROGRAMS=megaBlast&PA

GE_TYPE=BlastSearch

e Blastx (NCBI)
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastx&BLAST_PROGRAMS=blastx&PAGE_TYPE=BlastSearch&SH

OW_DEFAULTS=0n&BLAST_SPEC=&LINK_LOC=blasttab&LAST_PAGE=Dblastn

e Geneious 5.5.7 (Biomatters Ltd)

e DNA Baser v3.5.1 (Heracle BioSoft S.R.L.)

e FGENESB (SoftBerry)
http://linux1.softberry.com/berry.phtml

e Muscle 3.8.31 (Robert Edgar's Bioinformatics Software)

Analiza zeli uzyskanych metoda elektroforezy dwukierunkowe;j:

e Phoretix 2D Range (Nonlinear Dynamics)
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1V.10. Uslugi:

Mikroskopia elektronowa - Wydzialowa Pracownia Mikroskopii Elektronowej i

Konfokalnej, Wydzial Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza

Synteza oligonukleotydéw — Pracowna Sekwencjonowania i Syntezy Oligonukleotydow,

Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie oraz firma Sigma-Aldrich

Sekwencjonowanie DNA - Wydzialowa Pracownia Technik Biologii Molekularnej,
Wydzial Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza

Sekwencjonowanie genomowe - Firma Genomed Sp. z 0. 0. Serwis Sekwencjonowania i

Syntezy Oligonukleotydéw Diagnostyka Genetyczna.

Identyfikacja biatek z zastosowaniem spektrometrii mas — Srodowiskowe Laboratorium

Spektrometrii Mas, Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie
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1V.11. Teren badan:

Proby wody pobierano zaréwno ze strefy pelagialnej jak i litoralnej Jeziora Géreckiego
Jezioro Goreckie jest jeziorem rynnowym zlokalizowanym w centralnej czgsci
Wielkopolskiego Parku Narodowego. Nalezy do zbiornikow eutroficznych. W jego
fitoplanktonie dominuja sinice nitkowate, gtownie Planktothrix agardhii i Aphanizomenon
flos-aquae [89, 90]. Powierzchnia jeziora wynosi 1,0136 km?, glgbokos¢ érednia 8,5 m,
glebokos$¢ maksymalna 16,6 m, objgtos¢ 8598,1 tys. m’, brzegi porastaja lasy [91, 92]. Na
jeziorze znajduja si¢ dwie wyspy. Wigksza z nich nazywana jest Zamkowa ze wzgledu na

znajdujace si¢ na niej ruiny zamku Klaudyny Potockiej.
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1V.12. Metody

1IV.12.1. Pobor préb

Proby pobierano z o$miu stanowisk w obrgbie strefy litoralnej (roztozonych wzdtuz
péinocno-wschodniego brzegu jeziora) oraz z dwoéch stanowisk w obrebie strefy
pelagialnej (zlokalizowanych w najgtebszym punkcie jeziora oraz na pdéinocny zachod od
wyspy Zamkowej).

Proby wody z glgbokosci 0-15m pobierano za pomoca batometru. Wodg
nadosadowa pobierano z wykorzystaniem probnika Kajaka (do prob z osadow dennych).
Proby wody ze strefy litoralnej pobierano za pomoca sterylnej pipety. Material byt
mieszany z pozywka transportowa (LB) w stosunku 6:4.

IV.12.2. lzolacja czystych kultur bakterii z prob wody

200 ul kazdej z prob wysiewano na podtoze state (WPCA patrz IV.1.1) i
inkubowano przez noc w 37°C (a wybrane proby takze w 20°C). Kolonie liczono lub
uznawano za niepoliczalne, jesli ich liczba na ptytce przekraczata 200.

Czyste kultury wyprowadzano metoda posiewu redukcyjnego
(takze na podtozu WPCA).

IVV.12.3. ldentyfikacja szczepow bakterii na podstawie sekwencji regionu
16S rDNA

1V.12.3.1. Przygotowanie matryc do reakcji PCR

Slad biomasy z kolonii bakteryjnej po catonocnej kulturze zawieszono w 30ul
buforu lizujacego (patrz 1V.2.1). Mieszaning inkubowano 10min w 95°C, a nastepnie
chtodzono w lodzie przez 5min. Odwirowywano nierozpuszczalne resztki komorek
(20min, 14000 rpm, 4°C), a nadsacz po przeniesieniu do nowej proboéwki rozcienczano 5-

10 razy.
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1V.12.3.2. Amplifikacja regionu 16S rDNA

W reakcji PCR uzyto starterow S-D-Bact-0008-a-S-20 oraz S-*-Univ-1492-b-A-21
( tabela 7 [88]) stuzacych do powielania regionu kodujacego 16S rRNA. Mieszanina
reakcyjna zawierata: 1x bufor dla polimerazy, 200uM dNTP, 1uM kazdego ze starterow,
0,04U/ul rekombinowanej polimerazy Tagq (Fermentas) oraz 1,5 mM MgCl, oraz 2 ul
matrycowego DNA na kazde 10ul. Reakcj¢ prowadzono w objetosci 10-20 pl w

nastepujacych warunkach:

wstepna denaturacja 95°C 5 min

hybrydyzacja starteréw 48°C 1min

wydhluzanie tancucha 72°C 1min 30s

denaturacja 95°C 1 min

e koncowe wydtuzanie 72°C 15 min.

Produkty reakcji rozdzielano na 1% zelu agarozowym i oczyszczono za pomocg zestawu
QIAquick PCR Purification Kit.

IVV.12.3.3. Sekwencjonowannie produktow PCR

Oczyszczone produkty PCR sekwencjonowano w Wydziatowej Pracowni Technik
Biologii Molekularnej WB UAM za pomoca sekwenatora 3130x Genetic Analyzer
(Applied Biosystems).

Do sekwencjonowania uzyto starterow S-D-Bact-0008-a-S-20 oraz S-*-Univ-1492-b-A-21
(tych samych, co w reakcji PCR).
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IV.12.4. lzolacja bakteriofagéw dla wybranych bakterii wystepujacych w jeziorze
Goreckim

Jako gospodarzy do poszukiwania fagéw wybrano 5 izolatow reprezentujacych
najczesciej obserwowane rodzaje bakterii (wedtug dostepnych wowczas informacji na ten
temat). Wybrane izolaty zostaty oznaczone skrétami pochodzacymi od nazw gatunkow, do

ktorych byty podobne:

AH - Aeromonas hydrophila
AL - Acinetobacter Iwoffii

BP - Bacillus pumilus

EA - Enterobacter amnigenus

PF - Pseudomonas fluorescens

Pierwszym etapem izolacji byto namnozenie fagéw obecnych w probach wody.
Przeprowadzono je w kulturach wzbogaceniowych 0 nastgpujacym sktadzie:

e 10x pozywka LB - 0,5ml

e ptynna kultury jednego z gospodarzy (LB) - 0,5ml

e badana proba wody - 4,5 mi

Kulturg inkubowano w 30°C przez noc przez z *tagodnym wytrzasaniem.
Odwirowywano komorki bakteryjne (10 min, 14 000 rpm, 20°C), a supernatant saczono
przez filtr strzykawkowy Millex 33mm (Millipore) o $rednicy porow 0,22 um. Mikrolitr
tak przygotowanego filtratu nanoszono na podtoze state, na ktorym wcze$niej wysiano 50
ul catonocnej kultury odpowiedniego gospodarza.

Jesli obserwowana byta strefa przejasnienia (lizy lub spowolnionego wzrostu

komorek) mianowano filtrat w celu uzyskania pojedynczych tysinek.

IV.12.,5. Mianowanie faga

Przygotowywano seri¢ rozcienczen mianowanej proby w pozywce SOB, a
nastgpniec mieszano je z kultura gospodarza w proporcji 30ul:100ul. Mieszaning
inkubowano przez 15 min w temperaturze 30°C i wysiewano na podloze state. Miano
obliczano na podstawie $rednich wynikéw otrzymanych na plytkach, na ktorych

zaobserwowano od 10 do 200 tysinek.
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IV.12.6. Namnazanie uzyskanych izolatow faga

1 ml ptynnej pozywki SOB zaszczepiono sladem Kkolonii gospodarza.
Po catonocnej inkubacji w 30°C z tagodnym wytrzasaniem (optimum temperaturowe dla
B. pumilus) kulture zaszczepiono materialem wyizolowanym z pojedynczej tysinki

I ponownie inkubowano przez noc.

IV.12.7. Przygotowanie lizatéw fagowych

Pozywke SOB (w ilosci 50 - 200 ml) zaszczepiano $ladem kolonii gospodarza
I inkubowano w temperaturze 30°C z tagodnym wytrzasaniem przez 20h. Po uptywie tego
czasu do kultury dodawano lizat fagowy o mianie 1x10%-1x10° (uzyskany podczas
namnazania fagow uzyskanych z pojedynczej tysinki lub w poprzednim, podobnym
pasazu) w stosunku 1:100 i inkubowano 22-24h w 30°C, po czym wirowano (10 min. 4000
g, 20°C), aby oddzieli¢ wigkszos¢ komorek bakteryjnych. Tak uzyskane lizaty zamrazano
w - 20°C lub wykorzystywano bezposrednio do izolacji DNA, lub biatka. Cze$¢ kazdego
lizatu saczono przez filtr strzykawkowy Millex 33mm (Millipore) o $rednicy porow

0,22um mianowano i wykorzystywano, jako inokulum do dalszej propagacji faga.

IVV.12.8. Charakterystyka gospodarzy wyizolowanych bakteriofagow

Identyfikacj¢ obydwoch gospodarzy wyizolowanych bakteriofagow prowadzono za
pomoca testow biochemicznych Microbact 24E. Inokulacjg i inkubacjg testow zawiesinami
badanych izolatow bakterii prowadzono zgodnie z zaleceniami producenta. W przypadku
izolatu EA identyfikacje odczytano za pomoca programu dotaczonego do zestawu. W
przypadku izolatu BP identyfikacja zostalta wyznaczona na podstawie poréwnania
otrzymanych wynikow z tabela przygotowana przez Logan'a i Berkeley'a [93].

W celu otrzymania petnej sekwencji regionu 16S rDNA izolatu BP (gospodarza
faga ®AGATE) przeprowadzono powtérne sekwencjonowanie produktu jego powielania.
z wykorzystaniem dodatkowych starterow 16S1100R, 16S1100.F, 16S519RDeg, 16S357F
(patrz tabela 7) [88].

Whyniki identyfikacji izolatu BP potwierdzono réwniez na podstawie analizy

profilow peptydow uzyskanych metoda spektrometrii mas (patrz 1V.12.34).
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IV.12.9. Badania oddzialywan antagonistycznych pomig¢dzy wybranymi gatunkami
bakterii

Oddzialywania migdzy wybranymi izolatami bakterii badano metoda dotkowa na
pozywce WPCA. Do studzienki wycigtej w podtozu, na ktoére wcze$niej wysiano 100ul
catonocnej kultury jednego z mikroorganizméw, podawano 50ul kultury drugiego. Proby
inkubowano w 37°C 1 20°C, a wynik odczytywano po 24h i 48h. Jako wynik pozytywny
(oddziatywanie antagonistyczne) interpretowano strefe przejasnienia (spowolnionego

wzrost warstwy bakterii) zlokalizowana wokot studzienki.

1VV.12.10. Ustalenie zakresu gospodarzy zakazanych przez faga

Aby okresli¢ wrazliwos$¢ innych (niz gospodarze wykorzystani do izolacji) bakterii
na zakazenie fagiem - nanoszono 1l lizatu na podtoze state, na ktérym wcze$niej posiano
badany mikroorganizm. Szalki inkubowano przez noc w 30°C i obserwowano ewentualna
strefe lizy lub zahamowania wzrostu. Wsrod testowanych bakterii byty izolaty Bacillus
subtilis, B. lichenoformis, B. cereus, Enterobacter arogenes, E. agglomerans oraz
Citrobacter freundii uzyskane z kolekcji Instytut Roslin i Przetworow Zielarskich, a takze
uzyskane w trakcie trwania badan izolaty zaklasyfikowane do rodzajow Bacillus i

Enterobacter (po 1 przedstawicielu kazdego wstepnie zidentyfikowanego gatunku).

1VV.12.11. Krzywa replikacji faga ®AGATE

W celu ustalenia dynamiki replikacji faga dodano 10 ul lizatu fagowego
(przygotowanych jak w punkcie 1V.12.7) o mianie ~4x10%pfu/ml do 1 ml catonocnej
kultury B. pumilus (w pozywce SOB patrz IV.1.5). Mieszaning inkubowano w
temperaturze 30°C z fagodnym wytrzasaniem. Z zakazonej Kultury co godzing pobierano

probe i mianowano zawartego w niej faga.
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1VV.12.12. Wizualizacja czastek fagowych za pomoca transmisyjnej mikroskopii
elektronowej

Lizaty fagowe byty saczone przez filtr strzykawkowy Millex 33mm (Millipore) o
srednicy poréw 0,22 um. Otrzymany filtrat byl nastepnie saczony przez filtr
poliwgglanowy Nuclepore Track-Etched Membrane (Whatman) o wielkosci porow 0,015
um. Zatrzymane na nim czastki fagowe byly odplukiwane przez wytrzasanie
w 2% roztworze formaldehydu lub 0,1 M roztworze octanu amonu (w ilosci okoto 1ml).
Czastki fagowe przenoszono na siatki mikroskopowe i wizualizowano przez barwienie
negatywowe fosforanem wolframu. Bakteriofagi obserwowano przy napigciu
przyspieszajacym wiazke 80 kV i powigkszeniu od 120 tys. do 150 tys. razy
w Wydziatowej Pracowni Mikroskopii Elektronowej 1 Konfokalnej WB UAM.

IVV.12.13. Izolacja fagowego DNA

Bakterie pozostate w lizatach fagowych (patrz 1V.12.7) inaktywowano termicznie
(20 minut w temp. 65°C). Zawiesing wirowano (10 min. 4000 g, 20°C), a do 20 ml
otrzymanego nadsaczu dodawano 4 ml 20% roztworu PEG 8000. Mieszaning inkubowano
20 min. w temp. 4°C i ponownie wirowano w celu osadzenia agregatow czastek fagowych
(rotor 55.2 Ti Backman, 35000 rpm, 30 min., 4°C). Otrzymany osad zawierajacy czastki
fagowe zawieszano w 600 pl buforu TE. Nastepnie prowadzono ekstrakcje fenolem (pH
8.0), mieszaning chloroform:fenol (1:1) i chloroformem. W razie potrzeby kazda z
ekstrakcji powtarzano (az do zaniknigcia osadu w interfazie). ). DNA wytracano z
roztworu przez dodanie do fazy wodnej 3 objgtosci mieszaniny 96% etanolu i 3 M octanu
sodu (25:1) i inkubacje przez 10-30 minut w -20°C i odwirowywano (12000 rpm, 10 min,
4°C). Osad DNA przemywano 75% alkoholem etylowym, ponownie wirowano (12000
rpm, 1 minuta, 4°C) i suszono przez 10 min w temperaturze 37°C. DNA zawieszano w 20
ul sterylnej wody Milli-Q i przechowywano w -20°C.Oceng jakosci izolowanego DNA

prowadzono przez elektroforeze w 0,8% zelu agarozowym.
Alternatywnie:

DNA z osadu straconego PEG 8000 (jak powyzej) dwukrotnie oczyszczano zestawem
QlAamp DNA Mini z wykorzystaniem procedury przeznaczonej do izolacji DNA
bakteryjnego (pierwsza runda oczyszczania), a nastgpnie wedtug procedury izolacji DNA z

surowych lizatéw komorkowych i innych prob.
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1V.12.14. Analiza wielkoS$ci fragmentéw restrykcyjnych powstalych w wyniku
trawienia genomowego DNA faga ®AGATE enzymami Kpnl i Sall

DNA fagowe poddano trawieniu za pomoca enzymow restrykcyjnych Kpnl i Sall
(8h w temperaturze 37°C, po zakonczeniu trawienia przeprowadzono inaktywacje
termiczna enzymu wedlug wskazan producenta). Otrzymana mieszaning fragmentow
stracano trzema objetosciami lodowatego 96% etanolu, po uprzednim dodaniu
0,2 objetosci 1,5 M roztworu octanu amonu. Préby inkubowano przez 20 min
w temperaturze -20°C, wirowano (14000 rpm, 30 min, 4°C), przemywano lodowatym 75%
etanolem i ponownie wirowano (14000 rpm, 5 min., 4°C). Osad suszono w temperaturze
37°C, po czym zawieszano w sterylnej wodzie Mili-Q.

Otrzymang mieszaning rozdzielano w 1% zelu agarozowym. Obraz rozdziatu

analizowano za pomoca programu BiolD.

IV.12.15. Przygotowanie i sekwencjonowanie biblioteki fagowego DNA

1VV.12.16. Przygotowanie komérek kompetentnych Escherichia coli DH5a

50 ml ptynnej pozywki LB zaszczepiono 1ml catonocnej kultury DHS5a (takze w
LB), a nast¢pnie inkubowano w 37°C z lekkim wytrzasaniem do osiagnigcia ODgpo=0,4-
0,6. Kulture wirowano (10 min, 3000 rpm, 4°C), odrzucano nadsacz, a komorki
zawieszono w 25 ml sterylnego, schtodzonego (4°C) roztworu 50mM CaCl,/5SmM PIPES o
pH 7,0 i inkubowano w lodzie przez 30 min, delikatnie mieszajac. Po inkubacji w lodzie
komorki odwirowano (10 min., 1700g) i zawieszono w 5 ml schtodzonego roztworu 50mM
CaCl,/5mM  PIPES o pH 7,00 Proby inkubowano w lodzie przez
20 min. Po zakonczeniu inkubacji dodano sterylnego glicerolu do stezenia koncowego
15% i rozdzielono otrzymana mieszaning na porcje o objetosci 200 ul, ktére zamrozono W

ciektym azocie i przechowywano w -80°C.

IV.12.17. Ligacja fragmentéw restrykcyjnych z wektorem pBluescript

W celu przeprowadzenia ligacji przygotowano mieszaning o sktadzie:
1 ul — 10x bufor do ligazy DNA T4
1 ul — ligazy DNA T4 (5u/ul)
6 ul — mieszaniny fragmentow restrykcyjnych (trawionych odpowiednio Sall lub Kpnl)
2 ul — wektora pBluescript (10ng/ul)

Mieszaning inkubowano przez 2,5h w temperaturze 21°C.
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1VV.12.18. Transformacja komorek E. coli konstruktami zawierajacymi fragmenty
restrykcyjne fagowego DNA

Komérki kompetentne E. coli rozmrazano na lodzie, po czym do 50 ul zawiesiny
komorek dodano 10 pl mieszaniny ligacyjnej i inkubowano na lodzie przez 20 minut. Po
uptywie tego czasu poddano komorki szokowi cieplnemu (ang. heat-shock) (75 sekund,
42°C) i umieszczono w lodzie na 3 minuty. Dodano 940 ul pozywki LB (bez antybiotyku) i
inkubowano w temp 37°C przez 1-1,5 godziny, delikatnie wytrzasajac. Komorki
odwirowano (10 minut, 4000 rpm, 20°C) supernatant odrzucono, a osad zawierajacy
komorki bakteryjne zawieszono w 200 ul pozywki LB. Bakterie wysiewano na podtoze
state (LB z ampicyling) W objgtosci 50 ul i 150 pl. Selekcje transformantow

przeprowadzono na podstawie wyniku testu a-komplementacji.

1V.12.19. Izolacja plazmidowego DNA

Sladem kolonii kazdego z wyselekcjonowanych transformantéw zaszczepiono 10
ml ptynnej pozywki LB z ampicylina, po czym inkubowano tak otrzymana kulturg w 37°C
przez noc z intensywnym wytrzasaniem. Otrzymane komorki oddzielano przez wirowanie
(10 minut, 4000 rpm, 20°C) i izolowano DNA plazmidowy za pomoca zestawu Plasmid
Mini AX. Jako$¢ DNA i wielko$¢ otrzymanych konstruktow oceniano na podstawie obrazu

ich rozdziatu w 1% zelu agarozowym.

1V.12.20. Sekwencjonowanie otrzymanych konstruktow

Oczyszczone DNA plazmidowe wykorzystano jako matryce do sekwencjonowania
ze starterow T7, SP6, M13f i M13r (t). Sekwencjonowanie prowadzono w Wydziatowej
Pracowni Technik Biologii Molekularnej przy uzyciu sekwenatora 3130x Genetic

Analyzer.
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1V.12.21. Amplifikacja sekwencji zakonserwowanych u bakteriofagow z rzedu
Caudovirales

Na podstawie poréwnania wielu sekwencji zaprojektowano zdegenerowane startery
do ampifikacji niepoznanych jeszcze sekwencji w genomie faga OAGATE
zakonserwowanych u wybranych fagéw z rzedu Caudovirales: zalezna od S-adenoylo-L-
metioniny metylotransferze DNA oraz mniejsze biatko kapsydu (proteazg progltowki).

Mieszanina reakcyjna zawierata:

1x bufor dla polimerazy, 200uM dNTP, 1uM kazdego ze starterow, 0,04U/ul
rekombinowanej polimerazy Taq (Fermentas) oraz 1,5 mM MgCI2. oraz 2 ul matrycowego
DNA na kazde 10ul. Reakcj¢ prowadzono w objetosci 10-20 pul w nastepujacych

warunkach:

e wstegpna denaturacja 95°C, 5 min,

e hybrydyzacja starteréw 50°C, 30 s,

e wydluzanie tancucha 72°C, 1 min 30 s,
e denaturacja 95°C, 1min,

e koncowe wydluzanie 72°C, 15 min,

Po ocenie dlugosci i jakosci produktow PCR na podstawie obrazu rozdziatu
elektroforetycznego wybrane z nich oczyszczano (zestawem QIAquick PCR Purification
Kit) i sekwencjonowano. Sekwencjonowanie przeprowadzono w Wydziatowej Pracowni
Technik Biologii Molekularnej z wykorzystaniem tego samego zestawu starteréw co do

amplifikacji.
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1V.12.22. Wydluzanie otrzymanych sekwencji

Sekwencje otrzymane w trakcie sekwencjonowania biblioteki fagowego DNA
wydtuzano technikami chodzenia po genomie (lub spaceru po genomie, ang. genome

walking). Zastosowano nast¢pujace metody:

e sekwencjonowanie na matrycy genomowej lub plazmidowe] ze starterow

zaprojektowanych na podstawie znanych odcinkow
e PCR z "jednego startera"
e wydluzalnie miejsca restrykcyjnego

e laczenia znanych fragmentow DNA za pomoca PCR z wykorzystaniem starterow

zaprojektowanych na podstawie sekwencji znajdujacych sig na ich koncach.

