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SANTRUMPU SARASAS

dg — dvigrandé

DNazé — deoksiribonukleazé

DSMZ - vokietijos mikroorganizmy ir lasteliy kultiiry kolekcija (vok. Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen)

EDTA - etilendiaminotetraacto riigstis

EOP — infekcinis efektyvumas formuojant infekcinius centrus (angl. efficiency of plaquing)
g — pagreitis (santyking¢ iScentriné jéga)

gDNR - genominé DNR

GRAS - laikomas saugus naudoti (angl. generally recognized as safe)

kb — kilobazé

LB terpé — Luria-Bertani terpé

LPS — lipopolisacharidas

MOI - infekcijos daugybiskumas (angl. multiplicity of infection)

NCBI - nacionalinis biotechnologijos informacijos centras (angl. National Center for
Biotechnology Information)

OD - optinis tankis (angl. optical density)

PB — fosfatinis bakteriofagy suspensijos buferinis tirpalas (angl. phosphate buffer)
PFU - infekcinj centrg formuojantis vienetas (angl. plaque-forming unit)

PGR - polimerazeés grandining reakcija

REazés — restrikcijos endonuokleazés

TE - Tris-HCI ir EDTA buferis

TEM — transmisiné elektroniné mikroskopija

vg — viengrandé



IVADAS

Apskaidiuota, kad Zeméje egzistuojanéiy bakterijy skai¢ius gali siekti iki 5 x 10%° vnt.,
tai yra daugiau nei augaly ir gyviny skaicius kartu sudéjus (Sharma et al., 2019). Kita vertus,
dauguma bakterijy gali buti uzkréstos ir infekuotos vienu ar keliais virusais, vadinamais
bakteriofagais (fagais), todél pastarieji yra laikomi dar gausesniais ir jvairesniais nei jy lastelés-
Seimininkés (Sharma et al., 2019).

Nors daugeliu atvejy akcentuojamasi j patogeniniy bakterijy sukeliamas Zmoniy ligas ir
ju sprendimo biidus, taciau nemaziau svarbi ir kovos priemoniy prie§ milzinisSkus nuostolius
maisto, zemés tikio ir veterinarijos pramonéje sukeliancias bakterijas, paieska. Bakteriofagai ar
ju pagrindu sukurti produktai — vienas i§ sékmingy pavyzdziy (Fernandez et al., 2018; Svircev
et al., 2018). Kita vertus, siekiant sékmingai pritaikyti fagy ar jy pagrindu sukurtus produktus,
ir siekiant iSvengti galimo nepageidaujamo jy poveikio, reikalingas itin detalus Siy tyrimo
objekty iStyrimas ir charakterizavimas, tuo tarpu dabartinés mokslinés zinios atspindi tik labai
mazg $iy bakterijas infekuojanéiy virusy jvairove. Nepaisant to, kad Pantoea genties bakterijos
yra vienos gausiausiy bakterijy filosferoje ir yra zinomos ne tik kaip itin svarbiis epifitai ar
endofitai, bet ir gali biiti susijusios su jvairiomis vabzdziy, gyviiny ar augaly ligomis (Walterson
et al., 2015; Dutkiewicz et al., 2015), Sias bakterijas infekuojantys bakteriofagai iki Siol tirti itin
menkai (Simolitnas et al., 2018; Thompson et al., 2019; Simolitiniené et al., 2020).

Siekiant bent 1§ dalies pakeisti esamg situacija, Sio darbo metu buvo atlickama skyriaus
darbuotojy ankstesniy darby metu izoliuoty Pantoea genties bakterijas infekuojanciy
bakteriofagy vB_PagS MED16 (MED16), vB_PagS_AAS23 (AAS23), vB_PagS_AAS21
(AAS21) irvB_PagM_LIET2 (LIET2) morfologijos, fiziologijos bei biocheminiai tyrimai.
Darbo tikslas: naujy bakteriofagy, infekuojan¢iy Pantoea genties bakterijas,
charakterizavimas.

Siam tikslui pasiekti buvo i3kelti ie uzdaviniai:
1. Atlikti fagy viriony TEM analize.
Nustatyti bakteriofagy infekcinj efektyvuma.

2

3. Atlikti bakteriofagy lasteliy-Seimininkiy spektro tyrimus.

4 [vertinti fiziniy ir cheminiy veiksniy jtaka fagy infektyvumui.
5

Atlikti fagy genominés DNR restrikcijos profiliy ir potencialiy modifikacijy analize.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Bakterijos ir ju sukeliamos augaly ligos

Bakterijos — tai vienalgsciai (prokariotiniai) mikroorganizmai, kurie gyvena paciose
Jvairiausiose buveinése: nuo giliausiy vandenyny ir dirvozemio sluoksniy iki zmoniy
virSkinamojo trakto (Granato et al., 2019). Bakterijos pasiZymi labai jvairiais metaboliniais
geb¢jimais, kaip maisto Saltinj naudodamos tiek jvairius organinius, tiek kai kuriuos
neorganinius junginius. Bakterijos gali buti augaly ar bestuburiy simbiontai, atliekantys tokias
svarbias funkcijas kaip azoto fiksacija ar celiuliozés skaidymas. Be §iy prokarioty dirvozemis
nebiity derlingas, o negyvos organinés medziagos suirty daug léciau (Rogers ir Kander, 2019).
Kita vertus, bakterijos gali sukelti jvairias augaly ir gyviny (jskaitant zmones) ligas.

Zemés tikyje daznai susiduriama su bakterijomis, sukelian¢iomis augaly ligas. Tai viena
i§ didZiausiy problemy, galin¢iy paveikti visg agrokulttra (Sundin et al, 2016). Nestabdomai
plisdamos patogeninés bakterijos leidzia plisti ir jy sukeliamoms ligoms. Bakteriniy patogeny
augimo greitis, esant optimalioms aplinkos salygoms ir nesant veiksmingy antibakteriniy kovos
priemoniy, gali greitai padidinti mikroorganizmy populiacija, kuri suteikia galimybe ligai
iSplisti j naujas infekcijos vietas, sukeliant ligy epidemijas, o tuo paciu ir didziulius
ekonominius nuostolius (Sundin et al, 2016). Patogeninés augaly bakterijos gali sukelti jvairius
augaly pazeidimus: formuojasi galai, atsiranda démés ant lapy, susidaro minkstieji puviniai
(Ellis et al., 2008). Dél patogeniniy bakterijy sukelty augaly pazeidimy mazéja produkcijos
Kiekis, kuris yra svarbus siekiant iSmaitinti Siuo metu vis dar augantj pasaulio gyventojy skaiciy
(Svircev et al., 2018). D¢l Sios priezasties, yra itin svarbu nustatyti (jvardinti) ligas sukeliancias

bakterijas ir imtis priemoniy, kurios padéty efektyviai apsaugoti augalus nuo $iy ligy.

1.1.1. Pantoea ir Erwinia genties bakteriju sukeliamos augaly ligos

Erwinia ir Pantoea genties bakterijos yra Gram-neigiamos, lazdelés formos,
filogenetiniu pozitriu tarpusavyje itin glaudziai susijusios bakterijos, priklausancios
Enterobacteriales eilei, Erwiniaceae Seimai (Thompson et al., 2019). Pantoea agglomerans
bakterijos anks¢iau buvo zinomos kaip Enterobacter agglomerans arba Erwinia herbicola ir tik
1989 metais buvo perklasifikuotos j nauja gentj Pantoea (Biiyilkcam et al., 2018). Sios
bakterijos yra iSskirtos i§ daugelio aplinky, jskaitant dirvoZzemj, vandenj ir augalus (Moradi
Amirabad ir Khodakaramian et al., 2016; Walterson ir Stavrinides, 2015).