1V.12.23. Sekwencjonowanie na matrycy genomowej lub plazmidowej
(ang. primer walking)

Sekwencjonowanie prowadzono w Wydziatlowej Pracowni Technik Biologii
Molekularnej przy uzyciu sekwenatora 3130x Genetic Analyzer. Wykorzystano do tego
celu startery opisane w tabeli 11. Podobnie sekwencjonowano wszystkie opisane ponizej

produkty reakcji PCR.

1V.12.24. PCR "'z jednego startera"

PCR "z jednego startera™ (ang. single primer PCR) jest to technika, w ktorej
wykorzystuje si¢ niespecyficzne wigzanie startera do matrycy przy obnizonej temperaturze
hybrydyzacji.

Pierwsza rude przeprowadza si¢ jedynie ze starterem specyficznym dla znanej
sekwencji. DNA syntezowane jest w kierunku nieznanego fragmentu, gdzie ten sam starter
powinien si¢ przylaczy¢ niespecyficznie. Zwykle podczas pierwszej rundy amplifikacji
powstaje wiele roznych produktéw. Przeprowadza si¢ wigc druga, stanowiaca swoista
odmiang "zagniezdzonej" (ang. nested) reakcji PCR. Tym razem uzywa si¢ startera z
pierwszej rundy (ktory hybrydyzuje teraz do obydwdch koncéw amplikonu) i drugiego,
zaprojektowanego tak, aby hybrydyzowat za (w kierunku 3' od) miejscem przylaczania
pierwszego startera (to jest blizej brzegu znanej sekwencji) [94].

W reakcji PCR "z jednego startera™ wykorzystywano startery z tabeli 11, a warunki reakcji

byty nastegpujace:
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| Runda:
Mieszanina reakcyjna zawierata:

Ix bufor dla polimerazy, 200uM dNTP, 2uM startera dla rundy 1, 0,04U/ul
rekombinowanej polimerazy Taq (Fermentas) oraz 1,5 mM MgCI2. oraz od 2 pul

matrycowego DNA na kazde 10pul.
Warunki amplifikacji:
Wstepna amplifikacja przy podwyzszonej temperaturze hybrydyzacji starterow, stosowana

dla poprawienia specyficznosci reakcji (ang. touchdown)

e wstgpna denaturacja 94°C, 1 min
e denaturacja 94°C, 30 s
e hybrydyzacja starteréw 55°C, 45 s

e wydluzanie tancucha 72°C, 2 min 10 s
5 cykli

e denaturacja 94°C, 30 s

e hybrydyzacja starterow 45 s (temperatura r6zna, w zaleznosci od zastosowanej pary

starterow)
e wydluzanie tancucha 72°C, 2 min 10 s

30 cykli

e koncowe wydtuzanie 72°C, 5 min
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I Runda:
Mieszanina reakcyjna zawierata:

Ix bufor dla polimerazy, 200uM dNTP, 0,2uM startera dla rundy I 2,5uM startera dla
rundy II, 0,04U/ul rekombinowanej polimerazy Taq (Fermentas) oraz 1,5 mM MgCI2. oraz
od 2 ul matrycowego DNA na kazde 10ul.

Warunki amplifikacji:
Wstegpna amplifikacja przy podwyzszonnej temperaturze hyrydzacji starteréw

e wstgpna denaturacja 94°C, 1 min

e denaturacja 94°C, 30 s

e hybrydyzacja starteréw 55°C, 45 s

e wydhuzanie tancucha 72°C, 2 min 10s

5 cykli

e denaturacja 94°C, 30s
e hybrydyzacja starterow 45s (temperatura rézna, w zaleznos$ci od zastosowanej pary
starterow wyzsza o 3-5°C niz w rubdzie pierwszej)

e wydhuzanie tancucha 72°C, 2min 10s
30 cykli

e koncowe wydtuzanie 72°C, 5min

Produkt rozdzielano na 1% zelu agarozowym i oczyszczono za pomoca zestawu QIAquick
PCR Purification Kit (QIAGEN).
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1V.12.25. Wydluzanie miejsc restrykcyjnych (ang. RSE - restriction site extension)

Wydtuzanie miejsc restrykcyjnych to metoda pozwalajaca na poznanie sekwencji
znajdujacej si¢ pomiedzy znanym odcinkiem DNA, a najblizszym miejscem cigcia dla
wybranej endonukleazy restrykcyjnej. DNA genomowe trawi Si¢ enzymem generujacym
lepkie konce. Tak przygotowana matryca jest amplifikowana w trakcie zmodyfikowanej
reakcji PCR. Jednym starterem jest specyficzny dla znanej sekwencji, a drugi to
starter/adaptor ~ zaprojektowanym  tak, aby jego 3' koniec hybrydyzowat
do miejsca restrykcyjnego. Pierwszym etapem jest przylaczanie startera/adaptora
do kohezyjnego konca DNA. Wystajacy koniec jest nastgpnie wydtuzany przez polimerazg
Taq na matrycy adaptora, powstaje wigc sekwencja do niego komplementarna. Nast¢pnie
rozpoczyna si¢ normalna reakcja PCR pomigdzy nowo utworzonym miejscem
hybrydyzacji startera/adaptora, a miejscem wiazania startera specyficznego wzgledem
znanej sekwencji. Zwykle w reakcji powstaja liczne niespecyficzne produkty, wigc
wykonywana jest druga runda amplifikacji, w ktdrej jeden starter zaprojektowany jest tak,
ze hybrydyzuje z fragmentem sekwencji adaptorowej, a drugi jest starterem
"zagniezdzonym" (w stosunku do specyficznego wzgledem znanej sekwencji startera z
pierwszej rundy, podobnie jak w przypadku PCR "z jednego startera™) [95].

W reakcji wykorzystywano startery adaptorowe (tabela 10) oraz startery

z tabeli 11. Stosowane warunki reakcji prezentowaty sie nastgpujaco:
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| Runda

Mieszanina reakcyjna zawierata:

Ix bufor dla polimerazy, 200uM dNTP, 1uM startera specyficznego wzgledem znanej
sekwencji dla rundy I, 1uM startera/adaptora, 0,04U/ul rekombinowanej polimerazy Taq
(Fermentas) oraz 1,5 mM MgCl,. oraz od 2 ul matrycowego DNA

Warunki amplifikacji:

Synteza odcinka komplementarnego do starteréw/adapterow:

e denaturacja 94°C 2 min

e hybrydyzacja starteréw/adaptoréw do wystajacego konca miejsca restrykcyjnego
45°C20s

e wydluzanie fancucha 72°C 5 s

Wtasciwa reakcja PCR:

e denaturacja 94°C 30 s

e hybrydyzacja starteréw/wydtuzanie tfancucha 72 3 min 10 s (-1°C na kazdy kolejny
cykl, az do osiagnigcia wlasciwej temperatury hybrydyzacji dla kazdej pary

starter6w wynoszacej Tm -5°C gdzie Tm to $rednia temperatura topnienia pary)
20 cykli (od momentu osiagnigcia wtasciwej temperatury hybrydyzacji)

e koncowe wydluzanie 72°C 8 min
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Il Runda

Mieszanina reakcyjna zawierata:

1x bufor dla polimerazy, 200uM dNTP, 1uM startera specyficznego wzgledem znanej
sekwencji dla rundy II, 1uM startera specyficznego wzgledem adaptora, 0,04U/pl
rekombinowanej polimerazy Taq (Fermentas) oraz 1,5 mM MgCl,. oraz od 2 pul

matrycowego DNA
Warunki amplifikacji:

e wstegpna denaturacja 94°C 2 min

e denaturacja 94°C 30 s

e hybrydyzacja starterow/wydtuzanie tancucha 72 3 min 10 s (-1°C na kazdy kolejny
cykl, az do osiagnigcia wilasciwej temperatury hybrydyzacji dla kazdej pary

starterow wynoszacej Tm -1°C gdzie Tm to $rednia temperatura topnienia pary)
25 cykli (od momentu osiagnigcia wtasciwej temperatury hybrydyzacii)

e koncowe wydluzanie 72°C 8 min

1VV.12.26. Laczenie otrzymanych sekwencji.

Laczenie otrzymanych sekwencji prowadzono technika PCR. Wykorzystywano
startery opisane w tabeli 11. Mieszanina reakcyjna zawierata, 1x bufor dla polimerazy,
200pM dNTP, 1uM kazdego ze starterow, 0,04U/ul rekombinowanej polimerazy Taq
(Fermentas) oraz 1,5 mM MgCl,. oraz od 2ul matrycowego DNA na kazde 10ul. Warunki
reakcji roznity si¢ w zaleznoSci od wybranej pary starterow i przewidywanej dlugos$ci

produktu.
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1VV.12.27. Sekwencjonowanie calego genomu metoda 454

Sekwencjonowanie metoda 454 i ztozenie otrzymanych odczytéw wykonano

w firmie Genomed, za pomoca sekwenatora GS Junior (Roche).

1VV.12.28. Skladanie i annotacja genomu faga

Skladanie (wraz z automatycznym odcinaniem fragmentow pochodzacych
z wektoréw lub o stabej jakosci odczytu) sekwencji otrzymanych z sekwencjonowania
metoda Sangera i 454 prowadzono przy pomocy zestawu narzedzi Geneious przy
najwyzszej dostgpnej czulosci. Takze przewidywanie ramek odczytu prowadzono
wykorzystujac algorytm z tego zestawu. Jako minimalng dlugo$¢ ramki wybrano 90
nukleotyddw, a automatyczng translacje przeprowadzono wedtug tabeli bakteryjnego kodu
genetycznego.

Analize podobienstwa otrzymanych sekwencji biatkowych prowadzono stosujac
algorytm Blastp. Jako maksymalna warto$¢ oczekiwana dla uzyskanych trafien wybrano
1x10%. Analize obecnosci operonéw prowadzono za pomoca narzedzia FGENESB
(SoftBerry). Jako szablon do przewidywania operonow wykorzystano dane na temat

Bacillus subtilis.

1VV.12.29. Przygotowanie ekstraktéw calkowitego bialka z zakazonych
i niezakazonych kultur fagowych przez stracanie siarczanem amonu.

Kultury B. pumilus niezakazone fagiem ®AGATE poddawano sonikacji (15 cykli
po 20s, 40 sekund przerwy, przy maksymalnej mocy sonikatora). Z tak przygotowanych
lizatow, a takze z lizatbw fagowych (patrz 1V.12.7) odwirowywano i odrzucono
nierozpuszczalne pozostatosci komorek bakteryjnych (20 min, 14000 rpm, 4°C). Zawarte
w nadsaczu biatko bylo nastgpnie stracane przez dodanie odpowiedniej ilosci nasyconego
roztworu siarczanu amonu. Biatka z kultur niezakazonych stracono w 60% oraz 80%
nasyceniu siarczanu amonu. Dla lizatow z kultur zakazonych fagiem przygotowano
dodatkowa probe stracona przy 50% nasyceniu tej soli. Precypitat rozpuszczano w buforze
do rozpuszczania biatka (rozdziat 1V.2.6).
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1VV.12.30. Przygotowanie ekstraktu biatka z zakazonych fagiem ® AGATE kultur
B. pumilus przez stracanie PEG 8000
(zageszczanie bialek zwigzanych z czastkami fagowymi)

Z lizatow fagowych (patrz 1V.12.7)odwirowano nierozpuszczalne pozostatosci
komorek bakteryjnych (20 min, 14000 rpm, 4°C). Do 20 ml otrzymanego nadsaczu
dodawano
4ml roztworu PEG 8000 (rozdziat 1V.2.4), a po wymieszaniu inkubowano 20 min. w temp.
4°C 1 ponownie wirowano w celu osadzenia agregatow czastek fagowych (rotor 55.2 Ti
Backman, 35000 rpm, 30 min., 4°C). Precypitat zawieszano w buforze do zawieszania

biatka (IV.2.6).

IV.12.31. Oczyszczanie bialek z otrzymanych ekstraktow

Biatko ekstrahowano fenolem (pH 8.0). Fazg fenolowa przemywano sterylna woda
Mili-Q trzy lub wigcej razy (jesli po wirowaniu faza wodna nie byla klarowna).
Rozpuszczone biatka wytracano z roztworu czterema objgtosciami lodowatego 100%
acetonu i inkubowano przez noc w -20°C. Po odwirowaniu (30 min, 14000 rpm, 4°C),
osad przemywano trzykrotnie 100% acetonem i suszono okoto lh pod komorg
z laminarnym przeptywem powietrza, w temperaturze pokojowej. Stezenie uzyskanego
biatka oznaczano metoda Bradford, a jego jako$¢ na podstawie obrazu w rozdziale

elektroforetycznym.

IV.12.32. Rozdzialy bialek z zakazonych i niezakazonych fagiem ® AGATE
kultur B. pumilus w warunkach denaturujacych (PAGE)

Do rozdzialu bialek bakteriofagowych wykorzystano dwustopniowy zel
poliakryloamidowy, o sktadzie podanym w punkcie [V.3.1. Elektroforeze biatek
prowadzono w buforze Laemmli przez 2 h przy nat¢zeniu 30 mA i napigciu 120 V. Przed
nalozeniem na zel proby obciazano barwnikiem do nakladania  bialek
(SB — IV.2.7) w stosunku 1:1 i inkubowano przez 10 min w 95°C. Rozdzial
elektroforetyczny prowadzono w obecnosci markera mas czasteczkowych SM431
Unstained Protein Molecular Weight Marker lub SM0441 Prestained Protein Molecular
Weight Marker.
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1V.12.33. Elektroforeza dwukierunkowa bialek fagowych oraz bakteryjnych

Oczyszczone biatko fagowe zawieszano w buforze do rehydratacji (rozdzial
IV.2.11), tak aby uzyska¢ koncowe stezenie 0,75mg/ml. Do rynienek naktadano 400 pl
buforu do rehydratacji, a nastgpnie umieszczano w nich pasek do ogniskowania
izoelektrycznego (IPG BlueStrip 4-7/18 cm). Calos¢ pokrywano ptynem zabezpieczajacym
przed parowaniem (PlusOne cover fluid, GE Healthcare) i inkubowano przez noc w

temperaturze pokojowej. Ogniskowanie izoelektryczne prowadzono w nastepujacych

warunkach:
Krok programu Napiecie [V] Czas [h] Czas trwania [Vh]

1 300 0,25 75

2 600 0,25 150

3 1500 0,25 375

4 3000 0,5 1500

5 6000 5-7 30000-42000

Calos¢ 6,25-8,25 ok. 32100-44100

Tabela 12. Warunki ogniskowania izoelektrycznego.

Po zakonczeniu paski rownowazono 10 min w buforze rownowazacym 1 (IV.2.12) i
kolejnych 10 minut w buforze rownowazacym 2 (1V.2.13), a nastg¢pnie naktadano na zel do
drugiego kierunku (tabela 6).

Wertykalny rozdziat elektroforetyczny (PAGE) prowadzono przy napigciu 80-
90V/zel tak dtugo, az czoto barwnika zblizylo si¢ na 1-3 cm do dolnej granicy zelu.

Zele wybarwiano roztworem Coomassie Silver Blue (IV.2.14) i odbarwiano woda

dejonizowana.

1VV.12.34. Identyfikacja bialek fagowych na podstawie profilu peptydow otrzymanego
w spektrometrii mas

Oczyszczone biatka byly trawione trypsyna, a profil peptydow otrzymano metoda
potaczonej z chromatografia cieczowa, tandemowej spektrometrii mas z jonizacja typu
electrospray (LC-ESI-MS/MS) w Srodowiskowym Laboratorium Spektrometrii Mas w
IBB PAN w Warszawie.

Otrzymany profil byl analizowany za pomoca programu Mascot. Minimalna

warto$¢ punktacji, przy jakiej identyfikacje uznawano za wiarygodna wynosita 50.
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1VV.12.35. Analiza filogenetyczna na podstawie przewidywanej sekwencji glownego
bialka kapsydu oraz bialka portalu

Sekwencje glownego biatka kapsydu i biatka portalu otrzymano na podstawie
translacji in vitro otwartych ramek odczytu kodujacych te biatka w genomie faga
®AGATE. Do analizy filogenetycznej uzyto takze wszystkich odnalezionych w bazie NR
Protein sekwencji fagowych, dla ktorych wartos¢ oczekiwana algorytmu blast (przy
przeszukiwaniu sekwencja gldwnego biatka kapsydu i biatka portalu faga PAGATE) byta
mniejsza niz 1x10%. Sekwencje poréwnano za pomoca programu Geneious metoda
MUSCLE, a nastepnie przygotowano dendrogramy konsensusowe (z 1000 powtdrzen)
metodami UPGMA i Neighbour Joining w tym samym programie przy ustawieniach
domyslnych [96].

1VV.12.36. 1zolacja kwasu poli-y-glutaminowego (yYPGA) z kultur bakteryjnych

Izolacje kwasu poli-y-glutaminowego (ang. YPGA, poly-y-glutamic acid)
prowadzono nieznacznie zmodyfikowana procedura Goto i Kunioka [97]. Z catonocnej
kultury izolatu BA (gospodarza faga) odwirowywano komorki (2x10min, 14000 rpm, 4°C,
za kazdym razem osad odrzucano a supernatant przenoszono do nowej prébowki). YPGA z
supernatantu stracano czterema objetosciami 100% metanolu w temperaturze -20°C przez
1h, odwirowywano (40min, 14000 rpm, 4°C). Osad przemywano 75% metanolem i
zawieszano w 1% roztworze chlorku sodu. Odwirowywano nierozpuszczalne
zanieczyszczenia i ponownie stracano YPGA czterema objgtosciami metanolu tym razem
w temperaturze 4°C przez noc. Otrzymany osad ponownie odwirowywano (40min, 14000
rpm, 4°C), przemywano 75% metanolem i suszono pod komora z laminarnym przeptywem
powietrza, w temperaturze pokojowe] przez noc. Po wysuszeniu, osad wazono 1
zawieszano w sterylnej wodzie Mili-Q. Jako$¢ wyizolowanego YPGA oceniano przez
rozdziat elektroforetyczny w 1% zelu agarozowym. Dla pordéwnania rozdzielano takze
YPGA poddane trawieniu proteinaza K (10min, 30pg enzymu, 56°C 0,5 bufor AL z
zestawu QIAamp DNA Mini). Obraz rozdziatu uwidaczniano przez barwienie polimeru

zawartego w zelu roztworem bigkitu metylenowego.
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1VV.12.37. Testy aktywnosci hydrolazy kwasu poli-y-glutaminowego

Test aktywnosci hydrolazy YPGA przeprowadzono wedtug Kimury i Itoh [98], z ta
rdznica, ze nie izolowano enzymu, lecz badano aktywno$¢ w ekstraktach zawierajacych
wszystkie biatka z zakazonych lub niezakazonych fagiem ®AGATE kultur B. pumilus.

Do 194 ul przygotowanej mieszaniny reakcyjnej (~15 mg/ml y-PGA zawieszonego
w 10 mM fosforanie sodowym [pH 7.5] i 150 mM chlorku sodu) podano na lodzie 6 ul
ekstraktu zawierajacy 10 pg catkowitego biatka z zakazonych kultur. Jako kontrole
przygotowano taka sama mieszaning, do ktorej podano ekstrakt zawierajaca taka sama
ilo§¢ biatka z kultur niezakazonych. Reakcje prowadzono w 37°C. Z kazdej mieszaniny
pobierano proby po 20 ul przed podaniem enzymu, natychmiast po podaniu, a takze po 0,5
h i po 1h. Degradacj¢ YPGA oceniano na podstawie obrazu rozdziatu elektroforetyczny w
1% zelu agarozowym. Obraz rozdzialu uwidaczniano przez barwienie polimeru zawartego

w zelu roztworem biekitu metylenowego.
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V. Wyniki

V.1. lzolacja bakterii tlenowych, fakultatywnie beztlenowych i
aerotolerancyjnych z prob wody

Proby wody do badan pobierano z Jeziora Goéreckiego wysiewano na
podloze state. Bakterie hodowano i liczono w sposob opisany w punkcie 1V.12.1.
Miano bakterii roznito si¢ znacznie w zaleznosci od €zasu i miejsca poboru proby.
W strefie litoralnej uzyskano najwigcej kolonii z posiewow prob pobranych
w miesiacach letnich. Maksimum ($rednio 604,63 cfu/ml) przypadato na sierpien 2009.
Najnizsze miano ($rednio 15 cfu/ml) uzyskano z posiewéw prob pochodzacych
z pazdziernika 2009. Nalezy zaznaczy¢, iz w zwiazku z niestabilna pokrywa lodowa
dane z stycznia 1 lutego 2010 nie sa dostgpne. W profilu pionowym najwyzsze miano
zaobserwowano w probach pobranych bezposrednio znad osadu ($rednia 634,26 cfu/ml)
oraz pomigdzy powierzchnia i piatym metrem glgbokosci (Srednio 362,19 cfu/ml).
Pomigdzy piatym metrem, a dnem (15m) liczba kolonii byta znacznie mniejsza (Srednio
20,77 cfu/ml). Wyzsze wyniki uzyskano dla kultur inkubowanych w temperaturze 37°C
(Srednio 418.38 cfu/ml) nizsze natomiast w 20°C (Srednio 342,82 cfu/ml)

W strefie pelagialnej dla prob popranych w marcu i1 czerwcu 2010 uzyskano
niepoliczalng ilo$¢ kolonii. Zaggszczenie populacji moze by¢ wigec najwigksze wilasnie
w tych miesiacach. Najwyzsza (policzalna) liczbg kolonii uzyskano w czerwcu 20009.

Czyste kultury zostaty wyprowadzone dla 117 klonéw ze strefy litoralnej oraz

293 klonow ze strefy pelagialne;.
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V.2. Identyfikacja szczepow bakterii na podstawie fragmentow
sekwencji regionu 16S rDNA

Po wyprowadzeniu czystych kultur bakterie identyfikowano na podstawie
sekwencji regionu kodujacego 16S rRNA. Przynajmniej czgsciowa sekwencje udato si¢
pozna¢ dla 61 izolatow pochodzacych ze strefy litoralnej 1 149 ze stefy pelagialne;.

Wsrod bakterii wyizolowanych z litoralu zidentyfikowano przedstawicieli
rodzajow: Acinetobacter, Aeromonas, Bacillus, Enterobacter, Exiguobacterium, Hafnia,
Pantoea, Pseudomonas, Raoultella, Serratia, Sphingobacterium, Staphylococcus oraz
Stenotrophomonas. Przedstawicieli rodzajow: Acinetobacter, Aeromonas, Bacillus,
Carnobacterium, Cronobacter, Deinococcus, Enterobacter, Exiguobacterium,
Flavobacterium, Hafnia, Moraxella, Pantoea, Pectobacterium, Pseudomonas, Serratia
a takze Shewanella zidentyfikowano w pelagialu.

Do dalszej analizy wybrano pig¢ izolatow bakterii reprezentujacych rodzaje
najczesciej obserwowane w badanych probach wody. Selekcji dokonano przed
uzyskaniem pelnych danych na temat sktadu populacji bakteryjnej aby jak najwczesniej
przystapi¢ do poszukiwania fagow. Wybrane izolaty zostaly oznaczone skrotami

ustalonymi na podstawie najbardziej podobnych gatunkow:

AH - Aeromonas hydrophila
AL - Acinetobacter Iwoffii

BP - Bacillus pumilus

EA - Enterobacter amnigenus

PF - Pseudomonas fluorescens
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49
50
51
52
53
54
55

- Gatunek

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter johnsonii
Acinetobacter Iwoffii*
Aeromonas hydrophila*
Aeromonas jandaei
Aeromonas popoffii
Aeromonas salmonicida
Aeromonas veronii
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus arsenicus
Bacillus aryabhattai
Bacillus idriensis

Bacillus indicus

Bacillus lentus

Bacillus licheniformis
Bacillus marisflavi
Bacillus megaterium
Bacillus pumilus*

Bacillus simplex

Bacillus subtilis
Bacterium NLAE-zI-P845
Carnobacterium maltaromaticum
Cronobacter sakazakii

Deinococcus aquaticus

Liczba klonéw

Litoral Pelagial

N N

N = = )

N PN

N B

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

Gatunek

Enterobacter aerogenes
Enterobacter amnigenus*
Enterobacter cancerogenus
Enterobacter mori
Exiguobacterium acetylicum
Exiguobacterium oxidotolerans
Exiguobacterium sibiricum
Exiguobacterium undae
Hafnia alvei

Moraxella osloensis

Pantoea agglomerans
Pectobacterium carotovorum
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas alcaligenes
Pseudomonas fluorescens*
Pseudomonas fragi
Pseudomonas fulva
Pseudomonas koreensis
Pseudomonas mandelii
Pseudomonas putida
Shewanella putrefaciens
Sphingobacterium anhuiense
Sphingobacterium kitahiroshimense

Staphylococcus lentus

Klony nie wykazujace znacznego podobienstwa do opisanych gatunkéw

Gatunek

Acinetobacter sp.
Aeromonas sp.

Grupa Bacillus cereus '
Bacillus sp.
Enterobacter sp.

Exiguobacterium sp.

Flavobacterium sp.

Liczba klonow

Litoral Pelagial

2
7

14
2
20
12
1

1

56
57
58
59
60
61
62

Gatunek

Pantoea sp.
Pseudomonas sp.
Raoultella sp.
Serratia sp.
Shewanella sp.
Stenotrophomonas sp.

inne Enterobacteriaceae

Liczba klonéw

Litoral

= N e

Pelagial

= P 0 -

Liczba klonow

Litora Pelagial

7
2

1
12

Tabela 13.Wstepna identyfikacja izolatow bakterii z Jeziora Goreckiego na podstawie

analizy sekwencji 16SrDNA.

* Gwiazdka oznaczono izolaty wybrane do dalszej analizy.

' Szczepy z grupy Bacillus cereus umieszczono w drugiej czesci tabeli ze wzgledu na niemozliwoéé

zaklasyfikowania jej przedstawicieli do gatunku na postawie sekwencji 16S.
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V.3. Badania oddzialywan antagonistycznych pomiedzy wybranymi
gatunkami bakterii

W trakcie badan oddziatywan migdzy wybranymi izolatami, metoda
dotkowa (patrz 1V.12.9) jedynie izolat BP wykazywal dziatanie hamujace wzrost PF.
Wokot pozostatych szczepow nie zaobserwowano stref zahamowania wzrostu, co

wskazuje na brak oddziatywan antagonistycznych mig¢dzy tymi bakteriami.

V.4. Izolacja bakteriofagow dla wybranych bakterii wystepujacych w
Jeziorze Goreckim

W celu wyizolowania bakteriofagdw swoistych wzglgdem wybranych
izolatow bakterii, wirusy zawarte w probkach wody namnozono w kulturach
wzbogaceniowych zawierajacych ich gospodarzy. Otrzymane zawiesiny Nnanoszono na
przygotowana murawke¢ bakteryjna. Wystapienie strefy przejasnienia interpretowano
jako obecnos$¢ czastek fagowych.

W opisany powyzej sposob wyizolowano dwa bakteriofagi: ®AGATE i phd2B.
Gospodarzem pierwszego z nich jest izolat zidentyfikowany jako Bacillus pumilus (BP),
a drugiego izolat podobny do Enterobacter amnigenus (EA). Obydwa fagi izolowano
tylko z wody nadosadowej zawierajacej niewielkie ilosci osadu. Miesiace, w ktorych

obserwowano wystgpowanie fagow w Jeziorze Goreckim przedstawiono w tabeli 14.

Fag infekujacy izolat BP Fag infekujacy izolat EA
Stanowisko | L1|L2 |L3|L4|L5|L6|L7|L8|P1| Stanowisko |L1|L2|L3|L4|L5|L6|L7|L8|P1
04.10 == === |*]|=|=-]- 04.10 N e
0510 |- |=-|=-|=-|=-|+|=-|+|+]| 0510 |-|=-|=-|=-]|=-|=-|-]-]-+-
06.10 N N T S I T A e 06.10 S I I I D I A e
07.10 N T i I e e e e 07.10 S I I I D I A e
08.10 -l - -|-]-|+]-]|=-]-] 0810 |-|=-|=-|=|=-|-|-|+]|4+

Tabela 14. Wystepowanie bakteriofagdw w jeziorze goreckim
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V.5. OKkreslenie zakresu gospodarzy infekowanych przez wyizolowane
fagi

Swoistos¢ fagow wzgledem bakterii innych, niz gospodarze wybrani do ich
izolacji, badano nanoszac krople zawiesiny fagowej na wysiana wczesniej na podloze
state warstwe odpowiednich mikroorganizmoéw. Poza Bacillus pumilus (BP) bakteriofag
DAGATE zakazat takze izolat ze strefy pelagialnej o sekwencji 16S rRNA podobnej do
tej wystepujacej u bakterii z grupy Bacillus cereus (B. anthracis, B. cereus, B. mycoides,
B. pseudomycoides, B. thuringiensis oraz B. weihenstephanensis) nie infekowat jednak
szczepow z tej grupy uzyskanych z kolekcji IRiPZ. Nie zaobserwowano, tez aby
zakazat jakikolwiek z innych badanych szczepow z rodzaju Bacillus.

Fag phd2B zakazat jedynie izolat EA wykorzystany do jego izolacji.

V.6. Charakterystyka gospodarzy wyizolowanych bakteriofagow

W celu uzyskania pelniejszej charakterystyki gospodarzy wyizolowanych fagéw
przeprowdzono testy biochemiczne z wykorzystaniem zestawow Microbact 24E™
(procesura zmodyfikowan wedlug [93].). Wyniki identyfikacji gospodarzy fagow
przeprowadzonej za pomoca testow biochemicznych przedstawiono w tabeli 15Tabela

15.
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EA nd + - + + + - - - + + - -
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o] < = =S > > =] > > N o
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Sggmo 0 S o o o 2 o o o 2 0 9 o O o S s 2 g
Test: SQf 85 S = = S = S £ = c = c 2 < £ .5 =
E5: 3y € SE 55 & S5 =82 S& 3= g e =)
SF{¥E2 X¥Xg ¥s ¥Xg ¥X3 X¥Xg Yp Xs X3 2 1=
- - 1% © ‘5 %
BP - - - - - - - - - - - Bacillus pumilus
Enterobacter
EA + - + + - + + - - - - agglomerans

(92,28%)

Tabela 15. Identyfikacja gospodarzy wyizolowanych fagéw na podstawie testow

biochemicznych.
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Porownanie otrzymanych wynikow z danymi na temat petnej sekwencji fragmentu

kodujacego 16S rRNA pozwolito na zaklasyfikowanie gospodarza faga ®AGATE (BP)

do gatunku Bacillus pumilus. Badanie biatka bakteryjnego metoda spektrometrii mas

(tabela 16) potwierdzito te identyfikacje.

Stracane 60% siarczanem amonu

L.p. Accession

1 i[157691933

2 i[194016946

3 gil194017532

4 gi[194015219

5 gi[157692139

6 gill57690896

7 gi[157692475

8 gi|157692616

9 gil194016090

10 gij194015894

Ilos¢
Ooi
punktéw pIS
flagellin
10102
[Bacillus pumilus SAFR-032]
aldehyde dehydrogenase,
1096 (aldhclass 2) (aldhl) (aldh-e2)
[Bacillus pumilus ATCC 7061]
859 translation elongation factor Tu
[Bacillus pumilus ATCC 7061]
838 phosphopyruvate hydratase
[Bacillus pumilus ATCC 7061]
661 dihydrolipoamide dehydrogenase
[Bacillus pumilus SAFR-032]
556 elongation factor G
[Bacillus pumilus SAFR-032]
523 aconitate hydratase
[Bacillus pumilus SAFR-032]
494 2-methylcitrate dehydratase
[Bacillus pumilus SAFR-032]
delta-1-pyrroline-5-carboxylate
482 dehydrogenase, putative
[Bacillus pumilus ATCC 7061]
acetoin:2,6-
460 dichlorophenolindophenol

oxidoreductase subunit beta
[Bacillus pumilus ATCC 7061]

L.p.

1

10

Stracane 80% siarczanem amonu

Accession

gil1402739

gil157691933

gi[157691463

gil157691330

0i[194014870

gi[157692139

gi[157692778

gi[157693111

0i[194015648

gi[157693314

Tlos¢
Opi
punktéw pis
3449 major cold-shock protein
[Bacillus subtilis]
1654 flagellin
[Bacillus pumilus SAFR-032]
hypothetical protein
1100 BPUM_0675
[Bacillus pumilus SAFR-032]
hypothetical protein
941 BPUM_0538
[Bacillus pumilus SAFR-032]
824 aconitate hydratase 1
[Bacillus pumilus ATCC 7061]
dihydrolipoamide
782 dehydrogenase
[Bacillus pumilus SAFR-032]
non-specific DNA-binding
720 protein HBsu
[Bacillus pumilus SAFR-032]
706 zinc (Zn) alcohol dehydrogenase
[Bacillus pumilus SAFR-032]
630 triose-phosphate isomerase
[Bacillus pumilus ATCC 7061]
607 citrate synthase [Bacillus

pumilus SAFR-032]

Tabela 16. Identyfikacja izolatu BP na podstawie profilow peptydow uzyskanuch metoda spektrometrii mas

W zwiazku z tym, ze wyniki identyfikacji izolatu EA byly niejasne udato si¢ jedynie

ustali¢, ze nalezy on prawdopodobnie do rodzaju Enterobacter.

Do dalszych badan zostal wybrany fag ®AGATE, z uwagi na tatwo$¢ namnozenia

1 petniejsza charakterystyke gospodarza.
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V.7. Wizualizacja czastek fagowych za pomocg transmisyjnej
mikroskopii elektronowej

Czastki fagowe przeniesiono na siatki mikroskopowe na ktorych byly
obrazowane za pomoca transmisyjnej mikroskopii elektronowej, po uprzednim
barwieniu negatywowym fosforanem wolframu.

Uzyskane mikrografie (rycina 1) ujawnily, ze wirion faga ®AGATE ma
strukture typowa dla rzedu Caudovirales. Pozbawiona otoczki ikozaedralna gtowka o
$rednicy okoto 80 nm potaczona jest z dlugim (okoto 200 nm) ogonkiem. Rozdzielczo$é

otrzymanych mikrografii nie pozwala ustali¢ czy ogonek wyposazony jest w wiokienka.

Ryc. 1. Mikrografie (TEM) przedstawiajace faga ®PAGATE

V.8. Krzywa replikacji

Kolejnym etapem badan bylto ustalenie dynamiki replikacji bakteriofaga ®AGATE.
Wyznaczono krzywa replikacji faga (rycina 2Ryc. 2). Obserwowany okres latencji
wynosil okolo jednej godziny. W czasie trwania eksperymentu (10h) replikacja
bakteriofaga nie osiagneta w fazy plateau. Dla poréwnania, miano uzyskaniwane
podczas przygotowywania lizatow fagowych (IV.12.7, 22-24h kultury) wahato si¢ w
granicach od 1x10° do 1x10™ pfu/ml.
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Ryc. 2. Krzywa replikacji faga DAGATE

V.9. lzolacja fagowego DNA

Kolejnym etapem badan byta izolacja fagowego DNA metoda opisana w punkcie
IV.12.13. Typowy obraz elektroforetycznego rozdzialu oczyszczonego fagowego DNA

przedstawia rycina 3Ryc. 3.

Ryc. 3. Rozdzial elektroforetyczny fagowego DNA. W Sciezce

pierwszej rozdzielano Marker mas pUC Mix 8 w pozostatych DNA
wyizolowane z lizatow zawierajacych czastki faga ®DAGATE.
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V.10. Analiza wielkoS$ci fragmentow powstalych w wyniku trawienia

restrykcyjnego genomowego DNA faga ®AGATE

Fagowy DNA poddano trawieniu za pomoca enzymow Kpnl oraz Sall,

a nastgpnie rozdzielano produkty trawienia restrykcyjnego W 1% zelu agarozowym. W

obrazie rozdziatu widocznych byto 9 prazkow odpowiadajacych fragmentom DNA

powstaltym w wyniku trawienia enzymem Kpnl i 10 otrzymanych w wyniku trawienia

enzymem Sall.

Obraz ten jest przedstawiony na rycina 4, natomiast przewidywany

i obserwowany rozktad wielkosci fragmentow restrykcyjnych zamieszczono w tabeli

17.
A B
M  Kpnl® Sall® ®ADNA Kpnl®  Sall® M
Kpnl  Sall
— —
10000 w00 B —
—_—
6000 6000 — —_—
4 —
4000 000 — —
3000  — _
3000 2000 —-—
= —
2000 1500  w—
1500 -
1000 —m o —
1000 —_—
750 —
750 — —
500
250
250

Ryc. 4. Analiza wielko$ci fragmentéw restrykcyjnych genomu faga ®AGATE. W sekcji A
przedstawiono rozdziat elektroforetyczny fragmentow powstalych w wyniku trawienia
fagowego DNA enzymami Kpnl (Sciezki 2 KpnI™® i 5 Kpnl®) oraz Sall (sciezki 3 Sall™® i 6
Sall®). Dla poréwnania do kieszonki 4 (PADNA) podano nietrawione fagowe DNA. Marker
mas Nova 1kb DNA ladder. Po bokach fotografii podano wielkos$¢ (pz) fragmentéw DNA
wchodzacych w sktad markera. Sekcja B przedstawia obraz rozdziatu in silico fragmentow

restrykcyjnych przewidywanych na podstawie danych genomowych [96].

10000

6000

4000
3000
2000
1500

1000
750

500

250
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Nazwa Wielko$¢ fragmentu Nazwa Wielko$¢ fragmentu Nazwa Wielkos$¢ fragmentu
enzymu  Przewidyw Obserwow  gnzymy ~ Przewidyw Obserwow  gnzymy  Przewidyw  Obserwowan
ana ana ana ana ana a
Kpnl 16219 >10Kpz Kpnl 2428 - Sall 9836 -
Kpnl 11751 >10Kpz Kpnl 2074 - Sall 6944 ~Tkpz
Kpnl 10962 >10Kpz Kpnl 2013 ~2kpz Sall 6523 ~6kpz
Kpnl 10520 >10Kpz Kpnl 1959 - Sall 5566 -
Kpnl 10227 >10Kpz Kpnl 1665 ~1,5kpz Sall 4862 ~5kpz
Kpnl 10171 >10Kpz Kpnl 1260 ~1,2kpz Sall 4803 -
Kpnl 9633 - Kpnl 1202 - Sall 4735 -
Kpnl 9045 - Kpnl 953 ~0,9kpz Sall 4457 ~4a5kpz
Kpnl 8743 ~8kpz Kpnl 672 - Sall 4423 -
Kpnl 5422 ~5,5kpz Kpnl 580 - Sall 3704 -
Kpnl 4489 - Kpnl 486 - Sall 3673 ~3a5kpz
Kpnl 3745 - Kpnl 246 - Sall 2847 ~3kpz
Kpnl 3648 ~3,5kpz Kpnl 136 - Sall 1790 ~1a9kpz
Kpnl 3039 ~3kpz Kpnl 96 - Sall 1497 ~labkpz
Kpnl 3009 - Sall 21328 >10kpz Sall 1059 ~1kpz
Kpnl 2975 - Sall 18489 >10kpz Sall 936 -
Kpnl 2692 - Sall 14975 >10kpz Sall 193 -
Kpnl 2611 - Sall 12870 >10kpz - - -
Kpnl 2608 ~2,5kpz Sall 11769 >10kpz - - -

Tabela 17. Rozktad wielkosci fragmentow restrykcyjnych powstalych w wyniku
trawienia genomowego DNA faga ®AGATE enzymami Kpnl i Sall

V.11. Przygotowanie biblioteki fagowego DNA

Fragmenty fagowego DNA klonowano do wektora pBluescript Il KS(-),
a otrzymanymi konstruktami transformowano bakterie E. coli DHS5a. Otrzymano 2
klony E. coli zawierajace zrekombinowane plazmidy z fragmentami genomu faga
powstatymi po trawieniu enzymem Kpnl oraz 3 klony niosace konstrukty z produktami
trawienia Sall. Laczna wielko§¢ sekwencji otrzymanych w trakcie ich
sekwencjonowania wyniosta 7737 pz. Charakterystyke otrzymanych fragmentow

umieszczono w tabeli 18.
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L.p Uzyty enzym Wielko$¢ (pz) Pozycja w ostatecznym zlozeniu genomu faga

1 Sal 3710 56301 - 52592
2 Sal 1796 58091 - 56296
3 Sal 1503 142229 - 140727
4 Kpn 586 5070 - 4485

5 Kpn 142 22808 - 22667

Tabela 18. Fragmenty fagowego DNA wchodzace w sktad biblioteki

Wsrod poznanych sekwencji wykryto obecno$¢ fragmentu podobnego do znanych
gendw kodujacych enzymy zaangazowane w rozktad polimerow otoczki bakteryjnej
(hydrolazy kwasu poli-y-glutaminowego).

Dodatkowe dwa odcinki ztozone z 135 oraz 148 bp otrzymano w trakcie prob

amplifikacji i sekwencjonowania regionow, zakonserwowanych u Caudovirales.

V.12. Wydluzanie otrzymanych sekwencji

W celu pozyskania wigkszej czg$ci sekwencji genomowego DNA faga
DAGATE sekwencje zawarte w bibliotece i amplikonach wydtuzano metodami
opisanymi w punkcie I1V.12.22. W trakcie realizacji tego zadania otrzymano 242

odczyty sekwencji DNA o tacznej wielkosci 164369 pz pochodzace z:

sekwencjonowania produktow PCR ,,z jednego startera”:

25 sekwencji - 10780 pz,

e sekwencjonowania produktow PCR uzyskanych metoda RSE:
38 sekwencji- 27246 pz,

e sekwencjonowania produktow PCR z prob taczenia znanych sekwencji 104
sekwencji - 83645 pz,

e sekwencjonowania bezposrednio na matrycy genomowej:

84 sekwencji - 42415 pz.

Po usunigciu sekwencji pochodzacych z przypadkowych amplikonéw lub odczytow
o stabej jakosci 1 zlozeniu pozostatych otrzymano 23 fragmenty genomu faga o tacznej

dtugosci 54593 pz.
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V.13. Sekwencjonowanie calego genomu metoda 454

W celu poznania sekwencji calego genomu bakteriofaga ®AGATE
przeprowadzono sekwencjonowanie genomowe metoda 454 (Roche).

Po usunigciu btednie odczytanych pozycji (ktorych obecnos¢ zwiazana jest z
bledem metody) otrzymano sekwencje o tacznej wielkosci 147175 pz 0, Srednim
pokryciu 52,2 razy.

Sekwencje poréwnano i ponownie zlozono ze znanymi wczesniej odcinkami
pochodzacymi z sekwencjonowania biblioteki 1 produktow jej wydtuzania. Pozwolito to

na uzyskanie sekwencji o wielko$ci 147282 pz i $rednim pokryciu 52,7 razy.

V.14. Analiza struktury i anotacja genomu faga

Zastosowany do analizy genomu faga ®AGATE program Geneious wykryt 1345
otwartych ramek odczytu (ORF) dhuzszych niz 90 pz. Pordéwnanie sekwencji
otrzymanych przez ich automatyczna translacje¢ z baza NR (non redundant) Protein
(NCBI) ujawnito, ze 81 otwartych ramek odczytu wykazuje znaczace podobienstwo do
przynajmniej jednej, ze znanych sekwencji biatkowych (warto$¢ oczekiwana algorytmu
BLASTp mniejsza niz le'zo) a 46 z nich byto podobnych do sekwencji o znanej funkcji.
Ich przewidywana funkcja zostata okreSlona na podstawie analizy 10 najwyzej
punktowanych trafien algorytmu blast (o wartosci oczekiwanej nie wigkszej niz 1e?) z
uwzglednieniem informacji dostgpnych w bazie Uniprot.