Erwinia ir Pantoea genties bakterijos yra zinomos ne tik kaip itin svarbiis augaly epifitai
ar endofitai, bet ir gali biiti susijusios su jvairiomis vabzdziy, Zmoniy, taip pat augaly ligomis,
kurios pakenkia vaismedziams, darzovéms ar agrokultiiriniams augalams (Bhat et al., 2010;
Coutinho ir Venter, 2009; Panditrao ir Panditrao, 2018; Biiyilkcam et al., 2018). Sie patogenai
yra didelé naSta Zemés iikiui ir Siuo metu yra jvardyti kaip galimi biologinio terorizmo sukéléjai
(Thompson et al., 2019). PavyzdZiui, Erwinia amylovora sukelia vaismedziy (kriau$iy ir
obuoliy) baktering deglige, kuri vidutiniSkai per metus padaro apie 100 milijony JAV doleriy
zalos vaismedziy sodams (Thompson et al., 2019). Pantoea ananatis sukelia svogiiny centrinj
puvinj (1 pav. D), o Pantoea agglomerans — bulviy puvinius, medvilnés iSorinio apvalkalo
pazeidimus (1 pav. A ir B). Pantoea agglomerans taip pat gali sukelti ligas jvairiy rasiy zoléms:
varpuciui, aukstajai avizuolei, pajirio peléZirniui lapy nekroze, kukurtizams lapy vytimg. Kai
kurie patogeniniai P. agglomerans kamienai gali sukelti augaly auglius ir formuoja galus

runkeliuose, gubojoje (1 pav. C), spanguolése (Dutkiewicz et al., 2016).

1 pav. A, B — Pantoea agglomerans sukeltas medvilnés iSorinio apvalkalo pazeidimas. (a)
nepazeistas Ziedas; (b) pazeistas Ziedas (Dutkiewicz et al., 2016). C — Pantoea agglomerans
sukelti galai muilinei gubojai (Dutkiewicz etal., 2016). D — Pantoea ananatis sukeltas centrinis
svogiino puvinys (Howard F. Schwartz, Colorado State University, Bugwood.org)

Erwinia ir Pantoea genties bakterijy sukeliamos ligos ir patiriami nuostoliai

agrokultiiroje skatina ieskoti buidy, kurie padéty jveikti ligas ir pagerinti zemés tikio kokybe.



Bakterinés degligés infekcijos yra gydomos antibiotikais, taciau 70% §iy gamtoje randamy ir
liga sukelianciy bakterijy yra atsparios Siuo metu naudojamiems antibiotikams (Dy et al, 2018).
Dél Sios priezasties ieSkoma naujy, efektyviy kovos priemoniy pries patogenines, antibiotikams
atsparias bakterijas, 0 vienas i$ alternatyviy budy, kuris leisty apsaugoti augalus nuo jvairiy
bakterijy sukeliamy ligy — bakteriofagy ar jy produkty panaudojimas biokontroléje (Dy et al,
2018).

1.2. Bakteriofagai, ju jvairové ir klasifikacija

Bakteriofagai — virusai, infekuojantys bakterijas. Tai vieni i$ labiausiai paplitusiy virusy
Zeméje, kuriuos galima rasti vandenynuose, dirvoZzemyje bei visose gyvose sistemose:
zmoguje, gyvinuose, augaluose, vabzdziuose ir bakterijose (White ir Orlova, 2019; Dion et al.,
2020). Manoma, kad bendras bakteriofagy skaicius biosferoje gali svyruoti nuo 10% iki 10%
vnt., 0 1 ml neuztersto vandens siekti apie 2 x 108 gyvybingy virusiniy daleliy (Abuladze et al.,
2008).

Bakteriofagai yra sudaryti i§ genetinés medziagos ir jg gaubianc¢io baltyminio apvalkalo
— kapsidés. Fagy genomus sudaro DNR arba RNR, kuri gali biiti dvigrandé arba viengrande,
linijiné arba ziediné, su grandinés galuose prisitvirtinusiais baltymais arba be jy (Ackermann,
2009). Kapsidé gali buti polihedriné (Microviridae, Corticoviridae, Tectiviridae, Leviviridae ir
Cystoviridae Seimy bakteriofagy), filamentiné (Inoviridae Seima), pleomorfiné (Plasmaviridae
Seima) arba sujungta su uodegéle (Caudovirales eilé) (Dion et al., 2020).

Bakteriofagy klasifikacija j tam tikras grupes remiasi virusy genomo, morfologinémis,
fizikinémis ir cheminémis savybémis, taip pat reprodukcijos charakteristikomis bei
biologinémis savybémis, pavyzdziui, Seimininky spektru ar temperatirinio infektyvumo
savybémis (Ackermann, 2009). Seimininky spektro nustatymas yra svarbi charakteristika,
leidzianti jvertinti praktinio fagy taikymo kovoje pries jvairias bakterijas galimybes, o sgvoka
platus Seimininky spektras (angl. broad host range) apibudina bakteriofagus, gebancius
infekuoti kelias bakterijy rusis (Yu et al., 2016) ar uzkrésti santykinai didelj skaiciy tos pacios
rusies bakterijy kamieny (Xu et al., 2016). Tuo tarpu remiantis fagy vystymosi temperatiira,
Seeley ir Primrose i$skyré tris bakteriofagy tipus: Zemos temperatiros (angl. low-temperature,
LT) bakteriofagai, kurie vystosi iki 30 °C temperataroje, vidutinés temperataros (angl. mid-
temperature, MT) bakteriofagai, kuriy vystymosi ribos yra 15-45 °C ir aukstos temperatiiros
(angl. high-temperature, HT) bakteriofagai, kurie vystosi tik esant aukStesnei nei 25 °C

temperattrai (Seeley ir Primrose, 1980).



Visgi, esminis kriterijus, ] kurj yra atsizvelgiama atliekant taksoniming bakteriofagy
klasifikacijg, yra jy genomo savybé — nukleortigsties tipas (VgDNR, vgRNR, dgDNR ar
dgRNR) (Dion et al., 2020). Taksonoming bakteriofagy klasifikacija vykdo Tarptautinis virusy
taksonomijos komitetas (ICTV) (Dion et al., 2020). Siuo metu Zinomos prokarioty virusy

Seimos ir joms budingi morfologiniai pozymiai pateikiami 2 paveiksle.

Cystoviridae
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2 pav. Bakterijas ir archéjas infekuojancios virusy Seimos. Paveikslas parengtas remiantis
White ir Orlova pateikta informacija (White ir Orlova, 2019).

Gausiausia ir Siuo metu detaliausiai istirta fagy grupé yra uodeguotieji fagai (eilé
Caudovirales), kurie sudaro apie 96% visy zinomy bakterijas infekuojanciy virusy (Fokine ir
Rossmann, 2014; Cai et al., 2019). Uodeguotiesiems bakteriofagams biidinga ikosaedriné
kapsidé ir uodegélé, kuri yra prisitvirtinusi prie vienos i§ 12 kapsidés virStniy (Fokine ir
Rossmann, 2014). Pati uodegélé yra sudétinga vamzdelio formos struktiira, kuri pasizymi
spiraline simetrija (Fokine ir Rossmann, 2014). Uodeg¢lé gali turéti fibriles, spygliukus arba
galiuka, kurie funkcionuoja kaip receptoriy suriSantys baltymai, reikalingi specifiskai atpazinti
Seimininko receptorius ir kurie, kartu su uodegéle, yra pagrindiniai veiksniai, lemiantys
atitinkamo fago specifiskumg ir infekcijos procesg (Veesler ir Cambillau, 2011; Parmar et al.,
2017; White ir Orlova, 2019). Uodeggélés receptorius surisantys baltymai padeda bakteriofagui
sgveikauti tik su atitinkamais Seimininkais, nes jis atpazjsta tik specifinius lastelés-Seimininkés
receptorius, tokius kaip lipopolisaharidas, teicho riigStys ir porinai, todél tokia sgveika lemia

bakteriofago infekuojamy lasteliy-Seimininkiy ratg (Parmar et al., 2017; Nobrega et al., 2018).
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Ilga laika uodeguotyjy bakteriofagy (eilé Caudovirales) grupe sudaré trys Seimos
(Myoviridae, Podoviridae ir Siphoviridae) (3 pav.), j kurias virusai buvo skirstomi atsizvelgiant
1ju morfologija, o esminis jy tarpusavio morfologinis skirtumas — uodegélés struktiira (Nobrega
et al., 2018). Pastaruoju metu didéjant virusy (jskaitant bakteriofagus) genetinés informacijos
kiekiui ir atsizvelgiant ne tik j jy morfologines savybes, bet ir | filogenetinj rysj su kitais
bakteriofagais, neseniai buvo atliktas Caudovirales fagy Seimy perklasifikavimas, patvirtintos
naujos fagy grupés ir Siuo metu yra iSskiriamos jau devynios bakteriofagy Seimos:
Ackermannviridae, Autographiviridae, Chaseviridae, Demerecviridae, Drexlerviridae,
Herelleviridae, Myoviridae, Podoviridae ir Siphoviridae (https://talk.ictvonline.org/taxonomy/
2020-04-09). Visgi, nepaisant besikei¢iancios taksonominés klasifikacijos, dauguma Siuo metu
identifikuoty bakteriofagy vis dar yra Myoviridae, Podoviridae ir Siphoviridae seimy atstovai

(https://talk.ictvonline.org/taxonomy/ 2020-04-09).

a Myoviridae b Siphoviridae € Podoviridae
Kapside Kapside
- Kapside Uodegéle 7[ \: g;s;:fcl@
Apykakle Centrine uodegeles fibrile

arba syglys

—— Uodegeles vamzdelis

Uodegélés vamzdelis

ir apvalkalas Uodegélé

Uodegelée

— Bazaliné plokstele

Tlga uodegelés ff/
i\ fibrile §

\%‘h Uodegeles fibrile

1 - oo
— Trumpa uodegelés fibrile —— Centriné uodegélés fibrilé arba syglys

Bazaliné plokstele —/ Centriné uodegelés fibrilé arba spyglys

3 pav. Caudavirales eilés pagrindiniy Seimy (Myoviridae — a, Siphoviridae — b, Podoviridae —
C) bakteriofagy struktiiros pagal Nobrega (Nobrega et al., 2018).