Whyniki anotacji genomu faga przedstawiono na rycinach 5 i 6oraz w tabelach 19 i 22

(wraz z innymi danymi, strony 86-92)
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.p.|Numer ORF|Sekwencja podobna |Punktacja| Warto$¢ oczekiwana [L.p.|Numer ORF | Sekwencja podobna | Punktacja | Warto$¢ oczekiwana
11209 ZP_00782398 100.523 6.05e-23 42(933 AEWA47169 343.199 4.80e-107
2(213 AEW47009 89.7373 3.75e-21 431936 AEWA47168 175.637 8.29e-53
3224 AEW47018 155.606 1.08e-45 441939 AEWA47165 269.626 7.43e-82
4228 AEW47019 163.696 1.26e-45 45(941 ACU27400 461.07 2.51e-157
5/233 AAS45252 618.616 0 46944 AEWA47161 141.354 8.88e-41
6237 YP_001468455 127.102 1.49e-31 47945 AEWA47160 238.81 1.00e-75
7(240 YP_004957267 137.887 2.10e-36 48(952 AEWA47157 278.485 2.92e-88
8(244 ADF97529 161.77 1.35e-43 49(959 YP_001468528 366.696 1.62e-119
9246 AEW47025 291.582 3.94e-96 50965 AEWA47141 169.474 2.79e-49

10{250 AEW47027 335.109 7.32e-106 51|971 AEWA47133 351.673 1.19e-119

11{253 AE093390 171.014 2.59%-50 521|972 AEWA47132 155.992 1.63e-44

12|257 BAI49171 385.956 9.79%-131 53(973 AEWA47131 167.933 1.94e-49

13]260 AEW47030 166.392 4.60e-48 54974 AEWA47129 118.242 4.55e-28

141262 BAI49173 183.726 5.92e-56 551979 AEWA47119 98.5969 8.78e-22

15|283 BAI49175 653.284 0 561006 AEWA47113 398.667 1.97e-134

16{290 BAC65290 182.956 4.86e-54 57/1011 AEW47109 95.1301 2.38e-21

17(816 AEW47202 172.94 2.41e-51 581012 AEWA47108 347.821 2.47e-113

18|817 AEWA47201 307.76 3.44e-102 591016 AEWA47107 748.043 0

19(819 AEW47200 478.404 5.80e-166 60|1035 AEWA47128 315.079 3.16e-105

20|821 AEW47199 223.016 6.29e-65 611036 AEWA47127 187.578 1.18e-57

21|825 YP_001468485 179.489 6.70e-54 62|1046 ZP_07627413 161.77 1.50e-44
22|826 AEW47198 1397.1 0 631237 AEW47013 91.2781 2.52e-21
23|836 YP_238583 745.732 0 64|1238 AEW47012 109.383 1.57e-28

24845 AEW47194 536.954 0 65|1264 ZP_08000016 160.229 1.96e-46

25|850 AEW47192 640.188 0 66(1271 AEWA47232 796.579 0

26856 AEW47191 344.354 4.41e-113 67|1274 AEWA47230 311.612 3.92e-103

27|860 AEW47190 621.698 0 68|1279 AEW47228 657.522 0

281866 AEW47188 374.4 7.21e-125 69|1285 AEWA47226 402.519 8.25e-138

29)868 AEW47185 186.422 8.72e-56 70|1288 AEWA47225 333.183 2.46e-111

30/873 AAY53357 182.956 1.00e-54 71|1290 AEWA47224 278.485 2.63e-91

31/890 YP_005540964 108.227 2.84e-27 72|1293 AEWA47223 308.916 2.68e-101

32|892 ZP_03591761 151.369 3.34e-44 73|1296 AEWA47221 795.038 0

33|894 ZP_07999929 431.409 1.41e-150 7411298 AEWA47220 264.233 3.18e-88

341897 YP_005546010 201.83 4.36e-62 75|1302 YP_005494407 165.622 6.99e-47

35|898 YP_001486871 | 804.283 0 76(1309 YP_004957042 144.05 3.05e-41

36906 EHA30663 532.332 0 771311 AEWA47214 201.06 5.82e-62

371909 YP_005563595 188.734 2.74e-57 78|1326 AEWA47212 891.338 0

38|911 ZP_09077123 88.9669 1.88e-21 79|1330 AEW47211 673.7 0

39|914 ZP_09452017 139.428 8.83e-38 80|1334 AEW47208 639.417 0

40(917 AEWA4T7172 387.111 3.71e-133 811339 YP_001504141 314.694 3.86e-91

41(921 AEWA47169 932.554 0 -|- - - -

Tabela 19. Sekwencje z bazy NR Protein podobne do otwartych ramek odczytu zlokalizowanych w
genomie faga ®PAGATE [99].
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I1 5{?0 1.{?00 1‘5|OD 2,OIDD 2.5;00 3‘0‘00 3,5IOD 4.DIDO 4.5|OO S‘EIJOD 5'5|DD 6.DIDO 6‘5‘00 T,OIOD T.EIJDO 8 DIDO 8,5;00 Q‘EIIDD 9 SIDO 10“000 10,:500 11.IDDO 11 ISOO 12,900

_ ORF 1334 >AEW47208 putative minor structural protein 2 [Bacillus phage BCP78]

| |
ORF 1330 >AEW47211 putative tail fiber [Bacillus phage BCP78] ORF 1326 >AEW47212 putative tail lysin 1 [Bacillus phage BCP78]
ORF 1339 >YP_001504141 putative minor structural protein [Enterococcus phage phiEF24C] >gi|157890172|dbj|BAF81300.1| putative minor structural protein [Enterococcus phage phiEF24C]

12"‘500 13.IOOD 13.|5DG 14 POO 14,:500 15‘5300 15 I500 16,;[}00 16‘:500 WT.IODG 17 ?OO 18,(])00 18\50{} 19 PDO 19.;500 2O‘IOOD ZO.ISDO 2 .IDOO 21 “500 22.900 22 IfJDO 23.IDOO 23“500 24,IOOO 24‘5530

ORF 1296 >AEW47221 putative tail sheath protein [Bacillus phage BCP78]—<L_ﬁ<|=—‘=—=|_—— ORF 1293 >AE... —J;- ORF 1285 >...

ORF 1309 >YP_004957042,unnamed protein product [Bacillus phage W.Ph.] >gi|296245561|gb|ADH03173.1| gp27 [Bacillus phage W.Ph.] ORF 1298 >AEW47220,hypothetical protein BCP78_0213 [Bacillus phage BCP 78] (eliiailiRt N

|
ORF 1311 >AEW47214,hypothetical protein BCP78_0207 [Bacillus phage BCP78] ORF 1302 >AEN89098,3D domain protein [Bacillus megaterium WSH-002] ORF 1290 >AEW47224 hypothetical protein BCP78_0217 [Bacillus phage BCP78]

25 IDDO 25.|500 26“000 26,:500 ZT.POO 271500 28,IOOD 28.|500 ZQ.POO 29"‘500 30,900 SO.ISDO 31 POO 31,]500 32.IDDO 32 I500 33,;000 33‘:500

0 _T- L ORF 1271 >AEWAT232 putave . L ORF 12.. ]

34 PDO 34 ISOO 35,(]300 35‘|50'D 36 IDDO 36.?00

[ore 2 K ek

ORF 1285'>AEW47226,hypotheticaI protein BCP78_0219 [Bacillus ﬁhage BCP78] ORF 1274 >AEW47230 putative prohead protease [Bacillus phage BCP78] _()B_F_igi >AEW47013,hypothefical protein BCP78_0006 [Bacillus phage BICP78]
ORF 1279 >AEW47228 putative major capsid protein [Bacillus phage BCP78] ORF 213 >AEW47009,putative DNA-binding protein 1 [Bacillus phage BCP78] ORF 1238 >AEW47012 hypothetical protein BCP78_0005 [Bacillus phage BCP78]

3?"IDOO 37.‘]500 38.900 38?00 39.?00 39‘:500 40.900 40, ?OO 41 “UOO 4 ?OD 42, (IJDO 42, ISGO 43‘900 43.:500 44, POO 44?00 45.900 43, IE)DO 46, [IJOO 46.?00 47.900 41, ?OO 48‘900 48.?00 49‘C|]DO

& ! [ N ORr 233 ~Ansi525. W ORF 237~V 3 CGEENY) ORF 250 >AEWA7027 iypot.— 1 S 1
ORF 1237 >AEW47013,hypothetical prlotein BCP78_0006 [Bacillus phage BCPT& ORF 240 >... ORF 246 >AEW47025,pIhoH-Iike protein [Bacillus phage BCP78] ORF 257 >BAI49171 hypothetical protein [B?cillus phage phiNIT1]
ORF 224 >AEW47018,hypothetical protein BCP78_0011 [Bacillus phage BCP78] ORF 228 >AEW47019 terminase large subunit [Bacillus phage BCP78] ORF 244 >ADF97529,PlyM4 [uncultured phage] ORF 253 >AEQ93390,gp128 [Bacillus phage G]

49,:500 EO.IOOO 50]500 51 ,900 51.|500 52 IDOO 52,|500 53]000 53.|500 54 POO 54,:500 55‘900 55 I500 56,:000 56‘:500 57 IEJDC] 57:|500 58“000

-— ORF 260 >AEW47030 putative adenylate kinase-like protein [Bacillus phage BCP78] | !
o ORF 262 >BAI49173 hypothetical protein [Bacillus phage phiNIT1] ORF 283 >BAI49175 hypothetical protein [Bacillus phageI phiNIT1]
ORF 257 >BAI49171 hypothetical protein [Bacillus phage phiNIT1] ORF 290 >BAC65290,poly-gamma-glutamate hydrolase [Bacillus phage phiNIT1] >gi|264685649|dbj|BAI49176.1| poly-gamma-glutamate hydrolase [Bacillus phage phiNIT1]

61 FOO 62.?00 62“500 63.900 63, ISOO 64“000 64.:500 65.IODO 65]500 66“000 66.:500 67, POO 67?00 68.I000 68, IEJDO 69‘IDOO 69.:500 TO.IOOO 7’0]500 71 .{I)OO

58,:500 59.900 59:|500 BO‘IOOD GO.ISOO 61:IDOO

|

71."500 TZ.PDO 72‘|500 TS.IOOD 731500

ORF 1046 >ZP_07627413 bacterial transferase hexapeptide repeat protein [Prevotella amnii CRIS 21A-A] >gi|307346424|gb|EFN91736.1| bacterial transferase hexapeptide repeat protein [Prevotella amnii CRIS 21A-A]—_

74,900 T4.|500

75 POO

75,\'500

TG‘IODD 76 ?DO TT.IDOO 77“500 TB‘IOD'D 78 I500 79=:DOD 79‘:500 80 IODC] SO.ISOO 81 “OOD 81,:500 82.IDDO 82 I500 83,IOOD BS‘ISOO 84.IDOO 84 "500 85.900

85.|500

ORF 1016 >AEWA47107,putative DNA transloc...
ORF 1036 >AEW47127 hypothetical protein BCP?B_OJZU [Bacillus phage BCP78] ORF 1011 >AEW47109,hypothetical protein BCP78_0102 [Bacillus phage BCP78]<g
ORF 1035 >AEW47128 hypothetical protein BCP78_0121 [Bacillus phage BCP78] ORF 1012 >AEW47108, hypothetical protein BCP78_0101 [Bacillus phage BCP78] ORF 1006 >AEW47113 hypothetical protein BCP78_0106 [Bacillus phage BCP78]

86.900 86.I500 87“000 87."500 88.IODO 88‘?00 89.(]300 89.I500 QO‘PDO 9D‘|500 91.IOOD 91.|500 92‘IDOO 92.?00 93‘IOOO 93]500 94.?00 94“500 95.IOOO 95.|500 QG.POD 96‘:500 97"900 QT.ISOO 98“000

S ORF 1006 >AEWA47113 hypothetical protein BCP78_0106 [Bacillus phage BCP78] CF////’_ _CF//_{T_

ORF 974 >AEW47129 hypothetical protein BCP78_0122 [Bacillus phage BCP78]  ORF 973 >AEWA47131 hypothetical protein BCP78_0124 [Bacillus phage BCP78]- D
ORF 979 >AEW47119,hypothetical protein BCP78_0112 [Bacillus phage BCP78] ORF 972 >AEW47132 hypothetical protein BCP78_0125 [Bacillus phage BCP78] ORF 971 >AEW47133,hypothetical protein BCP78_0126 [Bacillus phage BCP78]

98,?00 99]000 99 I5[)(] 100i000 100“500 101.IOOO 101 i500 1021000 102i500 103IODO 103]500 104iOOD 104,|500 105.IDDO 105i500 1DG.IOOD WOGiSDO 1O7IDOO WOT,ISOO WOBiOOO 108i500 109|DOO

ORF 959 >YP 00146852... ORF 952 >AEWA... ORF 945> ORF 941 >ACU27400,... £ ORF 939 >AEW47 .T-

ORF 944 >AEW47161 hypothetical protein BCP78_0154 [Bacillus pha'ge BCPTS]—’ /@F 921 >AEW47169,putative DNA polymerase 2 [Bacillus phage BCP?Bj
ORF 965 >AEW47141 hypothetical protein BCP78_0134 [Bacillus phage BCP78] ORF 936 >AEW47168,hypothetical protein BCP78_0161 [Bacillus phage BCP78] ORF 933 >AEW47169,putative DNA polymerase 2 [Bacillus phage BCP78]

110,|5DU 111iDDO 111 ISOD 112iOOD MZiSDO 113|DOO 113i500 114‘IODD 114ISDO 115IDOO 115,]500 116i000 116|500

1

109i500 1 WO.IODO

L

117:|DOO 117i500 1 18|ODO WWB.ISOO 119i000 1 19,|5DD 120iDDO 120i500 121 “OOD 121i500

122,000 122,500
| |
ORF 921 >AEW47169 putative DNA polymerase 2 [B... ORF 917 >A... ORF 914... f. ORF 906 >EHA3... ORF 898 >YP_001486871... _ ORF 894 >Z...

| : ]
ORF 911 >ZP_09077123,hypothetical protein PelgB_21842 [Paenibacillus elgii B69] ORF 897 >AEB63782,HNH endonuclease family protein [Bacillus amyloliquefaciens LL3]
ORF 909 >ADY24959 hypothetical protein YBT020_29026 [Bacillus thuringiensis serovar finitimus YBT-020] ORF 8390 >AEB23471 hypothetical protein BAMTA208_06480 [Bacillus amyloliquefaciens TA208]

126.IODO 126|500 127i000 127,|500 128i000 128|500 129,IOOD 129i5DO 130|OOO 130,|500 131i000 131 I500 132i000

ORF 873 >AAY53357,gp54 [Listeria phage P100}-< 3N _ _\ ORF 860 >AEWA47190 putative exonuc_ I

ORF 868 >AEW47185,putative deoxyuridine 5'-triphosphate nucleotidohydrolase [Bacillus phage BCP78] ORF 866 >AEW47188‘puta1ive DNA primase [Bacillus phage BCP78]
ORF 856 >AEW47191 putative nuclease SbcCD D subunit [Bacillus phage BCP78]  ORF 830 >AEW47192 putative DNA helicase [Bacillus phage BCP78]

123i000 123“500 124i000 124i500 1251000 125i5OD 132i500 133]000 133|500 134]000 134i500

ORF 845 >AEW47194 putative transcriptional regulator [Bacillus phage BCP78]

135000 135500 136000 136500 137000 137500 138000 138500 138,000 139500 140000 ~ 140500 141000 141500 142000 142500 143000 143500 144000 144500 145000 145500 146000 146,500 147,175
-Tl ORF 836 >YP_238583, ORF006 [Staphylococcus phage Twort] >... ORF 826 >AEW47198 putative adsorption associated tail protein [Bacillus ... _ ORF 821 >AA 8 o —_—
ORF 845 >AEW47194 putative transcriptional regulator [Bacillus phage BCP78] ORF 825 >YP_001468485,gp105 [Listeria phage A511] >gi|66732748|gb|AAY53339.1| gp36 [Listeria phage P100] >gi|66733068|gb|AAY52886.1| gp105 [Listeria phage A511] |

ORF 819 >AEW47200,baseplate J family protein [Bacillus phage BCP78] ORF 817 >AEW47201 putative baseplate protein [Bacillus phage BCP78] ORF 816 >AEW47202 hypothetical protein BCP78_0195 [Bacillus phage BCP78]
Ryc. 5. Rozklad sekwencji podobnych do zdeponowanych w bazie NR Protein (NCBI) w genomie faga ®AGATE [96] 78



4,000

1 1,000 2,000 3,000 5,000

6,000 7,000 8,000 9,000 10,000 11,000 12,000 13,000

- —————

tail protein I component of the tail fiber Tail lysin
(carbohydrate-binding CenC domain-containing) component of the tail fiber
14,000 15,000 16,000 17,000 18,000 19,000 20,000 21,000 22,000 23,000 24,000 25,000 26,000

(peptidoglycan binding) LysM domain-containing protein-§ I tail sheath protein precursor

tail tube subunit

major capsid protein precursor-§

27,000 28,000 29,000 30,000 31,000 32,000 33,000 34,000 35,000 EQOO 37,000 38,000 39,000 40,000
portal protein putative DNA-binding protein 1 (phage repressor)i

procapsid protease terminase large subunit—’

41,000 42,000 43,000 44,000 45,000 46,000 47,000 49,000 50,000 51,000 52,000 53,000

——————
N-acetylmuramoyl-L-alanine amidaseﬁ E y-adenylate kinase related

| /
-—terminase large subunit phosphate starvation-inducible protein PhoH-like protein thymidylate synthase dehydroforate reductase—-

48,000

54,000 55,000 56,000 57,000 58,000 59,000 60,000 61,000 62,000 63,000 64,000 65,000 66,000
y poly-gamma-glutamate hydrolase

(Pectin lyase-like protein) capsid component

67,000 68,000 69,000 70,000 71,000 72,000 73,000 74,000 75,000 76,000 77,000 78,000 79,000 80,000
ﬁ—bacterial transferase hexapeptide repeat protein DNA translocase stage IIl sporulation proteini

81,000 82,000 83,000 84,000 85,000 86,000 87,000 88,000 89,000 90,000 91,000 92,000 93,000

_—m
S DNA translocase stage ll sporulation protein

94,000 95,000 96,000 97,000 98,000 99,000 100,000 101,000 102,000 103,000 104,000 105,000 106,000 107,000

unknown DNA binding—ﬁ sigma factor—ﬁ
(recombinase A-like) recombination repair protein—_

108,000 109,000 110,000 111,000 112,000 113,000 114,000 115,000 116,000 117,000 118,000 119,000 120,000

L\
DNA polymerase (1)-4 DNA polymerase (1) phosphoesterase—i “

ribonucleotide-diphosphate reductase subunit beta HNH (homing) endonuclealse family protein-§

ribonucleoside-diphosphate reductase subunit alpha
121,000 122,000 123,000 124,000 125,000 126,000 127,000 128,000 129,000 130,000 131,000 132,000 133,000

-\ deoxyuridine 5'-triphosphate nucleotidohydrolase
ﬂ -—ribonucleotide reductase stimulatory protein resolvase—- } w SbeD type exonuclease
HNH (homing) endonuclease family protein bsu nrdEB intein containing protein (RecF/RecN/SMC domain-containing) SbcC type exonuclease putative transcriptional regulator (nitrogen regulation)
134,000 135,000 136,000 137,000 138,000 139,000 140,000 141,000 142,000 143,000 144,000 145,000 146,000 147,279

_putative transcriptional regulator (nitrogen regulation) g structural protein

Virulence-associated protein (BNR repeat-containing glycosyl hydrolase) baseplate J family protein phage baseplate assembly protein W

Ryc. 6. Przewidywane funkcje wybranych biatek kodowanych w genomie faga ®AGATE [96]
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Geny, kodujace biatka 0 podobnej przewidywanej funkcji biologicznej tworza w genomie
faga ®AGATE zespoty zlokalizowanych w poblizu siebie sekwencji. Sugeruje to, ze moga
by¢ one zorganizowane w operony. Pig¢ takich regionéw przedstawiono na rycinie 7.

Region 1 - sekwencje kodujace biatka zaangazowane w sktadanie i wirionow i lizg komorki gospodarza
7,211 9,211 12,055

1,212 3,211 5,211
e tail protein — L(carbohydrate-binding Cen.. [ |~ [Taillysin
component of the tail fiber

Region 2 - sekwencje kodujace biatka zaangazowane w sktadanie i wiriondw i liz¢ komorki gospodarza

(peptidoglycan binding) LysM domain-containing protein
17,39’8 19,397 21,397 23,397 25,397 27,397 30,385
: _

l
tail tube subunilt major capsid protein precursor procapsid protease portal protein

tail sheath protein precursor

Region 3 - sekwencje kodujace biatka zaangazowane w metabolizm nukleotydow

48,518 49,017 49,517 50,017 50,517 51,000
thymidylate synthase o )
dehydroforate reductase
adenylate kinase related
Region 4 - sekwencje kodujace biatka zaangazowane w metabolizm nukleotydow
114,380 116,379 117,379 118,379 119,379 120,379 121,847
\ _ — i ——
phosphoesterase ribonucleotide reductase stimulatory protein<
ribonucleotide-diphosphate reductase subunit beta bsu nrdEB intein containing protein
ribonucleoside-diphosphate reductase subunit alpha

Region 5 - sekwencje kodujace biatka zaangazowane w sktadanie i wirionoéw i liz¢ komorki gospodarza

baseplate J family protein
142,978 143,978 144,978 146,683
l —

140,978 141,978
|
structural protein phage baseplate assembly protein W

138,979

Virulence-associated protein (BNR repeat-containing glycosyl hydrolase)

Ryc. 7.  Regiony funkcjonalne w genomie bakteriofaga ®AGATE
Rowniez wyniki analizy wykonanej za pomoca narzedzia FGENESB (SoftBerry)

[100] wskazuja na obecno$¢ operonéw w badanych sekwencjach. Regiony 1 i 3 zostaly

przez ten program zaklasyfikowane jako pojedyncze operony, natomiast 2, 4 oraz 5

podzielone na mniejsze (lecz wciaz wielogenowe) jednostki transkrypcyjne.
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V.15. Rozdzialy bialek z zakazonych i niezakazonych kultur B. pumilus w
zelach poliakrylamidowych w warunkach denaturujgcych (PAGE)

Po poznaniu struktury genomu faga ®AGATE przystapiono do analizy jego
proteomu. Pierwszym jej etapem bylo wykonanie rozdziatéw elektroforetycznych
catkowitego biatka z kultur Bacillus pumilus zakazonych fagiem ®AGATE i
niezakazonych. Obrazy rozdzialu przedstawiono na rycinie 8. Wzor prazkow
odpowiadajacych frakcjom bialkowym roznit si¢ znacznie migdzy probami z kultur
zakazonych i niezakazonych. Zaobserwowano 6 prazkow (frakcji) charakterystycznych
jedynie dla préob zakazonych fagiem ®AGATE (o przewidywanych masach
czasteczkowych okoto 124, 79, 65, 36, 34 i 14 kDa).

M1 B25 B50 F25 F50 M2

118 g 118

90

50

36

27

20

Ryc. 8. Obraz rozdziatu elektroforetycznego bialek z zakazonych i niezakazonych kultur w
zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych. M1 i M2 marker mas SM0441, B25
25ug catkowitego biatka bakteryjnego, B50 50ug catkowitego biatka bakteryjnego, F25 25pug
catkowitego biatka fagowego, 50 50ug catkowitego biatka fagowego. Po bokach fotografii
podano wielko$¢ (kDa) biatek wchodzacych w sktad markera

81



V.16. Elektroforeza dwukierunkowa bialek z zakazonych i
niezakazonych kultur B. pumilus

Kolejnym etapem analizy proteomu faga ®AGATE byla clektroforeza
dwukierunkowa biatek z zakazonych i niezakazonych kultur. Ich rozdziat, barwienie
oraz analiz¢ wynikow przeprowadzono wedtug procedury opisanej w punkcie 1V.12.33.

Analiza ta ujawnila znaczne roznice w profilach biatek wyizolowanych

z zakazonych i niezakazonych kultur. W trakcie analizy odrzucono plamki (frakcje) o
sredniej znormalizowanej objetosci (W zelach, w ktorych rozdzielano biatko z kultur
zakazonych) mniejszej niz 0,05, a takze te, ktére wystgpowaly w mniej, niz dwoch
powtorzeniach. Jako plamki, ktorych obecno$é zwiazana jest z infekcja fagowa, wybrano
te, ktorych $rednia znormalizowana objetos¢ wzrastata przynajmniej pigciokrotnie (8
plamek), lub tez te, ktore nie miaty odpowiednikow w zelach, w ktorych rozdzielano

biatka z kultur niezakazonych (20 plamek).

Znormalizowana objgtos$¢ Srednia
Numer ) ) ) el el el Stosunek
plamki | Zel Bpl | Zel Bp2 | Zel Bp3 Bp+Fagl | Bp+ag2 | Bp+faga Bpl | Bp+Fagl | BP+fag/Bp

44 0 0 0,01 0,1 0,21 0,97 0,003 0,11 141,67
154 0 0 0,01 0,15 - 0,31 0,004 0,05 37,67
45 0,2 0,25 0,3 4,87 8,72 6,66 0,25 4,63 27,1
163 0 0,29 0,12 0,47 0,88 1,31 0,14 0,49 6,41
58 0 0,07 0,03 0,02 0,06 0,47 0,03 0,04 5,94
30 0 0,02 0,05 0,09 0,21 0,1 0,02 0,11 5,58
146 0 0 0,09 0,2 0,05 0,23 0,03 0,11 51
114 0 0 0,07 0,04 0,04 0,29 0,02 0,05 5,08
187 - - - 7,76 9,69 13,48 - 8,72 -
173 - - - 1,25 1,37 3,2 - 1,31 -
174 - - - 0,49 2,89 0,91 - 1,69 -
197 - - - 0,42 0,62 0,91 - 0,52 -
175 - - - 0,57 0,28 0,63 - 0,43 -
188 - - - 0,18 0,37 0,78 - 0,28 -
194 - - - 0,23 0,37 0,7 - 0,3 -
182 - - - 0,21 0,12 0,47 - 0,16 -
198 - - - 0,16 0,15 0,25 - 0,16 -
181 - - - 0,12 0,11 0,23 - 0,12 -
166 - - - 0,2 0,2 0,06 - 0,2 -
191 - - - 0,09 0,03 0,21 - 0,06 -
165 - - - 0,11 - 0,1 - 0,06 -
190 - - - - 0,12 0,08 - 0,06 -
169 - - - 0,11 0,04 0,05 - 0,08 -
193 - - - 0,07 - 0,13 - 0,03 -
186 - - - 0,07 0,03 0,09 - 0,05 -
196 - - - - 0,17 0,01 - 0,09 -
177 - - - 0,05 0,11 0,01 - 0,08 -

Tabela 20. Wyniki analizy profili biatkowych z kultur Bacillus pumilus zakazonych i niezakazonych

fagiem ®AGATE: biatka zwiazane z obecno$cia faga.
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Ryc. 9. a. i 9. b. Rozdzial bialek z zakazonych (a) i niezakazonych (b) fagiem
®AGATE  kultur Bacillus pumilus przeprowadzony metoda elektroforezy

dwukierunkowej. Kolorem niebieskim oznaczono plamki ktorych obecno$¢ zwiazana

jest z infekcja fagowa. Marker mas SM0431.

83



V.17. Identyfikacja bialek fagowych na podstawie profilu peptydow
otrzymanego metoda spektrometrii mas

Biatka z zakazonych i niezakazonych fagiem ®AGATE kultur B. pumilus byty
stracane siarczanem amonu przy nasyceniu 50%, 60% i 80% (lub stracaniu za pomoca
roztworu PEG-8000 patrz 1V.12.29 i 1V.12.30). Nast¢pnie 0czyszczano je, trawiono
trypsyna i badano metoda tandemowej spektrometrii mas (LC-ESI-MS/MS).

W czterech badanych probach zawierajacych biatko z kultur zakazonych
fagiem ®AGATE zidentyfikowano tacznie 57 biatek. W probach kontrolnych
(biatko z kultur niezakazonych) tylko dla jednej z sekwencji fagowych (ORF_244)
przekroczona zostata progowa warto$¢ punktacji programu Mascot (50). Otrzymana ilo$é
punktéow byla jednak znacznie nizsza od punktacji jakie polipeptyd ten uzyskat
w probach fagowych. Wyniki analizy przedstawiono w tabeli 21.
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Biatko stracane 50% NH4S04
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ORF
ORF_1296
ORF_1279
ORF_949
ORF_826
ORF_1271
ORF_1298
ORF_939
ORF_1309
ORF_244
ORF_941
ORF_1341
ORF_816
ORF_1062
ORF_1334
ORF_821
ORF_240
ORF_959
ORF_1339
ORF_1239
ORF_1274
ORF_819
ORF_1238
ORF_864
ORF_1285
ORF_825
ORF_1314
ORF_1275
ORF_948
ORF_1326
ORF_1343
ORF_817
ORF_257
ORF_974
ORF_950
ORF_1255
ORF_1264
ORF_1293
ORF_247
ORF_968
ORF_1302

punktacja
13259
9661
4078
1875
602
489
488
428
418
411
394
368
311
297
292
271
234
229
225
225
204
185
171
169
166
162
150
128
125
121
109
80
78
69
68
63
63
56
55
53

Bialko stracane 60% NH4SO4
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

ORF
ORF_1296
ORF_1279
ORF_949
ORF_826
ORF_1309
ORF_1275
ORF_939
ORF_244
ORF_816
ORF_240
ORF_1302
ORF_1271
ORF_948
ORF_959
ORF_821
ORF 864
ORF_1239
ORF_1285
ORF_247
ORF_1264
ORF_257
ORF 979
ORF_1238
ORF_1255
ORF_1298
ORF_1274
ORF_1341
ORF_1283
ORF_941
ORF 825
ORF_1326
ORF_950
ORF_1002
ORF 968
ORF 819
ORF_1343
ORF_1102
ORF 836

punktacja
9283
5499
2036
1483
490
380
374
367
339
302
264
258
214
198
185
178
161
150
136
136
132
131
125
109
107
99
97
88
85
85
75
73
68
67
63
63
63
56

Biatko stracane 80% NH4S0O4
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ORF
ORF_1279
ORF_1296
ORF_244
ORF_826
ORF_949
ORF_1275
ORF_1283
ORF_1302
ORF_1309
ORF_247
ORF_1341
ORF_825
ORF_939
ORF_290
ORF_959
ORF_1238
ORF_948
ORF_1062
ORF_913
ORF_816
ORF_979
ORF_1298
ORF_1271
ORF_257
ORF_1274
ORF_1343
ORF_1264
ORF_1239
ORF 883
ORF_864
ORF_1314
ORF_240
ORF_871
ORF_819
ORF_1237
ORF_1002
ORF_1285
ORF_870
ORF_1339
ORF_950
ORF_1255
ORF_1102
ORF_260
ORF_974
ORF_850
ORF_821
ORF_941
ORF_1103

punktacja
4355
4252
2056
1151
1041
880
739
467
437
354
331
316
296
295
270
258
248
244
238
229
227
209
207
184
176
174
170
156
148
113
113
105
102
98
81
78
77
67
67
65
64
64
63
58
58
57
55
50

Biatko wytracane PEG 8000*
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ORF
ORF_1279
ORF_1296
ORF_949
ORF_826
ORF_1298
ORF_1314
ORF_1271
ORF_244
ORF_819
ORF_816
ORF_821
ORF_817
ORF_825
ORF_1326
ORF 948
ORF_1239
ORF_1285
ORF_1274
ORF_1238
ORF 939
ORF_240
ORF_941
ORF_959
ORF_1293
ORF_950
ORF_906
ORF_1343
ORF 868
ORF_1002
ORF_974
ORF_1302
ORF_1334
ORF 1036
ORF_1275

Tabela 21. Biatka fagowe zidentyfikowane na podstawie profilu peptydow uzyskanego metoda

spektrometrii mas

punktacja
75199
59298
8307
5965
4596
1510
822
788
746
681
621
529
481
449
444
414
410
399
327
318
180
157
142
137
116
114
93
80
73
70
68
62
61
51
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Punktacja

L.p. ORF Poczatek  Koniec  Wiekloé¢ (pz) Orientacja  Najbardziej podobna sekwencja w bazie Protein (NCBI) Przewidywana funkcja (Mascot)
1 1343 649 933 285 odwrdcona - - 174
2 1341 977 1516 540 odwrocona - - 394

. YP_001504141,putative minor structural protein .
3 1339 1458 3860 2403 odwrocona [Enterococcus phage phiEF24C] Biatko ogonka 229
i AEWA47208,putative minor structural protein 2 i o
4 1334 3940 7695 3756 odwrocona [Bacillus phage BCP78] Oddziatujace z cukrowcami biatko ogonka 297
. AEW47211, putative tail fiber . . i
5 1330 7709 9745 2037 odwrdcona [Bacillus phage BCP78] Biatko whukienka ogonka
. AEW47212 putative tail lysin 1 . . .
6 1326 9752 11896 2145 odwrocona [Bacillus phage BCP78] Lizyna zwiazana z n6zka 449
7 1314 11998 15750 3753 odwrocona - - 1510
. AEW47214 hypothetical protein BCP78_0207 ) )
8 1311 15801 16391 591 odwrocona [Bacillus phage BCP78]
9 1309 16438 16845 408 odwrécona YP_004957042,unnamed protein product - 490
[Bacillus phage W.Ph.]
, AENB89098,3D domain protein Biatko wiazace peptydoglikan zawierajace
10 1302 17623 18231 609 odwrécona [Bacillus megaterium WSH-002] domeng LysM 467
11 1208 18059 19384 426 odwrécona AEW47220,hypothetical protein BCP78 0213 Biatko rdzenia n6zki 4596
[Bacillus phage BCP78]
12 129 10436 21151 1716 odwrocona AEWa7221 putative tail sheath protein Biatko ostonki nozki 59298
[Bacillus phage BCP78]
, AEW47223,hypothetical protein BCP78_0216 )
13 1293 21429 22301 873 odwrocona [Bacillus phage BCP78] 137
. AEW47224 hypothetical protein BCP78_0217 ) )
14 1290 22308 23015 708 odwrocona [Bacillus phage BCP78]
, AEW47225,hypothetical protein BCP78_0218 ) )
15 1288 22933 23778 846 odwrdcona [Bacillus phage BCP78]
\ AEW47226,hypothetical protein BCP78_0219 )
16 1285 23792 24691 900 odwrocona [Bacillus phage BCP78] 410
17 1283 24688 24933 246 odwrdcona - - 739
18 1279 25015 26439 1425  odwrécona AEW47228,putative major capsid protein gtéwne bialko kapsydu 75199

[Bacillus phage BCP78]

Tabela 22. Podsumowanie anotacji genomu i wynikow spektrometrii mas




Punktacja

L.p. ORF Poczatek  Koniec  Wieklo$¢ (pz) Orientacja  Najbardziej podobna sekwencja w bazie Protein (NCBI) Przewidywana funkcja (Mascot)
19 1275 26569 27528 960 odwrocona - - 880
, AEWA47230,putative prohead protease
20 1274 27533 28324 792 odwrdcona [Bacillus phage BCP78] Proteaza prokapsydu 399
AEW47232,putative portal protein )
21 1271 28441 117 1677 6 . Biatko portal 22
8 30 6 odwrocona [Bacillus phage BCP78] iatko portalu 8
ZP_08000016,hypothetical protein HMPREF1012_01050
22 1264 1582 214 7 6 - - - 17
6 3158 32148 56 odwrocona [Bacillus sp. BT1B_CT2] 0
23 1255 33274 33675 402 odwrdcona - - 109
YP_005148157,unnamed protein product
24 209 34992 35597 606 prosta [Clostridium sp. BNL1100] - -
25 210 35015 35128 114 prosta - - 354
26 213 35765 36085 321 prosta AEW47009,pUt_a“Ve DNA-binding protein 1 Biatko wiazace DNA (petna funkcja nie jest )
[Bacillus phage BCP78] znana)
27 1239 36111 36347 237 odwrocona - - 414
AEW47012,hypothetical protein BCP78_0005
2 12 7 27 5 - - 27
8 38 36370 36696 3 odwrocona [Bacillus phage BCP78] 3
, AEWA47013,hypothetical protein BCP78_0006
2 1237 72 707 1 - - 1
9 3 36723 37073 35 odwrocona [Bacillus phage BCP78] 8
AEW47018,hypothetical protein BCP78_0011
224 22 47 42 - - -
30 385 389 6 prosta [Bacillus phage BCP78]
AEW47019,terminase large subunit . .
1 22 Duz k -
3 8 39560 39865 306 prosta [Bacillus phage BCP78] uza podjednostka terminazy
AAS45252 large terminase . .
2 2 40224 41 114 Duz k -
3 33 0 369 6 prosta [Bacillus phage 1102phi1-3] uza podjednostka terminazy
YP_001468455,gp75
33 237 41491 42291 801 t o - -
prosta [Listeria phage A511]
Tabela 22. Podsumowanie anotacji genomu i wynikow spektrometrii mas c.d.




Punktacja

L.p. ORF Poczatek  Koniec  Wieklo$¢ (pz) Orientacja  Najbardziej podobna sekwencja w bazie Protein (NCBI) Przewidywana funkcja (Mascot)
YP_004957267,unnamed protein product
34 240 42278 42967 690 prosta [Bacillus phage W.Ph ] 302
ADF97529,PlyM4 . .
35 244 43352 44293 942 prosta Y amidaza N-acetylmuramylo-L-alaninowa 2056
[uncultured phage]
AEWA47025,phoH-like protein Biatko indukowane gtodem podobne do
36 246 44482 45210 729 prosta [Bacillus phage BCP78] biafka PhoH
AEW47027,hypothetical protein BCP78_0020
37 250 46290 47777 1488 osta . - -
pros [Bacillus phage BCP78]
AE093390,gp128
2 47 48414 2 . - -
38 53 863 8 55 prosta [Bacillus phage G]
BAI49171, hypothetical protein .
39 257 48718 49683 966 prosta [Bacillus phage phiNIT1] Syntaza tymidylanowa 184
AEW47030,putative adenylate kinase-like protein . . .
40 260 49705 50340 636 prosta [Bacillus phage BCP78] Biatko podobne do kinazy adenylanowej 63
BAI49173,hypothetical protein . .
41 262 50337 50840 504 prosta [Bacillus phage phiNIT1] Reduktaza dihydrofolianu
BAI49175,hypothetical protein Zwiazane z wirionem biatko podobne do
42 2 1 77 177 - -
83 3598 57759 9 prosta [Bacillus phage phiNIT1] liazy pektyn
BAC65290,poly-gamma-glutamate hydrolase . .
43 290 57831 58535 705 prosta [Bacillus phage phiNIT1] hydrolaza kwasu poli-y-glutaminowego 295
44 1103 59734 60054 321 odwrocona - - 50
45 1102 60115 60510 396 odwrdcona - - 64
46 1062 68155 68697 543 odwrdcona - - 311
ZP_07627413, Acvl " L . .
47 1046 71740 72594 855 odwrdcona bacterial transferase hexapeptide repeat protein cylotrans eraﬁ:kzszmgi?ﬁa powtorzenia -
[Prevotella amnii CRIS 21A-A]
AEWA47127 hypothetical protein BCP78_0120
48 1036 75487 75963 477 odwrocona TYPohEtical protein - . 61

[Bacillus phage BCP78]

Tabela 22. Podsumowanie anotacji genomu i wynikow spektrometrii mas c.d.




Punktacja

L.p. ORF Poczatek  Koniec  Wieklo$¢ (pz) Orientacja  Najbardziej podobna sekwencja w bazie Protein (NCBI) Przewidywana funkcja (Mascot)
, AEWA47128,hypothetical protein BCP78_0121
49 1035 75978 76700 723 odwrdcona [Bacillus phage BCP78]
AEW47107,putative DNA translocase stage 111 sporulation . .. s
50 1016 79941 82169 2229 odwrécona protein Biatko wiazace Dliﬁa(rlla;tna funkcja nie jest )
[Bacillus phage BCP78]
, AEW47108,hypothetical protein BCP78_0101
51 1012 82289 83650 1362 odwrdcona [Bacillus phage BCP78]
AEW47109,hypothetical protein BCP78_0102
2 1011 41 2 7 6 . - - -
5 0 83413 8398 570 odwrocona [Bacillus phage BCP78]
AEW47113,hypothetical protein BCP78_0106
1 234 2 1047 6 - - -
53 006 8523 86280 0 odwrocona [Bacillus phage BCP78]
54 996 88204 88389 186 odwrdcona - - 78
, AEWA47119,hypothetical protein BCP78_0112
55 979 92736 93371 636 odwrdcona [Bacillus phage BCP78] 227
, AEW47129,hypothetical protein BCP78_0122
56 974 94986 95840 855 odwrdcona [Bacillus phage BCP78] 78
AEW47131 hypothetical protein BCP78_0124
7 7 4 7 1 5 - - -
5 973 95840 96370 53 odwrocona [Bacillus phage BCP78]
, AEW47132,hypothetical protein BCP78_0125
58 972 96478 97065 588 odwrdcona [Bacillus phage BCP78]
AEW47133,hypothetical protein BCP78_0126
71 7137 7 72 5 - - -
59 9 9713 97859 3 odwrocona [Bacillus phage BCP78]
AEW47141 hypothetical protein BCP78_0134
7 21 1 5 - - -
60 965 9930 999 615 odwrocona [Bacillus phage BCP78]
61 959 100579 101934 1356 odwrécona YP_001468528,gp148 Biatko wiazace DNA (petna funkeja nie jest 270

[Listeria phage A511]

zZnana)

Tabela 22. Podsumowanie anotacji genomu i wynikow spektrometrii mas c.d.




Punktacja

L.p. ORF Poczatek  Koniec  Wieklo$¢ (pz) Orientacja  Najbardziej podobna sekwencja w bazie Protein (NCBI) Przewidywana funkcja (Mascot)
, AEWA47157 hypothetical protein BCP78_0150
62 952 102263 103285 1023 odwrocona [Bacillus phage BCP78]
63 956 102435 102548 114 odwrocona - - 67
AEW47160,putative sigma factor L
4 4 104307 10502 714 5 . k -
6 945 0430 05020 odwrocona [Bacillus phage BCP78] Czynnik sigma
AEW47161,hypothetical protein BCP78_0154
44 10492 10527 7 0 - - -
65 9 04923 05279 35 odwrocona [Bacillus phage BCP78]
ACU274 inati i i . .
66 941 105326 106555 1230 odwrécona CU27400,recombination repair protein Rekombinaza podobna do rekombinazy A 411
[Bacillus phage Bcpl]
AEWA47165,h hetical in BCP78_01
67 939 106619 107869 1251  odwrécona 65 hypothetical protein BCP78_0158 . 488
[Bacillus phage BCP78]
, AEWA47168,hypothetical protein BCP78_0161
107 108454 4 — ) i
68 936 07969 0845 86 odwrocona [Bacillus phage BCP78]
AEWA4T71 ive DNA pol 2
69 933 108553 109257 705 odwrbcona [gi‘g:fs“;’ﬁage A Cps;g;]erase Polimeraza DNA podobna do polimerazy | ;
70 931 109622 110158 537 odwrdcona - - 116
71 930 110092 110199 108 odwrdcona - - 8307
AEWA4T71 ive DNA pol 2
72 91 110233 112920 2688 odwrécona [gi‘g:fs“;ﬁage A Cps;g;]erase Polimeraza DNA podobna do polimerazy | ;
73 929 110283 110417 135 odwrocona - - 444
, AEW47172,hypothetical protein BCP78_0165
74 917 113265 114023 759 odwrocona [Bacillus phage BCP78]
YP_001843367,phosphoesterase
7 14 114524 11512 7 0 ~ fosfi -
> S > 5120 59 odwrécona [Lactobacillus fermentum IFO 3956] osfoesteraza
76 011 115769 116005 237 odwrécona ZP_09077123,hypothetical protein PelgB_21842 i i

[Paenibacillus elgii B69]

Tabela 22. Podsumowanie anotacji genomu i wynikow spektrometrii mas c.d.