Siphoviridae — tai Seima, kuri sudaro didzigja Caudavirales eilés fagy dalj — 61%.
Biuidinga ilga, lanksti ir nesusitraukianti uodegélé. Genomui buidinga linijiné dvigrandé DNR
apie 22-134 kb, turinti 37-88 geny (King et al., 2011; Nobrega et al., 2018). Kita fagy Seima,
kuri sudaro 25% visy Caudovirales fagy yra Myoviridae Seima. Palyginus su Kkitais
uodeguotaisiais fagais, miovirusai daznai turi: didesnes galvutes, didesnj DNR kiekj bei yra
jautresni uz$aldymui, at$ildymui ir osmosiniam Sokui. Siems fagams badinga ilga, nelanksti ir
susitraukianti uodegélé, o genetiné medziaga — linijiné, dvigrandé DNR apie 34-500 kb,
koduojanti 40-600 baltymy (King et al., 2011; Nobrega et al., 2018). Maziausia dalj (14%) visy

Caudovirales fagy sudaro Podoviridae $eima. Sios §eimos virusy galvuté yra ikosaedring, apie
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60 nm skersmens, uodegeélé trumpa, nelanksti ir nesusitraukianti, o genetiné medziaga daugeliu
atvejy sudaryta i§ 39-45 kb linijinés dvigrandés DNR, koduojancios 46-68 genus (King et al.,
2011; Nobrega et al., 2018).

1.2.1. Pantoea ir Erwinia bakteriofagai

Remiantis NCBI GenBank duomenimis, Siuo metu sioje duomeny bazéje yra paskelbti
75 bakteriofagy, kurie yra jvardinti kaip Pantoea arba Erwinia bakteriofagai, genomai
(apibendrinti duomenys apie Siuos bakteriofagus pateikti 1 lentel¢je). Kaip matyti iS 1 lenteléje
pateikty duomeny, Pantoea ir Erwinia fagy genomai svyruoja nuo 29 564 bp (Erwinia fagas
ENT90) iki 275 000 bp (Erwinia fagas MadMel), identifikuoty Erwinia bakteriofagy skai¢ius
(63) gerokai virsija Pantoea bakteriofagy (12) skai¢iy. Tiek Pantoea, tiek Erwinia bakteriofagai
priklauso visoms trims pagrindinéms bakteriofagy morfologinéms Seimoms (Siphoviridae,
Myoviridae ir Podoviridae), o du Erwinia bakteriofagai (vB_EamM-Buel ir phiEa2809) yra
naujos, Ackermannviridae, Seimos atstovai. Jdomu tai, kad nors, kaip jau minéta anksciau,
dauguma $iuo metu zinomy bakteriofagy yra Siphoviridae Seimos atstovai, ta¢iau Siuo atveju
absoliuti dauguma (44 iS 63) iki $iol identifikuoty Erwinia ir bakteriofagy su pilnai nustatytais
ir paskelbtais genomais yra miovirusai, o sifovirusy téra tik keturi. Pantoea genties

bakteriofagy kol kas nustatyta tik 12, todél apie jy pasiskirstymg dar sunku daryti iSvadas.

1 lentelé. NCBI GenBank duomeny bazéje paskelbti Pantoea ir Erwinia bakteriofagai.

Bakteriofagas GenBank Seima Genomo
genomo nr. dydis, bp
1 Erwinia fagas vB_EamM_MadMel MG655269.1 | Myoviridae 275000
2 Erwinia fagas vB_EamM_Mortimer MG655270.1 | Myoviridae 273914
3 Erwinia fagas Rebecca MK514281.1 | Myoviridae 273731
4 Erwinia fagas vB_EamM_Deimos- | KU886225.1 | Myoviridae 273501
Minion
5 Erwinia fagas vB_EamM_Special G KU886222.1 | Myoviridae 273224
6 Erwinia fagas vB_EamM_Desertfox MG655268.1 | Myoviridae 272458
7 Erwinia fagas vB_EamM_Bosolaphorus | MG655267.1 | Myoviridae 272228
8 Erwinia fagas vB_EamM_RAY KU886224.1 | Myoviridae 271182
9 Erwinia fagas vB_EamM_Simmy50 KU886223.1 | Myoviridae 271088
10 | Erwinia fagas Ea35-70 KF806589.1 | Myoviridae 271084
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11 | Erwinia fagas vB_EamM_Alexandra MH248138.1 | Myoviridae 266532
12 | Erwinia fagas vB_EamM_Y3 KY984068.1 | Myoviridae 261365
13 | Erwinia fagas vB_EamM_Yoloswag KY448244.1 | Myoviridae 259700
14 | Erwinia fagas vB_EamM_Kwan KX397369.1 | Myoviridae 246390
15 | Erwinia fagas vB_EamM_Asesino KX397364.2 | Myoviridae 246290
16 | Erwinia fagas Wellington MH426724.1 | Myoviridae 244950
17 | Erwinia fagas vB_EamM_ChrisDB KX397366.1 | Myoviridae 244840
18 | Erwinia fagas vB_EamM_Stratton KX397373.1 | Myoviridae 243953
19 | Erwinia fagas phiEaH?2 JX316028.1 | Myoviridae 243050
20 | Erwinia fagas vB_EamM_Machina KX397370.1 | Myoviridae 241654
21 | Erwinia fagas vB_EamM_Caitlin KX397365.1 | Myoviridae 241147
22 | Erwinia fagas vB_EamM_Parshik KX397371.1 | Myoviridae 241050
23 | Erwinia fagas vB_EamM_Huxley KX397368.1 | Myoviridae 240761
24 | Erwinia fagas vB_EamM_Joad MF459647.1 | Myoviridae 235374
25 | Erwinia fagas vB_EamM_RisingSun MF459646.1 | Myoviridae 235108
26 | Erwinia fagas vB_EamM_Phobos KX397372.1 | Myoviridae 229501
27 | Erwinia fagas Derbicus MK514282.1 | Myoviridae 223950
28 | Erwinia fagas vB_EamM_EarlPhilliplV | KX397367.1 | Myoviridae 223935
29 | Erwinia fagas PhiEaH1 KF623294.1 | Myoviridae 218339
30 | Erwinia fagas Cronus MH059636.2 | Myoviridae 175774
31 | Erwinia fagas vB_EamM-Buel MG973030.1 | Ackermannvi | 164037
ridae
32 | Erwinia fagas phiEa2809 KP037007.1 | Ackermannvi | 162160
ridae

33 | Erwinia fagas Henal MN732867.1 | Myoviridae 148842
34 | Erwinia fagas pEp_SNUABM_01 MN184887.1 | Myoviridae 147321
35 | Pantoea fagas vB_PagS_AAS21 MK770119.1 | Siphoviridae | 116649
36 | Erwinia fagas vB_EamM-M7 HQ728263.1 | Myoviridae 84694

37 | Erwinia fagas phiEa21-4 EU710883.1 | Myoviridae 84576

38 | Erwinia fagas phiEal04 FQ482083.1 | Myoviridae 84565

39 | Erwinia fagas SunLIRen MH426725.1 | Myoviridae 84559

40 | Erwinia fagas phiEaP-8 MH160392.1 | Podoviridae | 75929

41 | Erwinia fagas Ea9-2 KF806588.1 | Podoviridae | 75568
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42 | Erwinia fagas vB_EamP_Rexella KX098390.2 | Podoviridae | 75448
43 | Erwinia fagas vB_EamP_Frozen KX098389.2 | Podoviridae | 75147
44 | Pantoea fagas vB_PagM_LIET?2 MK388689.1 | Myoviridae 74710
45 | Erwinia fagas vB_EamP-S6 HQ728266.1 | Podoviridae | 74669
46 | Erwinia fagas vB_EamP_Gutmeister KX098391.1 | Podoviridae | 71173
47 | Erwinia fagas vB_EamM_TropicalSun MNO013090.1 | Myoviridae 68439
48 | Erwinia fagas pEp_SNUABM_08 MN184886.1 | Siphoviridae | 62716
49 | Pantoea fagas vB_PagS Vid5 MG948468.1 | Siphoviridae | 61437
50 | Erwinia fagas Pavtok MH426726.1 | Podoviridae | 61401
51 | Erwinia fagas PEp14 JN585957.1 | Podoviridae | 60714
52 | Erwinia fagas vB_EamM-Y?2 HQ728264.1 | Myoviridae 56621
53 | Pantoea fagas vB_PagM_SSEM1 MT230534.1 | Myoviridae 54982
54 | Erwinia fagas Faunus MH191398.1 | Myoviridae 54065
55 | Pantoea fagas vB_PagS_AAS23 MK095606.1 | Siphoviridae | 51170
56 | Erwinia fagas Midgardsormr38 MN602881.1 | Siphoviridae | 50485
57 | Pantoea fagas vB_PagM_AAM37 MK798143.1 | Myoviridae 49990
58 | Pantoea fagas vB_PagM_PSKM MK798144.1 | Myoviridae 49935
59 | Pantoea fagas vB_PagM_AAM22 MK798142.1 | Myoviridae 49744
60 | Erwinia fagas phiEt88 FQ482085.1 | Myoviridae 47279
61 | Erwinia fagas vB_EhrS 59 MH443101.1 | Siphoviridae | 47116
62 | Erwinia fagas vB_EhrS_49 MH443100.1 | Siphoviridae | 46835
63 | Pantoea fagas vB_PagS_MED16 MKO095605.1 | Siphoviridae | 46103
64 | Erwinia fagas phiEal00 FQ482086.1 | Podoviridae | 45554
65 | Erwinia fagas phiEalH FQ482084.1 | Podoviridae | 45522
66 | Erwinia fagas vB_EamP-S2 MG736918.1 | Podoviridae | 45495
67 | Erwinia fagas Eral03 EF160123.1 | Podoviridae | 45445
68 | Pantoea fagas LIMElight FR687252.1 | Podoviridae | 44546
69 | Pantoea fagas LIMEzero FR751545.1 | Podoviridae | 43032
70 | Pantoea fagas vB_PagP-SK1 MN450150.1 | Podoviridae | 39938
71 | Erwinia fagas FE44 KF700371.1 | Podoviridae | 39860
72 | Erwinia fagas pEp_SNUABM_09 MN184885.1 | Podoviridae | 39848
73 | Erwinia fagas vB_EamP-L1 HQ728265.1 | Podoviridae | 39282
74 | Erwinia fagas EtG MF276773.2 | Myoviridae 30413
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75 | Erwinia fagas ENT90 HQ110084.1 | Myoviridae 29564

Vidutinis Erwiniaceae Seimos bakterijas infekuojanciy uodeguotyjy fagy genomy G+C
kiekis yra 48,5%, o atskiry fagy svyruoja nuo 38,4% iki 55,4% (Thompson et al., 2019).
Erwinia amylovora yra daZniausia Erwinia fagy Igsteliy-Seimininkiy rasis, o $iy fagy vidutinis
G+C kiekis yra 53,6%. Tuo tarpu Pantoea agglomerans yra dazniausios Pantoea bakteriofagy
lastelés-Seimininkés, Siems fagams biidingas 55,1% G+C kiekis (Thompson et al., 2019).

Fagy lasteliy-Seimininkiy tyrimai atskleidé, kad dalis Erwiniaceae Seimos bakterijas
infekuojanciy bakteriofagy yra plataus Seimininky spektro virusai, t.y., sugeba infekuoti
daugiau nei vienos genties bakterijas. PavyzdZiui, Erwinia bakteriofagai Joad, RisingSun
(Arens et al., 2018), Y3 (Buttimer et al., 2017), phiEa2809 (Lagonenko et al., 2015), taip pat
infekuoja ir Pantoea genties bakterijas (Thompson et al., 2019). Sie rezultatai ne tik suteikia
ziniy apie fagy infekcinio efektyvumo galimybes, bet ir jrodo Erwinia ir Pantoea bakterijy
artimg filogenetinj ry$j. Kita vertus, nustatyta, kad Erwinia ir Pantoea genties bakterijas gali
infekuoti ir genetiniu pozidiriu Sioms bakterijoms tolimesnes bakterijas infekuojantys
bakteriofagai. Pavyzdziui, Pectobacterium bakteriofagui vB_PcaM_CBB taip pat yra imlios ir
Erwinia mallotivora lastelés (Buttimer et al., 2017), o Serratia fagas phiOT8 infekuoja ir

Pantoea agglomerans (Evans et al., 2010).

1.3. Bakteriofagy reikSmé

Bakteriofagus 1915 m. atrado Frederikas Williamas Twortas, o terming bakteriofagai
sukiiré Feliksas d’Herelle (Maciejiewska et al., 2018). Nuo pat bakteriofagy atradimo pradzios
jais imtasi domeétis kaip priemone kovoje prie§ patogenines, jvairias ligas sukeliancias
bakterijas, fagai buvo nedelsiant pripazinti kaip galimi antibakteriniai vaistai bei naudoti
bakterinéms infekcijoms gydyti jau 1920-1930 metais (Maciejiewska et al., 2018). Deja, dél
tuometiniy virusologijos ziniy trikumo gydymo rezultatai neretai biidavo priestaringi, o véliau,
atradus ir pradéjus naudoti antibiotikus, pasizymincius efektyviu veikimu prieS bakterijas,
susidoméjimas bakteriofagy terapija daugelyje Vakary Saliy itin sumenko. Vis délto, pastaruoju
metu vis didéjantis bakterijy atsparumas antibiotikams vercia ieskoti naujy, efektyviy kovos
buidy prie§ patogenines, antibiotikams atsparias bakterijas, todél susidoméjimas bakteriofagais
ar jy produktais, kaip antibakterine priemone, ir vél yra gerokai iSauges (Dy et al., 2018;
Principi et al., 2019).
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Bakteriofagai naudojami medicinoje nuo viduriavimo ligy, kurias sukelia E. coli,
Shigella ar Vibrio genties bakterijos, taip pat nuo zaizdy infekcijy, kurias sukelia fakultatyviniai
odos patogenai, tokie kaip stafilokokai ir streptokokai (Principi et al., 2019). Gyvulininkystéje
fagai naudojami kovojant su patogenais, tokiais kaip Campylobacter, Escherichia ir
Salmonella, Zuvininkystés tkiuose — mazinant Lactococcus ir Vibrio patogeny poveikj
(Easwaran ir Ahn, 2019). Maisto pramonéje bakteriofagai naudojami kaip priemoné pasalinti
tokius patogenus kaip Campylobacter neapdorotame maiste ir Listeria SvieZiame maiste bei
sumazinti maistg gadinanciy bakterijy poveikj (Moye et al., 2018). Pavyzdziui, LISTEX P100
(Micreos; the Netherlands) ir ListShield (Intralytix; Baltimore, Maryland, USA) yra
komerciSkai aprobuoti preparatai, naudojami apsaugoti apdorotus maisto produktus nuo
Listeria monocytogenes. Siy preparaty pagrindas yra fagas P100, jam suteiktas GRAS statusas
(angl. generally recognized as safe), Siais preparatais yra dezinfekuojami vaisiai, Saldyti maisto
produktai ar kitaip apdoroti ir potencialiai galintys turéti Listeria genties bakterijy produktai
(Salmond ir Fineran, 2015). Bakteriofagy, kaip antimikrobiniy priemoniy, naudojimo

privalumai ir triikumai, palyginus su antibiotikais, pateikiami 2 lenteléje.

2 lentelé. Profilaktinio ir/arba gydomojo bakteriofagy ir antibiotiky naudojimo palyginimas
(http://www.phagetherapycenter.com).