Punktacja

L.p. ORF Poczatek  Koniec  Wieklo$¢ (pz) Orientacja  Najbardziej podobna sekwencja w bazie Protein (NCBI) Przewidywana funkcja (Mascot)
, ADY 24959 hypothetical protein YBT020_29026
77 909 115995 116588 594 odwrécona [Bacillus thuringiensis serovar finitimus YBT-020]
EHA30663,hypothetical protein BSSC8 22480 i
78 906 117199 118179 981 odwrécona oS YPOTEtical profein B9 Podjednostka beta Reduktazy 114
[Bacillus subtilis subsp. subtilis str. SC-8] rybonukleotydowej
YP_001486871,nrdE gene product i
79 898 118428 119810 1383 odwrocona — 1k gene p Podjednostka alfa Reduktazy i
[Bacillus pumilus SAFR-032] rybonukleotydowej
) AEB63782,HNH endonuclease family protein .
80 897 120007 120537 531 odwrdcona . . . HNH ,,homing” endonukleaza -
[Bacillus amyloliquefaciens LL3]
ZP 07999929 ,bsu nrdEB intein containing protein ieraiace intei
81 894 120577 121374 798 odwrocona - : gp Zawierajace inteing Buatko podobne do :
[Bacillus sp. BT1B_CT2] podjednostki beta reduktazy dihydrofolianu
ZP_03591761, ) ) o
82 892 121337 121753 417 odwrocona ribonucleotide reductase stimulatory protein Biatko stymulujace dZIa*a,me reduktazy -
; O N rybonukleotydéw
[Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168]
) AEB23471,hypothetical protein BAMTA208_06480
83 890 121850 122398 549 odwrdcona . . . - -
[Bacillus amyloliquefaciens TA208]
84 888 122411 122764 354 odwrdcona - - 238
) AAY53357,gp54
85 873 125127 125708 582 odwrdcona . Rezolwaza -
[Listeria phage P100]
AEWA47185,putative deoxyuridine 5'-triphosphate
86 868 126405 127022 618 odwrocona nucleotidohydrolase Difosfaraza deoksyurydyno-5'trifosforanu 80
[Bacillus phage BCP78]
AEWA47188,putative DNA primase
87 866 127094 128164 1071 odwrdcona . DNA prymaza -
[Bacillus phage BCP78]
) AEW47190,putative exonuclease
88 860 128791 130695 1905 odwrécona Egzonukleaza podobna do nykleazy ShcC -

[Bacillus phage BCP78]

Tabela 22. Podsumowanie anotacji genomu i wynikow spektrometrii mas c.d.




Punktacja

L.p. ORF Poczatek  Koniec  Wieklo$¢ (pz) Orientacja  Najbardziej podobna sekwencja w bazie Protein (NCBI) Przewidywana funkcja (Mascot)
AEW47191 putative nuclease SbcCD D subunit
89 856 131037 132113 1077 odwrocona . Egzonukleaza typu SbcD -
[Bacillus phage BCP78]
) AEW47192 putative DNA helicase .
90 850 132094 133590 1497 odwrocona . DNA prymaza/helikaza 58
[Bacillus phage BCP78]
91 853 132993 133154 162 odwrocona - - 148
) AEWA47194 putative transcriptional regulator . .
92 845 133609 135309 1701 odwrdcona . Czynnik transkrybcyjny -
[Bacillus phage BCP78]
YP_238583,0RF006 _zales i i i
93 836 135626 138682 3057 odwrécona _ ATP-zalezna hehka.za DNA bioraca udziat w 56
[Staphylococcus phage Twort] rekombinacji (UvsW)
94 839 137838 137963 126 odwrocona - - 102
95 838 138066 138185 120 odwrocona - - 67
AEWA47198,putative adsorption associated tail protein i iadliwodcia oli
96 826 139134 142619 3486 odwrécona pULALIVe acsorp P Zwiazana z zjadliwoscia glikozylaza 5965
[Bacillus phage BCP78] zawierajaca powtorzenia BNR
97 832 139214 139339 126 odwrocona - - 178
YP_001468485,gp105 i janiej
98 825 142634 143182 549 odwrécona = gp Biatko strukturalne (petna funkcja nie jest 481
[Listeria phage A511] znana)
. AAY53338,9p35
99 821 143269 144658 1389* odwrocona L - 621
[Listeria phage P100]
) AEW47200,baseplate J family protein . . .
100 819 144674 145720 1047 odwrécona . Biatko ptytki ogonka z rodziny J 746
[Bacillus phage BCP78]
AEWA47201,putative baseplate protein i i i i i
101 817 145734 146474 741 odwrécona -p plate p Biatko biorace udziat w sktadaniu ptytki 529
[Bacillus phage BCP78] ogonka
) AEWA47202,hypothetical protein BCP78_0195
102 816 146471 147031 561 odwrdcona - 681

[Bacillus phage BCP78]

Tabela 22. Podsumowanie anotacji genomu i wynikow spektrometrii mas c.d.




V.18. Analiza filogenetyczna na podstawie przewidywanej sekwencji
glownego bialka kapsydu oraz bialka portalu

Na podstawie pordéwnania przewidywanej sekwencji gldéwnego biatka kapsydu
I biatka portalu z podobnymi sekwencjami pochodzacymi z innych fagéw opracowano
cztery dendrogramy obrazujace relacje filogenetyczne w grupie bakteriofagow
spokrewnionych z DAGATE.

We wszystkich topologiach uzyskanych dendrograméw bakteriofag ®AGATE
formowatl gataz wraz fagami BCP78 oraz W.ph. Bacillus cereus. W wigkszosci z nich,
DAGATE lokalizowat w obrebie wigkszej grupy, do ktorej nalaza bakteriofagi A511 oraz
P100 Listeria monocytogenes, phiEF24C Enterococcus faecalis, a takze Twort i K

zakazajace Staphylococci.
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[Bacillus phage SPO1]

Ryc. 10. Dendrogramy otrzymane na podstawie analizy sekwencji biatka portalu metodami

UPGMA (a) i Neighbour-Joining (b) i glownego biatka plaszcza tymi samymi metodami

(odpowiednio c i d) [96]
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V.19. lzolacja kwasu poli-y-glutaminowego z kultur bakteryjnych

Izolacje YPGA przeprowadzono wedhug procedury opisanej w punkcie 1V.12.35.
Srednia mokra masa osadu uzyskanego w trakcie izolacji kwasu poli-y-glutaminowego
wynosita 3,72 mg na mililitr pierwotnej kultury, a jego sucha masa wynosita 1,3 mg/ml.
Po rozdziale elektroforetycznym w zelu agarozowym i barwieniu bigkitem metylenowym
polimer byt widoczny w zelu w ilosci 250pg. Jego trawienie proteinaza K spowodowato
jedynie niewielkie zmiany w obrazie elektroforetycznym wyizolowanego polimeru z czego
mozna wnioskowac¢, iz jest on nieznacznie zanieczyszczony biatkami. Typowy obraz

elektroforetycznego rozdziatu oczyszczonego yPGA przedstawia rycina 11Ryc. 11.

s |

: |
& |
¥

Ryc. 11. Rozdziat elektroforetyczny kwasu poli-y-glutaminowego z  kultur
zawiesinowych Bacillus pumilus. W $ciezkach rozdzielano odpowiednio: Iug
markera puc8 (M1 i M2), 2mg (P2), Img (P1), 500ug (P0,5), 250ug (P0,25) kwasu
poli-y-glutaminowego oraz 1mg tego polimeru po 10 minutach trawienia 30 ug
proteinazy K.
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V.20. Testy aktywnos$ci hydrolazy kwasu poli-y-glutaminowego

Hydroliz¢ otrzymanego YPGA przeprowadzono wedlug Kimury i Itoh
(patrz 1V.12.37) [98]. W probach podanych dziataniu biatka z kultur zakazonych widoczne
jest przesunigcie smugi kwasu poli-y-glutaminowego w kierunku mniejszych mas
czasteczkowych wzgledem kontroli. Przesuniecie takie nie wystapito w przypadku prob
poddanych dziataniu biatka z kultur niezakazonych fagiem. Aktywnosci hydrolazy kwasu

poli-y-glutaminowego jest wigc zwiazana z obecnoscia faga w czasie kultury.

Biatko z kultur zakazonych Biatko z kultur niezakazonych

DAD Omin 30min 60min BPO Omin 30min 60min
Ryc. 12. Test aktywnos$ci hydrolazy kwasu Poli-y-Glutaminowego ®A0 oraz BP0 to

proby kontrolne, ktore zostaly pobrane z kazdej mieszaniny przed podaniem bialka.
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V1. Dyskusja

VI1.1. lzolacja bakterii tlenowych, fakultatywnie beztlenowych i
aerotolerancyjnych z wody Jeziora Goéreckiego

Badania rozpoczgto od  wyselekcjonowania taksondéw  bakterii  licznie
wystepujacych i istotnych dla funkcjonowania ekosystemu Jeziora Goéreckiego. Warto
zwroci¢ uwage, ze wyizolowano jedynie bakterie tlenowe, fakultatywnie beztlenowe i1
acrotolerancyjne, ktore szybko rosna na pozywce WPCA. W przysztosci uzyskane
informacje nalezaloby uzupelni¢ o dane na temat bakterii beztlenowych. W jeziorze
eutroficznym to one moga stanowi¢ grupe dominujaca. W tym kontekscie to wiasnie
stezenie tlenu w strefie pomigdzy 6, a 16 metrem w profilu pionowym wydaje si¢ by¢
wyjasnieniem niskiego miana jakie uzyskiwano z posiewow prob pochodzacych z tej

glebokosci.

Wiele z poczynionych w trakcie badan obserwacji jest zgodnych z danymi
literaturowymi dostgpnymi na temat mikroflory jezior eutroficznych. Bakterie z rodzajow
Aeromonas, Pseudomonas, Enterobacter czy Bacillus sa czgsto opisywane jako naturalna

mikroflora jezior eutroficznych [101].

Nieco bardziej zaskakujace bylo odnalezienie w probach wody bakterii z rodzaju
Deinococcus, gdyz rodzaj ten kojarzony jest zwykle z ekstremalnymi warunkami
srodowiskowymi. Dane literaturowe wskazuja jednak, ze istnieje grupa Deonicocci

zwiazana z siedliskami stodkowodnymi [102 , 103].

Berg wraz z wspolpracownikami udowodnili, ze wiele bakterii z wymienonych
wyzej rodzajow ma wpltyw na liczebno$¢ i strukturg¢ populacji cyjanobakterii (ktore
stanowia gtowna czg$¢ fitoplanktonu jeziora Goreckiego). Wszystkie testowane przez nich
izolaty Bacillus przyspieszaty lub hamowaty namnazanie si¢ sinic. Obserwowano takze
wzmozony wzrost cyjanobakterii na skutek oddzialtywan, z niektorymi bakteriami z
rodzajow Aeromonas i Pseudomonas. Jedyny testowany izolat z rodzaju Deinococcus miat
dwoisty wplyw na sinice (hamowat wzrost jednego badanego szczepu, a przyspieszat

drugiego) [104, 105].

Niektore bakterie z rodzajow Bacillus oraz Pseudomonas (rodzaje, ktore stanowity
odpowiednio 25,71% i 14,76% zidentyfikowanych izolatow z Jeziora Goreckiego) maja
takze zdolnos¢ do denitryfikacji i solubilizacji organicznych i nieroganicznych zwiazkow

fosforu [106]. Rola takich mikroorganizmow w ekosystemie jest tym wazniejsza, ze w
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wielu zbiornikach eutroficznych wtasnie fosfor jest czynnikiem limitujacym produkcje

biomasy.

Czes¢ zidentyfikowanych w trakcie wykonywania pracy gatunkow bakterii moze
by¢ patogenna dla ludzi (jak np. Pseudomonas aeruginosa) i innych organizméw (np.

Aeromonas hydrophilla dla ryb i ptazow) [107].

V1.2. Izolacja bakteriofaga ®AGATE

Do izolacji bakteriofagow wykorzystano kultury wzbogaceniowe. Z wody Jeziora
Goreckiego wyizolowano dwa bakteriofagi, ktore nazwano: ®AGATE i phd2B. Tylko
DAGATE zostal wybrany do dalszych badan. Po naniesieniu zawiesiny czastek fagowych
na warstwe bakterii rosnaca na podiozu statym tworzyl on lysinki, w obrebie ktorych nie
obserwowano zadnego wzrostu komorek gospodarza. Sugeruje to, Ze przynajmniej w
opisanych w tej rozprawie warunkach, bakteriofag ®AGATE jest fagiem bezwzglednie

lityczny.

V1.3. ldentyfikacja gospodarza

Identyfikacja gospodarza uzytego do izolacji faga ®AGATE prowadzona byta
trzema niezaleznymi metodami; technika amplifikacji i sekwencjonowania regionu 16S
rDNA, metoda testow biochemicznych z wykorzystaniem gotowego, komercyjne
dostgpnego zestawu oraz na podstawie profilu peptydéow uzyskanego technika
spektrometrii mas. W zwiazku z tym, ze uzywany zestaw do biochemicznej identyfikacji
przeznaczony byt jedynie dla bakterii Gramm ujemnych, konieczna byta modyfikacja

procedury przeprowadzona wedlug pracy Logan'a i Berkeley'a [93].

Wyniki otrzymane za pomoca wszystkich technik pozwolity ustali¢, ze gospodarz
faga ®AGATE, izolat BP, nalezy do gatunku Bacillus pumilus. Jedynym budzacym
watpliwosci rezultatem byt negatywny wynik testu na zdolno$¢ fermentacji glukozy.
Szczegdlnie interesujace okazaly si¢ natomiast wyniki spektrometrii LC-ESI-MS/MS
catkowitego biatka bakteryjnego. Porownanie otrzymanego profilu peptydéw z baza NR
Protein (NCBI) pozwolito na jednoznaczne zaklasyfikowanie badanego izolatu do gatunku.
Udato sig to, pomimo, ze przed eksperymentem LC-ESI-MS/MS biatka podlegaty jedynie

minimalnemu frakcjonowaniu (wysalanie w dwoch roznych stezeniach siarczanu amonu,
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ekstrakcja fenolem 1 stracanie acetonem). Otrzymana identyfikacja pokrywata sig¢ z
uzyskana na podstawie peinej sekwencji 16S rDNA. Podobne podejscie do identyfikacji
bakterii bylo wykorzystywane juz wczes$niej [108, 109, 110], a dane uzyskane w czasie
badan wskazuja, ze taka niewymagajaca duzego nakladu pracy procedura pozwala na

identyfikacji przynajmniej niektorych bakterii.

Osobny problem stanowi identyfikacja gospodarza drugiego z bakteriofagow.
Whyniki testow biochemicznych oraz analiza sekwencji 16S rDNA nie pozwolily na
jednoznaczne zaklasyfikowanie go do zadnego ze znanych gatunkéw. Biatka z tego izolatu
nie badano za pomoca spektrometrii mas, a identyfikacje za pomoca pozostatych technik
nie sg ze soba zgodne. Powodem moze by¢ nieprzygotowanie komercyjnie dostgpnych
testbw do rozrézniania izolatdow s$rodowiskowych (sa one produkowane z mysla o
bakteriach izolowanych od ludzi i innych zwierzat). Mozliwe jest takze, ze gospodarz faga
phd2B jest zbyt odleglty ewolucyjnie od znanych gatunkow z rodzaju Enterobacter. Petna
identyfikacja tej bakterii wymaga dalszych badan, wykraczaja one jednak poza ramy tej

rozprawy.

V1.4. Okreslenie zakresu gospodarzy infekowanych przez wyizolowanego
faga ®DAGATE

Wsrod badanych bakterii jedyna (poza gospodarzem wykorzystanym do izolacji)
permisywna wzgledem faga ®AGATE byl pozyskany z Jeziora Goreckiego izolat
zaklasyfikowany (na podstawie sekwenji 16S rDNA) do grupy Bacillus cereus. W sktad tej
grupy wchodza gatunki: B. anthracis, B. cereus, B. mycoides, B. pseudomycoides, B.
thuringiensis oraz B. weihenstephanensis. ®AGATE nie infekowat jednak szczepow B.
cereus ani thuringiensis pochodzacych z kolekcji. By¢ moze w zakresie jego gospodarzy
znajduja sie tylko niektore z tych gatunkow lub szczepow z grupy B. cereus. W przysztosci
warto by poszerzy¢ zakres testow swoistosci o zdefiniowane szczepy pochodzace z

renomowanych kolekcji (ATTC czy PCM w IITD PAN).
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V1.5. Charakterystyka i znaczenie gospodarza

Fag ®AGATE zakaza izolaty Bacillus pumilus - najczesciej identyfikowanych
bakterii w Jeziorze Goreckim. Wydaje sig, ze mozemy mie¢ do czynienia ze zjawiskiem
"zabijania zwyciezcy". Rzeczywiscie, wyniki prowadzonych przeze mnie badan wykazuja,
ze bakterie z tego gatunku nie sa obserwowane w Jeziorze Goreckim tak czesto, jak przed
uzyskaniem pierwszych izolatéw bakteriofaga (dane wtasne, niepublikowane).

Rola B. pumilus w ekosystemie zbiornika eutroficznego nie jest calkiem jasna.
Jest on prawdopodobnie jednym z wazniejszych destruentdow wystepujacych w Jeziorze
Goreckim. Bakterie B. pumilus nie sa zdolne do nitryfikacji (co potwierdza negatywny
wynik testu redukcji azotandéw), dane literaturowe wskazuja jednak, ze moga solubilizowaé
i rozktada¢ nieprzyswajalne dla wigkszo$ci innych organizméw organiczne zwiazki fosforu
[111].

Podczas testow oddzialywan antagonistycznych zaobserwowano dzialanie
hamujace B. pumilus wzgledem izolatu o sekwencji 16S rDNA podobnej do Pseudomonas
fluorescens. Dane literaturowe wskazuja, ze mozemy mie¢ do czynienia nie tyle
z dziataniem bakteriobojczym czy bakteriostatycznym, co z hamowaniem tworzenia
biofilmu. Morskie izolaty B. pumilus (S6-15, S8-07) hamuja formowanie biofilméw
Pseudomonas aeruginosa, a nawet rozbijaja dojrzate filmy [112, 113, 114]. Wyizolowany
z wody szczep WAPB4 wytwarza takze pumilicyng 4 - bakteriocyng aktywna przeciwko
innym bakteriom z rodzaju Bacillus, a takze Staphylococcus aureus, Enterococcus fecalis i
faecium [115]. B. pumilus wykorzystuje sig¢ tez jako biofungicyd [116, 117].

Warto zaznaczy¢, ze o ile B. pumilus nie jest wykorzystywany w przemysle tak
szeroko jak Bacillus subtilis to niektore szczepy z tego gatunkow stanowia zrodto cennych
enzymoOw. Ksylanaza, alkaliczna proteaza czy liaza pektanu (co ciekawe sekwencja
podobna do znanych gendéw kodujacych ten enzym znajduje sie takze w genomie faga),
izolowane z tej bakterii znalazly swoje zastosowanie w przemys$le spozywczym i

garbarskim [118, 119, 120].

B. pumilus jest rowniez zdolny do syntezy niebiatkowego polipeptydu: kwasu poli-
y-glutaminowego. Podobny polimer produkowany przez Bacillus subtilis jest

wykorzystywany przemysle kosmetycznym [121].

Mimo, ze B. pumilus nie jest uznawany za bakteri¢ chorobotwoércza, moze
syntezowac toksyny. Jest tez jednym z organizmdéw bioracych udziat w psuciu si¢ wielu
produktow zywnosciowych, a sporadycznie odnotowuje si¢ przypadki zakazen u ludzi
[122, 123, 124, 125].
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Bacillus pumilus jest organizmem nie tylko uwikltanym w gesta sie¢ powiazan
ekologicznych, ale i waznym z gospodarczego punktu widzenia. Poznanie zakazajacych tg

bakteri¢ fagdbw moze mie¢ znaczenie zarowno poznawcze jak i praktyczne.

V1.6. Bakteriofagi zakazajace Bacillus pumilus

Ilosc prac dostgpnych na temat fagow B. pumilus jest stosunkowo niewielka, w
poréwnaniu do analogicznej literatury na temat B. subtilis czy B. cereus. Wsérdd znanych
wirusow infekujacych te bakterie sa fagi PMJ1 i PMBI1. Moga one powodowac konwersj¢
przywracajaca zdolno$¢ tworzenia endospor mutantom B. pumilus, ktore ja utracity [126].
PMI1, a takze odkryty niezaleznie od niego fag 702phil-1 zaklasyfikowane zostalty do
rodziny Myoviridae [127]. Znane sa rowniez zakazajace B. pumilus fagi z rodziny
Siphoviridae (np. PBP1) i Podoviridae [128].Przedstawicielem tej ostatniej grupy jest @29.
Cho¢ byt on wyizolowany jako fag zakazajacy B. subtilis to infekuje szerokie spektrum
Bacilli, w tym niektore szczepy B. pumilus. Istnieja tez doniesienia o odkryciu nowych
bakteriofagdéw, jak fag 31 czy NP-5, lecz wirusy te sa wciaz stabo scharakteryzowane
[129]. Wiadomo rowniez, ze w genomach srodowiskowych izolatoéw B. pumilus wystepuja
aktywne profagi [130]. W chwili powstania pracy bakteriofag ®29 jest jedynym
infekujacym te bakterig fagiem szerzej opisanym pod wzgledem molekularnym [131].

V1.7. Morfologia faga ®AGATE

Otrzymane mikrografie elektronowe faga ®AGATE ujawnily, iz jego wirion
posiada symetri¢ zlozona, charakterystyczna dla rzedu Caudovirales. Na podstawie
otrzymanego obrazu mozna wykluczy¢ przynalezno$¢ do rodziny Podoviride, gdyz wirusy
z tej grupy nie maja dtugich ogonkoéw, a dtugos¢ ogonka ®AGATE wynosi okoto 200nm.
Do ustalenia czy bakteriofag nalezy do rodziny Myoviride, czy tez Siphoviridae konieczne
byloby stwierdzenie czy ogonek faga jest kurczliwy (a wigc utrwalenie fagow wraz z ich
gospodarzami). Gdyby udato si¢ uchwyci¢ moment adsorpcji i skurczu ogonka, byltby to
ostateczny dowdd na przynalezno$¢ faga do rodziny Myoviridae (na co wskazuja dane

proteomiczne i genomiczne omoéwione W rozdziale VI1.12).
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V1.8. Analiza wielkoS$ci fragmentow powstalych w wyniku trawienia
restrykcyjnego genomowego DNA faga ®AGATE

Obserwowany w zelu rozktad fragmentow DNA powstatych w wyniku trawienia
genomu faga ®AGATE enzymami Kpnl i Sall réznit si¢ w pewnym stopniu rozktadu
przewidywanego in silico, na podstawie danych genomowych. Jednym z mozliwych
wyjasnien takiego stanu rzeczy jest staba zdolno$¢ rozdzielcza 1% zelu agarozowego
wzgledem dlugich fragmentow DNA i staba widoczno$¢ fragmentdéw bardzo krétkich przy
wizualizacji bromkiem etydyny. Wydaje si¢ jednak, ze nieobecno$¢ niektérych z
przewidywanych prazkow, o wielkosci pomiedzy 1 - 10kpz nie da si¢ uzasadni¢ w tak
prosty sposob. By¢ moze mamy do czynienia z modyfikacja DNA uniemozliwiajaca cigcie
w niektorych miejscach rozpoznawanych przez enzymy restrykcyjne. Modyfikacje takie
wstgpuja na przyktad u fagow T4 Escherichia coli czy SPO1 Bacillus subtilis.
Zablokowanie mozliwos$ci cigcia mogloby by¢ takze wynikiem dziatania komorkowych
metylaz gospodarza. Istnieja dowody, ze B. pumilus posiada aktywny system
restrykcji/modyfikacji [38, 132, 133].

V1.9. Sekwencjonowanie genomu

Reakcje sekwencjonowania faga ®AGATE przeprowadzone metodami Sangera
oraz 454 daty wzajemnie zgodne i uzupehiajace si¢ wyniki. Pokrycie sekwencji 52,9 razy

pozwala wnioskowac, ze otrzymane dane sekwencyjne sa wiarygodne.
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V1.10. Anotacja genomu faga

W obrgbie genomu faga, stosujac program Geneious, zidentyfikowano 1345
otwartych ramek odczytu. Wigkszos¢ to prawdopodobnie sekwencje, ktore jedynie
przypadkowo speiniaja natozone na program kryteria. Wykorzystujac strategi¢
przewidywania na podstawie homologii (podobienstwa) udato si¢ zidentyfikowaé 81
potencjalnych genow. Wigkszos¢ (53 geny) byta podobna do genomu faga BCP78 B.
cereus, czgs¢ wykazywata jednak podobienstwo do sekwencji pochodzacych z innych
fagéw, w tym ONIT1 B. subtilis (3) i A511 Listeria monocytogenes (3) lub bakterii z
rodzaju Bacillus (8). Taka "mozaikowa" struktura genomu pojawia si¢ u wiclu fagow
1 jest konsekwencja horyzontalnego transferu genow. Na podstawie informacji zawartych
w bazach danych wybrano mozliwa funkcje dla 46 produktéow przewidywanych gendow.
Byly ws$rdd nich zaréwno biatka enzymatyczne jak 1 strukturalne. Zidentyfikowano
sekwencje, ktorych produkty sa najprawdopodobniej zaangazowane w replikacje¢ fagowego
materiatu  genetycznego (polimeraza DNA), rekombinacje¢ (rekombinaza A,
rezolwaza),biosyntez¢ nukleotydow (reduktaza dihydrofolianu), a takze sktadanie wirionu
(gtéwne biatko kapsydu). Warto zaznaczy¢, ze wsrod tej ostatniej grupy wystepowalo
charakterystyczne dla fagow z rodziny Myoviridae biatko ostonki ogonka. W genomie
wystepuje sekwencja podobna do biatka indukowanego glodem fosforanowym.
Dostgpnos¢ tego pierwiastka moze wigc by¢ czynnikiem ekologicznym silnie
wplywajacym na fizjologi¢ faga.

Pod wzgledem aplikacyjnym interesujace wydaja si¢ bialka zaangazowane w
degradacj¢ Sciany komorkowej (az trzy potencjalne lizyny) i skladnikéw otoczki
bakteryjnej (hydrolaza PGA, glikozylaza zawierajaca powtorzenia BNR czy biatko
podobne do liazy pektanu). By¢ moze, ktora§ z tych sekwencji znajdzie swoje
zastosowanie, jako czynnik przeciwbakteryjny lub przeciwdziatajacy powstawaniu
biofilmow.

Analiza utozenia przewidywanych genéw w genomie faga ®AGATE ujawnita, ze
sa one zorganizowane w regiony funkcjonalne. Interpretacja tego faktu wydaja si¢ jasna,
jesli wezmie sig¢ pod uwage, iz geny Myoviride sa zwykle eksprymowane jako operony
[137]. Spostrzezenie to potwierdzila analiza wykonana za pomoca programu FGENESB,

ktory zlokalizowat liczne operony w obrebie catego genomu.
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VI1.11. Identyfikacja bialek fagowych metoda tandemowej spektrometrii
mas
W celu ustalenia, czy przewidywane geny rzeczywiscie ulegaja ekspresji
przeprowadzono analizg profilu peptydow metoda tandemowej spektrometrii mas. Czg$¢
materiatu do eksperymentu LC-ESI-MS/MS, przygotowano za pomoca prostej procedury
wysalania biatek siarczanem amonu, czg$¢ natomiast stracano za pomoca PEG 8000, aby
zagesci¢ biatka zwiazane z czastkami fagowymi (dalsze oczyszczanie byto takie samo:

ekstrakcja fenolem i stracanie acetonem).

Na podstawie danych genomowych, droga translacji in silico przygotowano bazg
danych zawierajaca potencjalne produkty wszystkich otwartych ramek odczytu zawartych
w genomie faga ®AGATE. Pordéwnanie profili peptydow, uzyskanego podczas
spektrometrii mas, ze stworzong baza pozwolito na potwierdzenie ekspresji 57 sekwencji
kodujacych biatka. 36 z nich zostalo wcze$niej przewidzianych na podstawie
podobienstwa, natomiast 21, to produkty ekspresji ramek odczytu niewykazujacych
znaczacego podobienstwa do znanych sekwencji. Mamy wigc do czynienia
z nowymi, nieznanymi genami. Liczba potencjalnych genow w genomie faga ®PAGATE

rosnie zatem z 81 do 102.

G Bialka zidentyfikowane metodg spektrometrii mas

G Bialka przewidywane na podstawie podobienstwa

Ryc. 13. Diagram obrazujacy zalezno$¢ migdzy zbiorem
bialek przewidzianych na podstawie podobienstwa i

zidentyfikowanych metoda spektrometrii mas
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Na podstawie otrzymanych profili peptydow potwierdzono obecno$¢ wielu biatek
strukturalnych w lizatach fagowych. Szczegdlnie pomocne w tym wzgledzie okazaty sig
dane pochodzace z analizy proby stracanej PEG 8000, gdzie biatka te wystgpowaly w
znacznych ilo$ciach. Potwierdzono takze obecno$¢ wigkszosci enzymow zwiazanych z
degradacja Sciany komodrkowej i otoczki bakteryjnej w tym trzech przewidywanych lizyn i
hydrolazy PGA. Warto zauwazy¢, ze wsrod otrzymanych identyfikacji niewiele byto
polipeptydéw zwiazanych z replikacja genomu fagowego i biosynteza nukleotydow. Sa to
zwykle biatka wczesne, ich brak mozna wigc wyjasni¢ tym, ze ulegly degradacji w trakcie
koncowych etapéw namnazania si¢ faga i nie byly juz obecne w badanych lizatach. Aby
potwierdzi¢ t¢  hipoteze¢ nalezaloby  przeprowadzi¢  podobny  eksperyment

z wykorzystaniem biatka izolowanego z kultur w r6znych fazach zakazenia fagowego.

Vi.12. Analiza filogenetyczna

Nawet przy bardzo tagodnych parametrach (warto$¢ oczekiwana nie wigksza niz
100) algorytm blastn znalazt w bazie nr (non redundant) nucleotide (NCBI) podobne
sekwencje wirusowe tylko dla 4,46% genomu nowo odkrytego faga. Bakteriofagiem, ktory
wykazuje najwigksze podobienstwo sekwencji DNA do ®AGATE jest BCP78 Bacillus
cereus [134].

Gtowne biatko kapsydu 1 biatka portalu faga ®AGATE (uznawane za markery
taksonomiczne [135, 136]) rowniez byly najbardziej podobne do odpowiadajacych im
sekwencji BCP78. Poroéwnanie wykonane algorytmem MUSCLE pozwolilo ustali¢
podobienstwo miedzy nimi na 66,5% (w przypadku biatka kapsydu) 1 69% (w przypadku
portalu). W genomie faga ®AGATE wystepuja jednak potencjalne geny, ktorych obecnosci

nie stwierdzono u BCP78 jak np. gen kodujacy hydrolazg kwasu poli-y-glutaminowego.

Wraz z danymi na temat morfologii i ekologii faga (nowa nisza ekologiczna, inny
gospodarz), informacje otrzymane na podstawie analizy sekwencji, pozwalaja stwierdzi¢,
ze fag ®AGATE nalezy do nowego, nieznanego dotychczas gatunku (speinia Kryteria
demarkacji postawione przez ICTV [137]). W najblizszym czasie propozycja jego

wyrdznienia powinna zosta¢ przedstawiona do akceptacji komitetu.

Wszystkie bakteriofagi, o sekwencjach gléwnego biatka kapsydu 1 biatka portalu
przypominajacych te, wystepujace u DAGATE, naleza do rodziny Myoviridae.
Uzasadnione jest wigc twierdzenie, ze takze fag ®AGATE nalezy do tej rodziny. W
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wigkszosci uzyskanych dendrogramow ®AGATE lokalizowal si¢ w obrebie wigkszej
grupy, do ktorej naleza fagi BCP78 i W.ph Bacillus cereus, A511 oraz P100 Listeria
monocytogenes, phiEF24C Enterococcus faecalis, a takze bakteriofagi Twort i K
zakazajace Staphylococci. Poza niesklasyfikowanymi jeszcze BCP78, W.ph i SP10 fagi te
naleza do rodzaju wirusow podobnych do SPO1 (Wedlug bazy Taxonomy - UniProt).
Warto wigc rozwazy¢ wilaczenie takze tych fagow, wraz z ®AGATE, do tego wlasnie

rodzaju.

VI1.13. Aktywnosci hydrolazy kwasu poli-y-glutaminowego

W lizatach fagowych potwierdzono aktywnos$¢ hydrolazy yPGA. Aktywnos¢ te
badano wzgledem polimeru izolowanego z kultur gospodarza (izolatu BP Bacillus
pumilus). Otrzymany wynik jest interesujacy, poniewaz YPGA wykorzystywany jest w
przemysle (gdzie zwykle poddawany jest obrobce w celu obnizenia masy czasteczkowej), I
stanowi czynnik wirulencji niektorych bakterii z typu Firmicutes. Wiadomo, ze otoczka
zbudowana z tego polimeru chroni Bacillus anthracis przed rozpoznaniem przez uktad
odporno$ciowy, wiazaniem si¢ przeciwcial 1 fagocytoza, [138 139]. Roéwniez
Staphylococcus epidermidis syntezuje YPGA i takze on jest chroniony przed fagocytoza
[140]. Kwas poli-y-glutaminowy jest rowniez czynnikiem bioracym udziat w adhezji i
tworzeniu biofilméw przez niektore bakterie z rodzaju Bacillus [141, 142]. By¢ moze
hydrolaza kwasu YPGA moglaby znalez¢ zastosowanie do rozbijania biofilmow

tworzonych przez te mikroorganizmy.

Pelna ocena potencjatu uzytkowego tego enzymu wymaga przeprowadzenia testu
jego aktywnosci wzgledem izolatow kwasu poli-y-glutaminowego uzyskiwanych z innych
bakterii. Dobrym punktem wyjscia do dalszych badan bytaby analiza skladu yPGA
izolowanego z kultur B. pumilus, gdyz u r6znych mikroorganizméw obserwowano rozne
proporcje budujacych go enancjomeréw kwasu glutaminowego, a takze niewielkie ilosci

innych aminokwasow [143].
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VII.

Podsumowanie:

Odkryto nowy gatunek bakteriofaga, fag ®AGATE Bacillus pumilus.

Scharakteryzowano jego gospodarza; bakteri¢ Bacillus pumilus z

Jeziora Goreckiego.

Uzyskano sekwencje genomu faga ®AGATE.

W genomie faga ®AGATE przewidziano obecnos¢ 102 genow, dla 46

ustalono potencjalng funkcje.

Na podstawie profili peptyddéw, otrzymanych metoda spektrometrii

mas, potwierdzono ekspresje 57 ze 102 przewidywanych genow.

Zidentyfikowano biatka potencjalnie zaangazowane w degradacje
sciany komorkowej (lizyny) 1 skladnikow otoczki bakteryjnej
(hydrolazg yPGA). By¢ moze, znajda one swoje zastosowanie, jako
czynnik przeciwbakteryjny lub przeciwdzialajacy powstawaniu

biofilmow.

Potwierdzono aktywnos$¢ jednego z tych biatek - hydrolazy yPGA
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VIIl. Wnioski koncowe:

e W  funkcjonowanie  ekosystemu  jeziora  eutroficznego

zaangazowane sg bakteriofagi.

e Przykladem takiego bakteriofaga moze by¢ fag DAGATE
Bacillus pumilus, infekujacy jedna z najczgsciej obserwowanych w

jeziorze Goéreckim bakterii.

e W genomach fagow, izolowanych =z ekosystemu jeziora
eutroficznego, wystepuja potencjalnie uzyteczne sekwencje, jak
np. geny kodujace enzymy zaangazowane w degradacje Sciany

komoérkowej lub sktadnikow otoczki bakteryjne;.

108



Bibliografia

10.

11.

12.
13.
14.

15.

16.

17.

18.
19.

20.

21,
22,
23.

Friedman SD, Genthner FJ, Gentry J, Sobsey MD, Vinjé J. Gene mapping and phylogenetic analysis of
the complete genome from 30 single-stranded RNA male-specific coliphages (family Leviviridae). J
Virol. 2009 .

Krupowic, Mart. Evolutionary Genomics of Prokaryotic Viruses. s.l. : Dissertation presented to the
Faculty of Biosciences University of Helsinki, 2010.

Sun M, Serwer P. The conformation of DNA packaged in bacteriophage G. Biophys J. 1997.

Gozdzicka-Jozefiak A. Wirusologia molekularna, skrypt do wyktadéw. Poznan : Wydawnictwo naukowe
UAM, 2004.

Schaechter M. Desk Encyclopedia of Microbiology. : Academic Press, 20009.

Abedon ST. Bacteriophage Ecology: Population Growth, Evolution, and Impact of Bacterial Viruses.
Nowy Jork : Cambridge University Press, 2008.

Wilson GG, Murray NE. Restriction and Modification Systems. Annu. Rev. Genet. . 1991.

Sabour PM, Griffiths M. Bacteriophages in the control of food- and waterborne pathogens.
Washington, DC : ASM Press, 2010.

D, Nelson. Phage taxonomy: we agree to disagree. J Bacteriol. 2004.

Mc Grath S, Van Sinderen D. Bacteriophage: Genetics and Molecular Biology. Norfolk : Caister
Academic Press, 2007.

Ackermann HW. Bacteriophage taxonomy. Viruses of Prokaryotes. Tom |. Boca Raton : CRC Press,
1987.

Ackermann HW.5500 Phages examined in the electron microscope. Arch Virol. 152, 2007, Vol. 2.
Ackermann HW. Bacteriophage observations and evolution. Res Microbiol. 154, 2003, Tom 4.

ICTV. Viruses sorted according to general host categories. [Online] [Zacytowano: 2012 02 3.]
http://www.mcb.uct.ac.za/tutorial/ICTV%20Species%20L ists%20by%20host.htm.

Cann AJ. Principles of Molecular Virology (edycja standardowa). Waltham, Massachusetts : Academic
Press, 2001.

Mahy BWJ, van Regenmortel MHV. Desk Encyclopedia of General Virology. Waltham, Massachusetts :
Academic Press, 20009.

ICTV. Virus Taxonomy: 2009 Release. [Online] [Zacytowano: 01 03 2012.]
http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp?version=2009&bhcp=1.

Expasy. ViralZone. [Online] [Zacytowano: 25 02 2012.] http://viralzone.expasy.org.

King A, Lefkowitz E, Adams MJ. Virus Taxonomy: Ninth Report of the International Committee on
Taxonomy of Viruses. Amsterdam : Elsevier, 2011.

NCBI. Taxonomy (baza danych). [Online] [Zacytowano: 08 03 2012.]
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy.

Okafor N. Environmental Microbiology of Aquatic and Waste Systems. Berlin : Springer, 2011.
Tidona C, Darai G. The Springer Index of Viruses. Nowy Jork : Springer, 2011.
Kim SH, Lee JS, Cho YH. Genome diversification by a Pf1 phage-derived genomic island in

Pseudomonas aeruginosa. niepublikowane (NCBI). 2003.

109



24,

25.
26.

27.

28.

29.

30.

31.

32

33.

34.

35.

36.

37.

38.
39.

40.

41.

42.

43.

44,

Garrett RA, Klenk HP. Archaea: Evolution, Physiology, and Molecular Biology. Oxford : Blackwell
Publishing, 2007.

Weinbauer MG. Ecology of prokaryotic viruses. FEMS Microbiol Rev. 28, 2004, Tom 2.

Liu YM, Zhang QY, Yuan XP, Li ZQ and Gui JF. Seasonal variation of virioplankton in a eutrophic
shallow lake. Hydrobiologia. 560, 2006.

Sigee, D. Freshwater Microbiology: Biodiversity and Dynamic Interactions of Microorganisms in the
Aquatic Environment. Chichester : Wiley. , 2005.

Poindexter JS, Leadbetter ER. Methods and Special Applications in Bacterial Ecology Tom 3, Cyklu:
Bacteria in Nature. Berlin : Springer, 1986.

Meinhard S, Byung CC, Faroog A. Significance of bacterial biomass in lakes and the ocean: comparison
to phytoplankton biomass and biogeochemical implications. Mar Ecol Progr. 86 , (1992).

Whitman WB, Coleman DC, Wiebe WJ. Prokaryotes: The unseen majority. Proc Natl Acad Sci USA.
95, 1998, Tom 12.

Wommack KE, Colwell RR. Virioplankton: viruses in aquatic ecosystems. Microbiol Mol Biol Rev. . 64,
2000 Mar, Tom 1.

Abedon ST. Bacteriophage Ecology Group (BEG) News. [Online] [Zacytowano: 15 04 2012.]
http://lwww.mansfield.ohio-state.edu/~sabedon/bgnws007.htm#submissions.

Kerr B, Neuhauser C, Bohannan BJ, Dean AM. Local migration promotes competitive restraint in a
host-pathogen 'tragedy of the commons'. Nature. 442, 2006, Tom 7098.

Bull JJ, Badgett MR, Wichman HA. Big-benefit mutations in a bacteriophage inhibited with heat. Mol
Biol Evol. . 17, 2000 Jun, Tom 6.

Tuomi P, Fagerbakke KM, Bratbak, Heldal M. Nutritional enrichment of a microbial community: The
effects on activity, elemental composition, community structure and virus production. FEMS Microbiol.
Ecol. 16, 1994, Tom 2.

Winter C, Bouvier T, Weinbauer MG, Thingstad TF. Trade-offs between competition and defense
specialists among unicellular planktonic organisms: the "killing the winner™ hypothesis revisited.
Microbiol Mol Biol Rev. 74, 2010, Tom 1.

Waldor MK, Friedman DI, Adhya SL. Phages. Their Role in Bacterial Pathogenesis and Biotechnology.
Washington D.C. : ASM press, 2006.

Villarreal LP. Viruses and the Evolution of Life. Washington DC : ASM Press, 2005.

Lehnherr H, Maguin E, Jafri S, Yarmolinsky MB. Plasmid addiction genes of bacteriophage P1: doc,
which causes cell death on curing of prophage, and phd, which prevents host death when prophage is
retained. J Mol Biol. 233, 1993, Tom 3.

Dubois JY, Kouwen TR, Schurich AK, Reis CR, Ensing HT, Trip EN, Zweers JC, van Dijl JM.
Immunity to the bacteriocin sublancin 168 Is determined by the Sunl (YolF) protein of Bacillus subtilis.
Antimicrob Agents Chemother. . 53, 2009, Tom 2.

Mahony J, McGrath S, Fitzgerald GF, van Sinderen D. Identification and characterization of
lactococcal-prophage-carried superinfection exclusion genes. Appl Environ Microbiol. 74, 2008, Tom
20.

lida S, Meyer J, Béchi B, Stalhammar-Carlemalm M, Schrickel S, Bickle TA, Arber W. DNA
restriction--modification genes of phage P1 and plasmid p15B. Structure and in vitro transcription. J
Mol Biol. 165, 1983, Tom 1

Brussow H, Canchaya C, Hardt WD. Phages and the evolution of bacterial pathogens: from genomic
rearrangements to lysogenic conversion. Microbiol. Mol. Biol. Rev. . 68, 2004, Tom 3.

American Society for Microbiology. A Glossary defining some terms for bacteriophage biology.
[Online] [Zacytowano: 12 03 2012.] http://www.asm.org/division/m/blurbs/glossary/lexicon.html.

110



45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.
57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Weinbauer MG, Hofle MG. Significance of viral lysis and flagellate grazing as factors controlling
bacterioplankton production in a eutrophic lake. Appl Environ Microbiol. 64, 1998, Tom 2.