Bakteriofagai Antibiotikali Komentaras
SpecifiSkumas (paprastai Antibiotikai naikina tiek Didelis bakteriofagy
bakteriofagai infekuoja tik patogenines, tiek jprastas specifiSkumas gali buti
tam tikras lgsteles- zarnyno mikrofloros laikomas ir trakumu,
Seimininkes) — tokiu biidu bakterijas — tai suardo kadangi dar prieS pradedant
iSvengiama simbiontiniy normalig mikroorganizmy fagy terapijg turi bati
mikroorganizmy pusiausvyrg ir gali sukelti teisingai identifikuotos liga
pusiausvyros suardymo, sudétingas antrines sukélusios bakterijos. Jei to
todéel mazéja antriniy infekcijas. padaryti nepavyksta, Zymiai
infekcijy i$sivystymo efektyvesni yra plataus
tikimybe. veikimo spektro antibiotikai.
Koncentruotumas — Antibiotikai yra nuolat Dél eksponentinio fagy
bakteriofagy replikacija metabolizuojami ir augimo infekcijos vietoje
vyksta tik 1gstelése- paSalinami i$ organizmo, reikia suvartoti mazesnj Sio
Seimininkése, todél todé¢l nebitinai preparato kiekj, norint
didZiausia fagy koncentruojasi infekcijos pasiekti tg patj optimaly
koncentracija yra ten, kur jy | vietoje. gydomajj efekta (lyginant su
labiausiai reikia — bakterijy antibiotikais).
sukeltos infekcijos vietoje.
Néra pastebétas joks rimtas | Kai kuriais atvejais Fagy terapijos metu gali buti
Salutinis poveikis. daugeriopas Salutinis juntamas nezymus Salutinis
poveikis, jskaitant poveikis, atsirandantis ]
virskinimo sistemos organizmg iSsiskiriant
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sutrikimus, alergijas ir
antrines infekcijas.

lizuoty bakterijy
endotoksinams, taciau toks
pat efektas pastebétas ir
vartojant antibiotikus.
llgesnj laikg vartojant fagy
preparatus gali susiformuoti
imunitetas pries fagy
pavirSiaus antigenus ir tokiu
budu gali mazéti gydymo
efektyvumas.

Tam tikriems fagams
atsparios bakterijos islieka
jautrios kitiems
panasSias/giminingas lasteles-
Seimininkes infekuojantiems
bakteriofagams.

Atsparumg antibiotikams
igyja ne tik konkrecios
bakterijos, kurias norint
sunaikinti vartojami
antibiotikai, bet ir kitos
bakterijy rusys.

D¢l plataus antibiotiky
veikimo spektro atsparuma
antibiotikams jgijusios
jvairios bakterijy riiSys gali
perduoti savo genus
patogeninéms bakterijoms,
tokiu budu prisidédamos
prie patogenisky,
antibiotikams atspariy
bakterijy atsiradimo.

Naujy fagy atranka yra
palyginti greitas procesas,
daznai trunkantis dienas ar
savaites.

Preparatai yra santykinai
pigas.

Naujy antibiotiky sukiirimas
(pvz., skirty kovoti pries
antibiotikams atsparuma
igijusias bakterijas) yra daug
1€8y ir laiko reikalaujantis
procesas, daznai trunkantis
iStisus metus ar net
deSimtmecius.

Evoliuciniai tyrimai
patvirtina id¢ja, kad kartu su
bakterijy evoliucija, kurios
metu jos jgyja atsparumag
antibiotikams ar fagams, tuo
paciu metu vyksta ir
bakteriofagy evoliucija.
Todél fagams visiskai
atspariy bakteriniy kamieny
atsiradimas yra gana mazai
tikétinas.

Bakteriofagai yra nepaprastai svarbiis ne tik kaip potenciali antimikrobiné priemoné,
bet ir daugeliu kity aspekty. Visy pirma jie yra viena i§ pagrindiniy mikroorganizmy evoliucijos
varomyjy jégy (Klimenko et al., 2016). Horizontali geny perna$a skatina prokarioty (bakterijy)
genomy evoliucija, kurios metu fagai geba integruotis | Seimininko genoma, o jy pozymiy
iSraiSka sukelia fenotipinius pokycius (Touchon et al., 2017). Bakteriofagai yra ypa¢ svarbus
bakterijy populiacijy ir medziagy biogeocheminiy cikly reguliacijoje (Parmar et al., 2017), taip
pat jury ir vandenyny maistiniy medziagy apykaitoje (Ankrah et al., 2013). Bakteriofagai taip
pat tur¢jo lemiamg reikSme Siuolaikiniy biomoksly atsiradime ir vystymesi, pavyzdziui
biotechnologijoje (Harada et al., 2018). Bakteriofagai ar jy pagrindu sukurti produktai turi
didziulj potencialg jvairiose nanobiotechnologijos, taip pat nanobiomedicinos srityse

(Sunderland et al., 2017; Harada et al., 2018).
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1.3.1. Bakteriofagy praktinis taikymas augalinininkystéje

Ieskant naujy, alternatyviy priemoniy kovoje pries§ patogenines, didZiulius nuostolius
augalininkystés pramonéje sukeliancias bakterijas, buvo i$skirti ir apibudinti bakteriofagai pries
Agrobacterium tumefaciens, Erwinia amylovora, Pantoea agglomerans, Ralstonia
solanacearum, Xanthomonas arboricola ir kitas patogenines augaly bakterijas. (Jones et al.,
2012). Atlikti tyrimai parodé, kad fagai i$skirti prie§ Pectobacterium carotovorum subsp
atrosepticum, slopina Sio patogeno augimg ir neleidzia sukelti bulviy juodligés (Jones et al.,
2012). Bakteriofagai taip pat naudojami prie$ Ralstonia solanacearum, kuri sukelia pomidory
lapy vytulj (Fujiwara et al., 2011). Taip pat zinoma, kad bakteriofagy naudojimas gali visiskali
panaikinti Xanthomonas pruni sukeliama démétlige persiky sodinuky lapams (Jones et al.,
2012) ar Zenkliai sumazinti Xylella fastidiosa vynuogéms sukeliamos Pierce'o ligos poZzymius
(Das et al., 2015).

Nepaisant sekmingo bakteriofagy praktinio taikymo prie$ patogenines augaly bakterijas
pavyzdziy ir tai, kad Sie bakterijas infekuojantys virusai yra aplinkai nekenksminga ir
perspektyvi priemoné bakterinéms ligoms kontroliuoti, vis dar iSlieka eilé faktoriy, lemianciy
bakteriofagy naudojimo efektyvuma. Fagai gali daugintis tik tada, kai yra bakterinés lastelés
viduje, o jy dauginimosi ciklui jtakos gali turéti besikei¢ianti temperattra, pH pokytis, drusky
koncentracija ar UV spinduliuoté (Fister et al., 2016). D¢l Sios priezasties viena i§ galimybiy
efektyviai panaudoti bakteriofagus yra fagy islaikymas lapy pavirsiuje, naudojant pakankamas
ju koncentracijas ar jterpiant juos j apsauginius nesiklius, kurie apsaugoty fagus nuo neigiamo
aplinkos poveikio, bet nepaveikty paciy fagy infekcinio efektyvumo (Balogh et al., 2003). Kita
galimybé — tai fagy patekimas j augalg per Saknis. Eksperimenty metu jrodyta, kad bakteriofagali
geba prasiskverbti pro Saknis ir po to patekti j jvairias augalo dalis naudojantis augalo ksilemos
ir floemos audiniais. Pavyzdziui, siekiant iSsiaiskinti E. amylovora specifiniy bakteriofagy
jsiskverbimo ir translokacijos galimybes obely augaluose ir jvertinti, ar fagai gali buti
naudojami kaip priemoné apsisaugoti nuo Sios bakterijos sukeliamos ligos — bakterinés
degligés, buvo atliekamas realaus laiko PGR (qPCR). Tyrimo rezultatai parodé, kad fagai gali
prasiskverbti pro Saknis ir patekti | visas augalo dalis bei juose iSlikti gyvybingi nuo 7 iki 14
dieny ir taip sumaZinti patogeniniy bakterijy dauginimgsi (Kolozsvariné Nagy et. al., 2015).
Kita vertus, nepalankios dirvozemio salygos, tokios kaip zemas pH ar adsorbcija dirvozemio

daleléms, gali Zymiai sumazinti fagy skai¢iy Saknies zonoje, todel siekiant padidinti fagy
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veikimo efektyvuma reikia Sarminti dirvoZzemj (Sykes et al., 1981), taip pat palaikyti reikiamag
dirvozemio drégmés lygj ir strukttra (Buttimer et al., 2017).