Peduzzi P, Weinbauer MG. Effect of concentrating the virus-rich 2 — 200 nm size fraction of seawater
on the formation of algal flocs (marine snow). Limnology and Oceanography. 38, 1993.

Sulakvelidze A, Alavidze Z, Morris JG. Bacteriophage Therapy, . Antimicrob. Agents Chemothe. 45,
2001.

Morello E, Saussereau E, Maura D, Huerre M, Touqui L, Debarbieux L. .Pulmonary bacteriophage
therapy on Pseudomonas aeruginosa cystic fibrosis strains: first steps towards treatment and prevention.
PLoS One. 6, 2011, Tom 2.

Debarbieux L, Leduc D, Maura D, Morello E, Criscuolo A, Grossi O, Balloy V, Touqui L.
Bacteriophages can treat and prevent Pseudomonas aeruginosa lung infections. J Infect Dis. 201, 2010,
Tom 7.

Pouillot F, Chomton M, Blois H, Courroux C, Noelig J, Bidet P, Bingen E, Bonacorsi S. Efficacy of
bacteriophage therapy in experimental sepsis and meningitis caused by 025b:H4-ST131 E. coli strain
producing CTX-M-15. Antimicrob Agents Chemother. na., 2012, Tom na.

Hung CH, Kuo CF, Wang CH, Wu CM, Tsao N. Experimental phage therapy in treating Klebsiella
pneumoniae-mediated liver abscesses and bacteremia in mice. Antimicrob Agents Chemother. 55, 2011,
Tom 4.

Rhoads DD, Wolcott RD, Kuskowski MA, Wolcott BM, Ward LS, Sulakvelidze A. Bacteriophage
therapy of venous leg ulcers in humans: results of a phase | safety trial. J Wound Care. 18, 2009, Tom 6.

Wright A, Hawkins CH, Anggard EE, Harper DR. A controlled clinical trial of a therapeutic
bacteriophage preparation in chronic otitis due to antibiotic-resistant Pseudomonas aeruginosa; a
preliminary report of efficacy. Clin Otolaryngol. 34, 2009, Tom 4.

Slopek S, Weber-Dabrowska M, Dabrowsk, M. Kucharewicz-Krukowska A. Results of bacteriophage
treatment of suppurative bacterial infections in the years 1981-1986. . Arch Immunol Ther Exp. 35,
1987.

Sulakvelidze A, Alavidze Z, Morris JG Jr. Minireview: Bacteriophage Therapy. Antimicrob Agents
Chemother. 45, 2001, Tom 3.

Loc-Carrillo C, Abedon ST. Pros and cons of phage therapy. Bacteriophage. 1, 2011, Tom 2.

Chhibber S, Kumari S. Application of Therapeutic Phages in Medicine. [aut. ksiazki] Ipek Kurtboke.
Bacteriophages. : InTeO, 2012 .

Merril CR, Biswas B, Carlton R, Jensen NC, Creed GJ, Zullo S, Adhya S. Long-circulating
bacteriophage as antibacterial agents. Proc Natl Acad Sci USA. 93, 1996, Tom 8.

Loeffler JM, Nelson D, Fischetti VA. Rapid killing of Streptococcus pneumoniae with a bacteriophage
cell wall hydrolase. Science. 294, 2001 , Tom 5549.

Hermoso JA, Garcia JL, Garcia P. Taking aim on bacterial pathogens: from phage therapy to
enzybiotics. Curr Opin Microbiol. 10, 2007 , Tom 5.

Gu J, XuW, Lei L, Huang J, Feng X, Sun C, Du C, Zuo J, Li Y, Du T, Li L, Han W. LysGH15, a novel
bacteriophage lysin, protects a murine bacteremia model efficiently against lethal methicillin-resistant
Staphylococcus aureus infection. J Clin Microbiol. 49, 2011, Tom 1.

Schmelcher M, Powell AM, Becker SC, Camp MJ, Donovan DM. Chimeric phage lysins act
synergistically with lysostaphin to kill mastitis-causing Staphylococcus aureus in murine mammary
glands. Appl Environ Microbiol. 78, 2012 , Tom 7.

Hanlon GW, Denyer SP, Olliff CJ, Ibrahim LJ. Reduction in exopolysaccharide viscosity as an aid to
bacteriophage penetration through Pseudomonas aeruginosa biofilms. Appl Environ Micrabiol. 67,
2001, Tom 6.

111



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.
83.

84.

Hughes KA, Sutherland IW, Jones MV. Biofilm susceptibility to bacteriophage attack: the role of phage-
borne polysaccharide depolymerase. Microbiology. 144, 1998.

Lu TK, Collins JJ. Dispersing biofilms with engineered enzymatic bacteriophage. Proc Natl Acad Sci
USA. 104, 2007, Tom 27.

Schuch R, Nelson D, Fischetti VA. A bacteriolytic agent that detects and kills Bacillus anthracis. Nature.
418, 2002, Tom 6900.

Yoong P, Schuch R, Nelson D, Fischetti VA. PlyPH, a Bacteriolytic Enzyme with a Broad pH Range of
Activity and Lytic Action against Bacillus anthracis. J Bacteriol. 188, 2006, Tom 7.

Yoong P, Schuch R, Nelson D, Fischetti VA. Identification of a broadly active phage lytic enzyme with
lethal activity against antibiotic-resistant Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium. J Bacteriol.
186, 2004, Tom 14.

Daugelavicius R, Cvirkaite V, Gaidelyte A, Bakiene E, Gabrenaite-Verkhovskaya R, Bamford DH.
Penetration of enveloped double-stranded RNA bacteriophages phil3 and phi6 into Pseudomonas
syringae cells. J Virol. 79, 2005, Tom 8.

Pastagia M, Euler C, Chahales P, Fuentes-Duculan J, Krueger JG, Fischetti VA. A novel chimeric lysin
shows superiority to mupirocin for skin decolonization of methicillin-resistant and -sensitive
Staphylococcus aureus strains. Antimicrob Agents Chemother. 55, 2011, Tom 2.

Takac M, Blasi U. Phage P68 virion-associated protein 17 displays activity against clinical isolates of
Staphylococcus aureus. Antimicrob Agents Chemother. 49, 2005, Tom 7.

Nelson D, Loomis L, Fischetti VA. Prevention and elimination of upper respiratory colonization of mice
by group A streptococci by using a bacteriophage lytic enzyme. Proc Natl Acad Sci USA. 98, 2001, Tom
7.

Nelson D, Schuch R, Chahales P, Zhu S, Fischetti VA. PlyC: a multimeric bacteriophage lysin. Proc
Natl Acad Sci USA. 103, 2006, Tom 28.

Cheng Q, Nelson D, Zhu S, Fischetti VA. Removal of group B streptococci colonizing the vagina and
oropharynx of mice with a bacteriophage lytic enzyme. Antimicrob Agents Chemother. 49, 2005, Tom
1.

Domenech M, Garcia E, Moscoso M. In vitro destruction of Streptococcus pneumoniae biofilms with
bacterial and phage peptidoglycan hydrolases. Antimicrob Agents Chemother. 55, 2011, Tom 9.

Biolabs, New England. New England Biolabs Enzymes Database (baza danych). [Online] [Zacytowano:
03 01 2012.] http://www.neb.com/.

Bowen RA, Austgen L, RougeM. Restriction Endonucleases and DNA Modifying Enzymes. [Online]
[Zacytowano: 02 03 2012.] http://www.vivo.colostate.edu/hbooks/contrib.html.

Sambrook J, Russel DW. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, the third edition. Nowy Jork :
Cold. Spring Harbor Laboratory Press, 2001.

Barbas CF, Burton DR, Scott JK, Silverman GJ P. Phage display: A laboratory manual. Nowy Jork :
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2000.

Hoang TT, Kutchma AJ, Becher A, Schweizer HP. Integration-proficient plasmids for Pseudomonas
aeruginosa: site-specific integration and use for engineering of reporter and expression strains. Plasmid.
43, 2000, Tom 1.

Information, National Center for Biotechnology. Nucleotide (baza danych). [Online] [Zacytowano: 21
04 2001.] http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore.

Smith GP, Petrenko VA. Phage Display. Chem Rev. . 97, 1997 , Tom 2.

Park J, Labaer J. Rozdziat 3.20: Recombinational cloning. [aut. ksiazki] Ausubel FM (red). Current
protocols in molecular biology. Nowy Jork : brak nazwiska, 2006.

Gibson RM, Errington J. A novel Bacillus subtilis expression vector based on bacteriophage phi 105.
Gene. 121, 1992 , Tom 1.

112



85.

86.

87.
88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.
102.

Weinberg RA, De Ciechi PA, Obukowicz M. A chromosomal expression vector for Escherichia coli
based on the bacteriophage Mu. Gene. 126, 1993, Tom 1.

Smith GP. Filamentous fusion phage: novel expression vectors that display cloned antigens on the virion
surface. Science. 228, 1985 , Tom 4705.

Singleton P. Dictionary of DNA and Genome Technology.2 ed. Chesterton : Wiley, 2010.

Lutzoni F. Primers, 16S ribosomal DNA - Frangois Lutzoni's Lab. [Online] [Zacytowano: 03 12 2011.]
http://www.lutzonilab.net/primers/page604.shtml.

Burchardt L, Gozdzicka-Jozefiak A, Messyasz B, Gabka M, Lamentowicz L., Rybak A, Dondajewska R.
Wplyw gradientu temperatury i zyznosci wody na strukture fitoplanktonu Jeziora Géreckiego
(Wielkopolski Park Narodowy) w okresie zlodzenia zimoweg. [aut. ksiazki] Kaczmarek L, Lorenc M,
Dondajewska M (red.) Walna B. Wielkopolski Park Narodowy w badaniach przyrodniczych. Poznan-
Jeziory : Wydawnictwo Naukowe UAM, 2009.

Messyasz B., Stefaniak K. Struktura wiosennego i letniego fitoplanktonu Jeziora Goreckiego. [aut.
ksigzki] Kaczmarek L, Walna B (red.) Kostrzewski A. Stan i przemiany srodowiska przyrodniczego
Wielkopolskiego Parku Narodowego. 15 lat stacji Ekologicznej UAM w Jeziorach. Poznan - Jeziory :
Wydawnictwo Naukowe UAM, 2004.

Petechata A, Walna B, Petechaty M, Kaczmarek L, Ossowski P, Lorenc M. Sezonowa dynamika
zbiorowiska glonéw i sinic planktonowych Jeziora Goéreckiego na tle cech fizyczno-chemicznych wod
powierzchniowych i stopnia rozwoju makrofitow. [aut. ksiazki] Kaczmarek L, Lorenc M, Dondajewska
R (red.) Walna B. Wielkopolski Park Narodowy w badaniach przyrodniczych. Poznan-Jeziory :
Wydawnictwo Naukowe UAM, 2009.

Kolendowicz L, Hanke J, Kaczmarek L, Lorenc M. Zmiany poziomu wody Jeziora Goreckiego
(Wielkopolski Park Narodowy). [aut. ksiazki] Pociask-Karteczka J (red.) Partyka J. Wody na obszarach
chronionych. . Krakéw : Instytut Geografii i Gospodarki Przestrzennej UJ, Ojcowski Park Narodowy,
Komisja Hydrologiczna PTG, 2008.

Logan NA, Berkeley RC. Identification of Bacillus strains using the API system. J Gen Microbiol. 130,
1984, Tom 7.

Roth J. Single Primer ("Semi-Random™) PCR. [Online] [Zacytowano: 22 08 2012.]
http://rothlab.ucdavis.edu/protocols/semirandom.html.

I j J, Braam J. Restriction Site Extension PCR: A Novel Method for High-Throughput Characterization
of Tagged DNA Fragments and Genome Walking. PLoS One. 5, 2010, Tom 5.

Drummond AJ, Ashton B, Buxton S, Cheung M, Cooper A, Duran C, Field M, Heled J, Kearse M,
Markowitz S, Moir R, Stones-Havas S, Sturrock S, Thierer T, Wilson A. Geneious v5.6.
[http://www.geneious.com] : Biomatters Ltd, 2012.

Goto A, Kunioka M. Biosynthesis and hydrolysis of poly(g-glutamicacid) from Bacillus subtilis
IFO3335. Biosci Biotech Biochem . 56, 1992.

Kimura K, Itoh Y. Characterization of poly-gamma-glutamate hydrolase encoded by a bacteriophage
genome: possible role in phage infection of Bacillus subtilis encapsulated with poly-gamma-glutamate.
Appl Environ Microbiol. 69, 2003, Tom 5.

Altschul SF, Madden TL, Schiffer AA, Zhang J, Zhang Z, Miller W, Lipman DJ. Gapped BLAST and
PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs. Nucleic Acids Res. 25, 1997, Tom
17.

FGENESB: Bacterial Operon and Gene Prediction. [http://linux1.softberry.com/berry.phtml] :
SoftBerry, 2012.

Goel PK. Water Pollution: Causes, Effects and Control. New Delh : New Age Internationa, 1997.

Song J, Yang SJ, Cho JC. "Bring to lab" of 19 novel species among 60 isolates retrieved from a
freshwater pond. J Microbiol Biotechnol. 17, 2007, Tom 1.

113



103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

Im WT, Jung HM, Ten LN, Kim MK, Bora N, Goodfellow M, Lim S, Jung J, Lee ST. .Deinococcus
aquaticus sp. nov., isolated from fresh water, and Deinococcus caeni sp. nov., isolated from activated
sludge. Int J Syst Evol Microbiol. 58, 2008.

Berg K. Heterotrophic Bacteria Associated with Cyanobacteria in Recreational and Drinking Water.
Dissertation presented to the Faculty of Agriculture and Forestry of the University of Helsinki Helsinki :
brak nazwiska, 2009.

Berg KA, Lyra C, Sivonen K, Paulin L, Suomalainen S, Tuomi P, Rapala J. High diversity of cultivable
heterotrophic bacteria in association with cyanobacterial water blooms. ISME J. 3, 2009, Tom 3.

Singh A, Parmar N, Kuhad RC Springer. Soil Biology: Bioaugmentation, Biostimulation and
Biocontrol,. Berlin : brak nazwiska, 2010.

Hazen TC, Fliermans CB, Hirsch RP, Esch GW. Prevalence and distribution of Aeromonas hydrophila in
the United States. Appl Environ Microbiol. 36, 1978, Tom 5.

Fox A. Mass spectrometry for species or strain identification after culture or without culture: Past,
present, and future. J Clin Microbiol. 44, 2006, Tom 8.

Rabih E. Jabbour, Mary M. Wade, Samir V. Deshpande, Mi. Comparative Proteomics of Tandem Mass
Spectrometry Analyses for Bacterial Strains Identification and Differentiation. [aut. ksiazki] Prasain JK.
Tandem Mass Spectrometry - Applications and Principles, ISBN: 978-953-51-0141-3. Slavka
Krautzeka : InTech, 2012..

Vaidyanathan S, Kell DB, Goodacre R. Flow-injection electrospray ionization mass spectrometry of
crude cell extracts for high-throughput bacterial identification. J Am Soc Mass Spectrom. 13, 2002, Tom
2.

Satyanarayana T, Johri B, Prakash A. Nowy Jork : Microorganisms in sustainable agriculture and
biotechnology, 2012.

Nithya C, Aravindraja C, Pandian SK. Bacillus pumilus of Palk Bay origin inhibits quorum-sensing-
mediated virulence factors in Gram-negative bacteria. Res Microbiol. 161, 2010, Tom 4.

Nithya C, Begum MF, Pandian SK. Marine bacterial isolates inhibit biofilm formation and disrupt
mature biofilms of Pseudomonas aeruginosa PAO1. Microbiol Biotechnol. 88, 2010, Tom 1.

Nithya C, Devi MG, Karutha Pandian S. A novel compound from the marine bacterium Bacillus pumilus
S6-15 inhibits biofilm formation in gram-positive and gram-negative species. Biofouling. 27, 2011, Tom
5.

Aunpad R, Na-Bangchang K. Pumilicin 4, a novel bacteriocin with anti-MRSA and anti-VRE activity
produced by newly isolated bacteria Bacillus pumilus strain WAPB4. Curr Microbiol. 55, 2007 , Tom 4.

Stitch JC, Rosenthal E. Marijuana Garden Saver: Handbook for Healthy Plants. San Francisco : Quick
American Archives, 2008.

Huang X, Zhang N, Yong X, Yang X, Shen Q. Biocontrol of Rhizoctonia solani damping-off disease in
cucumber with Bacillus pumilus SQR-N43. Microbiol Res. 167, 2012, Tom 3.

Ouattara HG, Reverchon S, Niamke SL, Nasser W. Molecular identification and pectate lyase
production by Bacillus strains involved in cocoa fermentation. Food Microbiol. 28, 2011, Tom 1.

Nagar S, Gupta VK, Kumar D, Kumar L, Kuhad RC. “Production and optimization of cellulase-free,
alkali-stable xylanase by Bacillus pumilus SV-85S in submerged fermentation. J Ind Microbiol
Biotechnol. 37, 2010 , Tom 1.

Wan MY, Wang HY, Zhang YZ, Feng H. Substrate specificity and thermostability of the dehairing
alkaline protease from Bacillus pumilus. Appl Biochem Biotechnol. 159, 2009 , Tom 2.

Schneerson R, Kubler-Ki. Poly(gamma-D-glutamic acid) protein conjugates induce IgG antibodies in
mice to the capsule of Bacillus anthracis: a potential addition to the anthrax vaccine. Proc Natl Acad Sci
USA. 100, 2003, Tom 15.

114



122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.
132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.
140.

141.

142.

143.

Pepe O, Blaiotta G, Moschetti G, Greco T, Villani F. Rope-producing strains of Bacillus spp. from wheat
bread and strategy for their control by lactic acid bacteria.”. Appl Environ Microbiol. 69, 2003 , Tom 4.

milk., Toxinogenic Bacillus pumilus and Bacillus licheniformis from mastitic. Nieminen T, Rintaluoma
N, Andersson M, Taimisto AM, Ali-Vehmas T, Seppiléd A, Priha O, Salkinoja-Salonen M. Vet Microbiol.
. 124, 2007, Tomy 3-4.

Kimouli M, Vrioni G, Papadopoulou M, Koumaki V, Petropoulou D, Gounaris A, Friedrich AW, Tsakris
A. Two cases of severe sepsis caused by Bacillus pumilus in neonatal infants. J Med Microbiol. 61,
2012, Tom 4.

Tena D, Martinez-Torres JA, Perez-Pomata MT, Saez-Nieto JA, Rubio V, Bisquert J. Cutaneous
infection due to Bacillus pumilus: report of 3 cases. Clin Infect Dis. 44, 2007 , Tom 4.

Keggins KM, Nauman RK, Lovett PS. Sporulation-converting bacteriophages for Bacillus pumilus. J
Virol. 27,1978 , Tom 3.

Hardies, S.C. and Serwer,P. Genomic survey of Bacillus pumilus phage 702phil-1. Nieopublikowano
(NCBI). 2002.

Lovett PS. . PBP1.: a flagella specific bacteriophage mediating transduction in Bacillus pumilus.
Virology. 13, 1972, Tom 1.

Imai, K. NP-5, Characterization of two bacteriophages for Bacillus pumilus. The virulent phage 31 and
the temperate phage.. IFO Res Commun. 14, 1969, Tom 5.

JH, Pau. RESEARCH - VIROMICS - Lysogeny in Marine Bacillus. [Online] [Zacytowano: 03 05
2012.] http://www.marine.usf.edu/microbiology/viromics-lysogeny-bacillus.shtml .

Meijer WJ, Horcajadas JA, Salas M. Phi29 family of phages. Microbiol Mol Biol Rev. 65, 2001, Tom 2.

Stankevicius K, Lubys A, Timinskas A, Vaitkevicius D, Janulaitis A. Cloning and analysis of the four
genes coding for Bpul0l restriction-modification enzymes. Nucleic Acids Res. 26, 1998 , Tom 4.

Huang LH, Farnet CM, Ehrlich KC, Ehrlich M. Digestion of highly modified bacteriophage DNA by
restriction endonucleases. Nucleic Acids Res. 10, 1982 , Tom 5.

Lee JH, Shin H, Son B, Ryu S. Complete genome sequence of Bacillus cereus bacteriophage BCP78. J
Virol. 68, 2012 , Tom 1.

Webby R, Kalmakoff J. Sequence comparison of the major capsid protein gene from 18 diverse
iridoviruses. Arch Virol. 143, 1998, Tom 10.

Sullivan MB, Coleman ML, Quinlivan V, Rosenkrantz JE, Defrancesco AS, Tan G, Fu R, Lee JA,
Waterbury JB, Bielawski JP, Chisholm SW. Portal protein diversity and phage ecology. Environ
Microbiol. 10, 2008 , Tom 10.

ICTV. ICTVdB Index of Viruses. [Online] [Zacytowano: 2012 05 04.] http://ictvdb.bio-mirror.cn/Ictv.
Ezzell JW, Welkos SL. The capsule of bacillus anthracis, a review. J Clin Invest. 115, 1999 , Tom 3.
Candela T, Fouet A. Poly-gamma-glutamate in bacteria. Molecular Microbiology. 60, 2006, Tom 5.

Kocianova S, Vuong C, Yao Y, Voyich JM, Fischer ER, DeLeo FR, Otto M. Key role of poly-gamma-
DL-glutamic acid in immune evasion and virulence of Staphylococcus epidermidis. J Clin Invest. 115,
2005, Tom 3.

LiuJ, He D, Li XZ, Gao S, Wu H, Liu W, Gao X, Zhou T. Gamma-polyglutamic acid (gamma-PGA)
produced by Bacillus amyloliquefaciens C06 promoting its colonization on fruit surface. Int J Food
Microbiol. . 15, 2010, Tom 124.

Morikawa M, Kagihiro S, Haruki M, Takano K, Branda S, Kolter R, Kanaya S. Biofilm formation by a
Bacillus subtilis strain that produces gamma-polyglutamate. Microbiology. 152, 2006.

Stanley NR, Lazazzera BA. Defining the genetic differences between wild and domestic strains of
Bacillus subtilis that affect poly-gamma-dI-glutamic acid production and biofilm formation. Mol
Microbiol. 57, 2005, Tom 4.

115