Apibendrinus literatiiroje pateikiamus duomenis apie praktinio bakteriofagy ar jy
pagrindu sukurty produkty taikymo galimybes kovoje pries patogenines augaly bakterijas,
galime teigti, kad tai yra perspektyvi, viena i§ alternatyviy biokontrolés priemoniy. Kita vertus,
siekiant jgyvendinti Siuos tikslus, visy pirma reikalingas detalus bakteriofagy
charakterizavimas, o dabartinés zinios apiec Pantoea bakteriofagus vis dar iSlieka itin menkos.
D¢l sios priezasties, Sio darbo metu buvo atliekami naujai identifikuoty Pantoea bakteriofagy

tyrimai.
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2.1.1. Bakteriofagai

2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos

Darbo metu naudoti bakteriofagai:

vB_PagS_MED16 (MED16) (accession number MK095605): Pantoea agglomerans

BSL izoliatg infekuojantis bakteriofagas iSskirtas i§ medlievos uogy dr. Lidijos Truncaités.

vB_PagS_AAS23 (AAS23) (accession number MK095606): Pantoea agglomerans

AUR izoliatg infekuojantis bakteriofagas iSskirtas i$ medlievos uogy dr. Lidijos Truncaités.

vB_PagS_AAS21 (AAS21) (accession number MK770119): Pantoea agglomerans

AUR izoliatg infekuojantis bakteriofagas iSskirtas i$ medlievos uogy dr. Lidijos Truncaités.

vB_PagM_LIET2 (LIET2) (accession number MK388689): Pantoea agglomerans DDM

izoliatg infekuojantis bakteriofagas i$skirtas i§ medlievos uogy dr. Lidijos Truncaités.

Visi darbo metu naudoty bakteriofagy genomai yra anotuoti ir pakelbti NCBI GenBank

duomeny bazéje.

2.1.2. Bakterijuy kamienai

3 lentelé. Darbe naudoti bakterijy kamienai.

Kamienas Naudojimo tikslas Saltinis

Acinetobacter baumannii Seimininky spektro | Prof. E. Suziedeliené
nustatymas

Citrobacter freundii Seimininky spektro | Prof. E. Suziedeliené
nustatymas

Erwinia billingiae 17872 Seimininky spektro | DSMZ
nustatymas

Erwinia carotovora 8982 Seimininky spektro | Prof. E. Suziedeliené
nustatymas
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Erwinia carotovora 961-63 | Seimininky spektro | Prof. E. Suziedeliené
nustatymas

Erwinia piriflorinigrans | Seimininky spektro | DSMZ

26166 nustatymas

Escherichia coli BE Seimininky spektro | Dr. L. W. Black
nustatymas

Escherichia coli BL21- Seimininky spektro | Novagen
nustatymas

Escherichia coli BW25113 | Seimininky spektro | Dr. P. Hyman
nustatymas

Escherichia coli B40 Seimininky spektro | Dr. L. W. Black
nustatymas

Escherichia coli DH10B Seimininky spektro | Invitrogen
nustatymas

Escherichia coli MG1655 Seimininky spektro | Prof. E. Suziedeliené
nustatymas

Escherichia coli MH1 Seimininky spektro | Dr. K. N. Kreuzer
nustatymas

Klebsiella sp. KV-3 Seimininky spektro | Simolitnas et al., 2013
nustatymas

Pantoea agglomerans ARC | Seimininky spektro | Simolitinas et al., 2018

(gamtinis izoliatas) nustatymas

Pantoea agglomerans AUR | Seimininky spektro | Simolitinas et al., 2018

(gamtinis izoliatas) nustatymas, dauginimas,
jautrumo fiziniams ir
cheminiams veiksniams
nustatymas, infekcinio
efektyvumo ir adsorbcijos

eksperimentai

Pantoea agglomerans BSL

(gamtinis izoliatas)

Seimininky
nustatymas,
jautrumo

cheminiams

spektro

dauginimas,

fiziniams ir

veiksniams

Simolianas et al., 2018
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nustatymas, infekcinio

efektyvumo ir adsorbcijos

eksperimentai

Pantoea agglomerans DDM

(gamtinis izoliatas)

Seimininky spektro
nustatymas, dauginimas,
jautrumo fiziniams ir
cheminiams veiksniams
nustatymas, infekcinio
efektyvumo ir adsorbcijos

eksperimentai

Simolidnas et al., 2018

Pantoea agglomerans MMG | Seimininky spektro | Simolitinas et al., 2018
(gamtinis izoliatas) nustatymas
Pantoea agglomerans SER | Seimininky spektro | Simolitinas et al., 2018
(gamtinis izoliatas) nustatymas
Pantoea agglomerans 3493 | Seimininky spektro | DSMZ

nustatymas
Pantoea conspicua 24241 Seimininky spektro | DSMZ

nustatymas
Pseudomonas  aeruginosa | Seimininky spektro | Prof. E. Suziedeliené
PAO1 nustatymas
Salmonella enterica  ser. | Seimininky spektro | Prof. E. Suziedeliené
Typhimurium 292 nustatymas

2.1.3. Terpés ir tirpalai

Terpés

LB terpé: bakto-triptonas 10 g, bakto-mieliy ekstraktas 5 g, NaCl 10 g, NaOH 1 N 0,2

mL, vanduo —iki 1 L.

Agarizuota LB terpé: bakto-triptonas 10 g, bakto-mieliy ekstraktas 5 g, NaCl 10 g,

agaras 12 g, NaOH 1 N 0,2 mL, vanduo —iki 1 L.

Minkstas LB agaras (0,5%): bakto-triptonas 0,75 g, bakto-mieliy ekstraktas 0,37 g,

NaCl 0,75 g, NaOH 1 N 0,15 mL, agaras 0,375 g, vanduo — iki 75 mL.




Tirpalai

PB (praskiedimo buferis): Na2HPO4 — 7 g, KH2PO4— 3 g, NaCl — 4 g, MgSO4x7H,0 —
0,2 g, vandens —iki 1 L.

Bakteriofagy dializés buferinis tirpalas I: 3 M NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 7,5).

Bakteriofagy dializés buferinis tirpalas I1: 300 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 7,5).

Bakteriofagy dializés buferinis tirpalas SM: 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 7,4),
8 mM MgSO4.

TE buferis: 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA.

2.1.4. Reagentai

Darbe naudoti reagentai: agarozé, chloroformas, etanolis, etidzio bromidas, fenolis,
natrio chloridas, cezio chloridas.

Naudoti Thermo Fisher Scientific restrikcijos endonukleazés: Ndel, Dral, Bsul5I, Hhal,
Csp6l, Mbol, EcoRlIl, EcoRV.

2.1.5. Prietaisai

Darbo metu naudoti prietaisai: vandeniné purtyklé OLS 200 (Grant), orin¢ purtyklé KS
4000 ic control (IKA), centrifuga Centrifuge 5804 R ir Centrifuge 5424 (Eppendorf) bei
ultracentrifuga Beckman (rotorius SW40), PGR cikleris Mastercycler gradient (Eppendorf),
spektrofotometras BioPhotometer (Eppendorf), Sildoma mégintuvéliy purtyklé Thermomixer
compact (Eppendorf), maisyklé Mixer 5432 (Eppendorf), mikrobiologinis inkubatorius BD115
(BINDER), elektroforezés srovés Saltinis EV231 (Consort), laminarinis boksas Biowizard
Standard Std-130 (Kojair), mégintuvéliy Sildytuvas Tb2 Thermoblock (Biometra), UV
transliuminatorius UVT-28 ME (Herolab), autoklavas (Raypa).
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2.2. Metodai

2.2.1. Bakteriniy Igsteliy auginimas

Bakteriniy Igsteliy kultiiros buvo auginamos LB terpéje 27 °C temperatiroje iki Igsteliy
suspensijos optinis tankis (ODsoo) pasiekia 0,5-0,6. Uzaugusi bakterijy kultira naudota
bakteriofagy izoliavimui, dauginimui, titravimui, lasteliy Seimininkiy spektro nustatymo,

infekcinio efektyvumo, adsorbcijos eksperimentams.

2.2.2. Bakteriofagy dauginimas ir titro nustatymas

Bakteriofagai buvo dauginami ir titruojami taikant Adams ir kolegy pasitlyta
dvisluoksnio agaro metodika (Adams et al., 1959) su tam tikromis modifikacijomis.

Bakteriofagy dauginimas skystoje LB terpéje

Pantoea agglomerans atitinkamos lgsteliy kultiros kiekvienam bakteriofagui (BSL -
MED16; AUR - AAS23, AAS21; DDM - LIET2) uzsé¢jamos i 10 mL LB terpés ir auginama
purtykléje 27 °C temperatiiroje, kol ODeoo pasiekia ~ 0,5. Tuomet bakterijy kultira yra
infekuojama vienos fago lizés zonos suspensijos turiniu (Sviezia fagy lizés zona, suspenduota
10 uL LB terpés) ir toliau auginama iki pilnos lizés (kol kultiira tampa skaidri). Si kultira yra
centrifuguojama 11000 x g 1 val. 10 °C temperatiroje. Supernatantas nupilamas ir nuosédos
uzpilamos 1 mL PB, pridedama 1/10 dalis CHCI3 ir 2 pL DNazésl (1 u/pL). MiSinys
suspenduojamas ir inkubuojamas maziausiai 30 min. 37 °C temperattroje. Suspensija supilama
1 naujg mégintuveélj ir centrifuguojama 2500 x g 8 min. Supernatantas, kuriame yra iSdauginti
fagai, nusiurbiamas ir laikomas 4 °C.

Bakteriofagy dauginimas pusiau agarizuotoje LB terpéje (dvisluoksnio agaro metodu)

Dvisluoksnio agaro metodu (Adams et al., 1959) dauginti Pantoea agglomerans
izoliatus infekuojantis bakteriofagai: MED16, AAS23, AAS21, LIET2. Bakteriofagy titravimui
naudoti atitinkamai Pantoea agglomerans BSL, AUR, DDM kamienai. Nuo Iéksteliy
nugrandomas virsutinis minksto agaro sluoksnis ir uzpilamas LB terpe ar PB buferiu (2 mL
vienai lékstelei). Gauta suspensija inkubuojama 2-3 val. 8 °C temperatiiroje ir centrifuguojama
6000 x g 15 min, 4 °C temperatiroje. Supernatantas surenkamas, pakartotinai
centrifuguojamas tomis paciomis sglygomis, filtruojamas per 0,45 um membraninius filtrus ir

laikomas 4 °C.
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Bakteriofagy titrui nustatyti, j 3 mL 51 °C 0,3-0,5% minkstos agarizuotos LB terpés
dedama 0,5 mL Pantoea agglomerans kulttros (uzaugintos LB terpéje iki ODsoo ~0,6) ir 100
uL arba 200 pL skirtingy skiedimy fagy suspensijos. Viskas gerai iSmaiSoma ir paskleidZziama
ant agarizuotos LB terpés pavirSiaus Petri lekSteléje. Lékstelés inkubuojamos fago augimui
optimalioje temperatiiroje 18-20 val. Titras apskaic¢iuojamas nustacius fagy infekciniy centry

skaiciy virSutiniame agarizuotame bakterijy sluoksnyje ir jvertinus praskiedima.

2.2.3. Bakteriofagu gryninimas centrifuguojant cezio chlorido gradiente

Bakteriofagai buvo gryninami naudojant cezio chlorido gradienta pagal Sambrook ir
kity metodika (Sambrook et al., 2001) su modifikacijomis. Koncentruoty fagy suspensija
uzneSama ant paruosto tirpalo (su 0,9, 0,7 ir 0,5 g/mL cezio chlorido gradientu) virSutinio
sluoksnio ultracentrifuginiuose mégintuvélivose ir centrifuguojama 2 val. 4 °C temperatiroje,
24000 x g greiCiu (centrifuga ,,Beckman®, rotorius SW40). Tirpale fagy formuojama Sviesa
barstanti juosta surenkama Svirkstu ir dializuojama buferiniuose tirpaluose su skirtinga drusky
koncentracija 4 °C temperaturoje. PradZioje 30 min. dializuojama buferyje I, véliau du kartus —
buferyje II. Galiausiai fagy suspensija dializuojama 2-18 val. SM buferyje. Po dializés
jvertinamas iSgryninty fagy suspensijos titras ir bakteriofagai naudojami tolimesniems

darbams.

2.2.4. Preparaty paruoSimas TEM analizei

Cezio chlorido gradiente iSgryninty bakteriofagy suspensija praskiedziama iki ~10*
PFU/mI koncentracijos ir uzneSama po 5-10 ul pavyzdzio ant variniy arba nikeliniy (Agar
Scientific) tinkleliy. Po 2-5 min. skystis nusausinamas filtriniu popieriumi, preparatai dazomi
ant tinklelio uzneSant 10 pl 2 % uranilo acetato (pH 4,5) tirpalo. Po 2-5 min. skystis
nusausinamas filtriniu popieriumi ir paruosSti preparatai stebimi transmisiniu elektroniniu
mikroskopu. Transmisiné elektroniné mikroskopija (TEM) buvo atliekama Fiziniy ir
technologijos moksly centre naudojant Tecnai G2 F20 X-TWIN transmisinj elektroninj
mikroskopa.

2.2.5. Genominés DNR iSskyrimas

Bakteriofagy genominé DNR buvo skirta naudojant fenolio-chloroformo metoda.

Atsizvelgiant j fago titra, idauginto fago suspensija praskiedziama iki ~1-10* fagy/mL ir
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paimama 200 pul fagy suspensijos. Tuomet imamas lygus turis TE buferiu prisotinto fenolio (pH
8) ir viskas gerai sumaiSoma. Centrifuguojama 7000 x g 5 min. ir virSutiné frakcija atsargiai
nusiurbiama j naujg mégintuvelj. | Sig frakcijg pridedamas lygus tiiris fenolio ir chloroformo
miSinio (1:1). Viskas gerai sumaiSoma, centrifuguojama 7000 X g 5 min. ir virSutin¢ frakcija
kuo Svariau nusiurbiama j naujg mégintuvélj. Procedura kartojama 2 kartus. Vél nusiurbiama
virSuting frakcija ir pridedamas lygus chloroformo tiiris. Gerai iSmaiSoma ir centrifuguojama
tomis paciomis sglygomis. Paskutinj kartg Svariai nusiurbus j suspensijg jpilama 2,5 tario (500
uL) Salto etanolio ir 1/10 tario (20 uL) 5 M natrio chlorido, miSinys atsargiai spenduojamas ir
paliekamas bent porai valandy Saltai (-20 °C), kad i$sésty DNR. Suspensija centrifuguojama
11000 x g 15 min. 4 °C temperaturoje, supernatantas nupilamas ir nuosédos dziovinamos 5-10
min. UZpilama apie 50 pL vandens be nukleaziy ir bent 30 min. inkubuojama purtykléje
(Thermomixer compact (Eppendorf)) 37 °C temperatiiroje, kad nuosédos istirpty ir pasidaryty
DNR suspensija.

2.2.6. Fagy genominés DNR restrikciné analizé

Siekiant iSsiaiskinti, ar DNR yra modifikuota ir kokios yra modifikacijos, dazniausiai
naudojami restrikcijos endonukleaziy fermentai, Kurie atpazjsta konkre¢ig seka DNR
grandin¢je. Fagy genominés DNR buvo karpomos su 8-iais skirtingg jautrumg DNR
metilinimui turinéiais fermentais: Mbol, EcoRII, Hhal, Bsul5I, Csp6l, EcoRV, Dral, Ndel.
Bendras reakcijos tiiris — 10 puL: 4 p restriktuojamos gDNR, 1,5 pL 10x specifinio restriktazés
buferio, 1,5 pl reikiamos restriktazés ir 3 pl vandens be nukleaziy. MiSinys inkubuojamas 2
val. 37 °C temperatiiroje. Siekiant jvertinti restriktaziy jtaka tiriamajai genominei DNR,

atliekama restrikcijos misinio elektroforez¢ agaroziniame gelyje.

2.2.7. Bakteriofagy lasteliy Seimininkiy spektro nustatymas

Bakteriofagy lasteliy Seimininkiy spektras buvo nustatomas atlickant bakteriofagy
titravimo arba lasinimo testus ant bakterijy kamieny, kurie pateikiami 3 lentel¢je. Lasinimo
testy metu 500 pl bakterijy kulttiros (ODsoo ~ 0,5-0,6) buvo sumaiSoma su 3 ml iSlydytos pusiau
skystos 0,3-0,5% agarizuotos LB terpés, miSinys gerai sumaiSomas ir greitai paskleidziamas
Petri 1¢ksteléje ant joje esanCios agarizuotos LB terpés. Ant susipolimerizavusio ir dalinai

pradzitvusio VirSutinio agaro sluoksnio su pusiau skysta agarizuota LB terpe ir bakterijy kulttira
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lasinama bakteriofagy suspensija. Lékstelés inkubuojamos 12—-16 val. optimaliomis fagy

vystymosi sglygomis.

2.2.8. Bakteriofagy infekcinio efektyvumo ir adsorbcijos eksperimentai

Bakteriofagy infekcinio efektyvumo (angl. efficiency of plating) jvertinimas buvo
atlickamas pagal Kalinienés ir kity aprasyta metodika (Kaliniene et al., 2010), titruojant
bakteriofagy suspensija su lastelémis Seimininkémis ir inkubuojant léksteles skirtingose
temperatiirose (4—50 °C) nuo 12 val. iki 4 pary. Suskaiciavus infekciniy centry skaiciy, taip pat
jvertinus jy dydj bei morfologijg, nustatoma optimali fagy vystymosi temperatiira.

Bakteriofagy adsorbcijos prie lastelés Seimininkés eksperimentai buvo atlieckami pagal
Kropinski aprasyta metodika (Kropinski et al., 2009). Bakterinés lastelés auginamos iki ODegoo
pasiekia 0,5. Tada jos sumaiSomos su bakteriofagy suspensija, kad MOI biity 10 ir
inkubuojamos purtykléje (110 rpm) 27 °C temperatiroje iki 1 valandos. Tam tikrais laiko
intervalais imama 100 pl méginio. Méginys jdedamas j leda, tada centrifuguojamas 6000 x g 2
min. ir atlickami skiedimai LB terpéje. Adsorbcijos efektyvumas nustatomas atliekant

bakteriofagy titravimg dvigubo agaro metodu.

2.2.9. Bakteriofagy atsparumo chloroformui ir inaktyvacijos temperatiiros nustatymo
eksperimentai

Bakteriofagy atsparumo chloroformui nustatymas yra reikalingas dél galimybés
gryninimo metu naudoti chloroforma, kuris pasalina bakterines priemaisas bei jy laikymo
chloroforme po gryninimo etapy. Atsparumo nustatymas buvo atlickamas naudojant fago
suspensijg ir chloroformg santykiu (1:1). Méginiai imami tam tikrais laiko intervalais ir
centrifuguojami 4000 x g 4 min. Tuomet atliekami skiedimai naudojant LB terpg¢ arba
praskiedimo buferj (PB). Atsparumas nustatomas iSlaSinant atitinkamus fago skiedimus ant
susipolimerizavusio ir dalinai pradzitivusio virSutinio agaro sluoksnio su pusiau skysta
agarizuota LB terpe ir bakterijy kultira.

Inaktyvacijos temperatiira nustatoma praskiesta fago suspensija ~1-10° fagy/mL laikant
atitinkamoje temperatiiroje (37 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C ir 70 °C) ir imant méginius (po
20 pl) atitinkamais laiko momentais. Po méginio paémimo jis laikomas 5 min. lede ir atlieckami
skiedimai TE buferyje. Inaktyvacijos temperatiira nustatoma islasinant atitinkamus fago
skiedimus ant pradzitivusio virSutinio agaro sluoksnio su pusiau skysta agarizuota LB terpe ir

bakterijy kultiira.

27



3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Pastaruoju metu did¢jantis bakterijy atsparumas antibiotikams vercia ieSkoti naujy,
alternatyviy priemoniy problemos sprendimui. Vienas jy — bakteriofagy ar jy pagrindu sukurty
produkty panaudojimas (Moye et al., 2018). Vis délto, nepaisant to, kad Pantoea genties
bakterijos yra zinomos ne tik kaip itin svarbiis augaly epifitai ar endofitai, bet ir gali biiti
susijusios su jvairiomis vabzdziy, zmoniy, taip pat augaly ligomis, informacijos kiekis apie jas
infekuojanc¢ius bakteriofagus vis dar iSlieka itin ribotas (Adriaenssens et al., 2011,
Simolitinien¢ et al., 2020). Siekiant bent i§ dalies pakeisti esamg situacija ir jgyti moksliniy
ziniy, kurios ne tik galéty buti naudingos ateityje siekiant praktiskai taikyti bakteriofagus ar jy
produktus kaip biokontrolés priemong, bet ir apskritai suteikti mokslinés informacijos apie
Siuos iki Siol maZzai tirtus bakterijy virusus, Sio darbo tikslas buvo charakterizuoti naujus
Pantoea genties bakterijas infekuojanc¢iy bakteriofagus. Tikslui pasiekti buvo atlikti fagy
morfologijos, fiziologijos, Seimininky spektro tyrimai, taip pat jvertintas jautrumas
chloroformui, nustatytas adsorbcijos efektyvumas, inaktyvacijos temperatira bei atlikta fagy

genominés DNR restrikciné analize.

3.1. Bakteriofaguy morfologija

Vienas esminiy kriterijy siekiant charakterizuoti ir klasifikuoti uodeguotuosius
bakteriofagus (eilé Caudovirales) — jy morfologiné analizé, o biitent uodegélés tipas leidzia
priskirti $iuos bakterijy virusus atitinkamai Seimai (Nobrega et al., 2018). Dél sios priezasties,
Sio darbo metu charakterizuojant fagus MED16, AAS23, LIET2 ir AAS21 pirmiausia buvo

atlikta fagy viriony TEM analizé, jos metu nustatyti fagy viriony morfologiniai parametrai (4

pav.).
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4 pav. Bakteriofagy viriony TEM nuotraukos: A — AAS23; B — MED16: C — AAS21: D —
LIET2.

TEM analizés metu buvo nustatyta, kad bakteriofagai AAS23 (4 pav. A), MED16 (4
pav. B) ir AAS21 (4 pav. C) priklauso Siphoviridae Seimai, o LIET2 (4 pav. D) priklauso
Myoviridae Seimai. MED16 bakteriofago (4 pav. B) galvutés skersmuo yra 64+3,2 nm, o lanksti
nesusitraukianti uodegélé yra 145+9,8 nm ilgio. AAS23 bakteriofago (4 pav. A) galvutés
skersmuo yra 66,7+3,1 nm, o lanksti nesusitraukianti uodegélé yra 146+8,9 nm ilgio. TEM

analizé parodé, kad Sie du fagai morfologiskai yra labai panasts. Bakteriofago AAS21 (4 pav.
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C) galvutés skersmuo yra 88,6+4,1 nm, lanksti nesusitraukianti uodegélé yra 193,2+6,1 nm
ilgio. Bakteriofago LIET2 (4 pav. D) galvutés ilgis yra 114,9+9,6 nm, plotis 44,6£5,4 nm, o
nelanksti, susitraukianti uodegélé yra 87,8+9,2 nm ilgio.

Remiantis TEM analizés (taip pat ir genomo sekoskaitos) rezultatais, buvo nustatyta,
kad bakteriofagas AAS21 Siuo metu yra didZiausias Zinomas ir mokslinéje spaudoje paskelbtas
Pantoea bakterijas infekuojantis sifovirusas (Simoliiniené et al., 2020). Tuo tarpu
bakteriofagas LIET2 morfologiniu poziiriu yra jdomus tuo, kad turi daugeliui bakteriofagy
maziau budingg, iStesto ikosaedro formos galvute (dazniausiai miovirusai turi taisyklingo
ikosaedro formos galvute), o iStgsto ikosaedro formos galvutés budingos, pavyzdziui, ,, T4 tipo

virusams* (Lavigne et al., 2009).

3.2. Bakteriofagy fiziologija

Charakterizuojant bakteriofagus taip pat svarbu zinoti jy fiziologija: infekcinj
efektyvuma, infekciniy centry struktiirg, Seimininky spektrg ir adsorbcijos galimybes. Tirdami
bakteriofagy fiziologija suzinome apie jy galimybes panaudojimui jvairiose srityse. Tai gali
biiti vienas i§ svarbiy aspekty, leidZian¢iy panaudoti ne vieng bakteriofaga, o kurti fagy
kokteilius, pavyzdziui, pries§ bakterijy sukeliamas augaly ligas ar kovojant su maiste esanciais

patogenais.

3.2.1. Infekcinis efektyvumas

Kiekvienas bakteriofagas turi savo optimalig augimo temperatiira, taip pat jam budinga
temperatiirinj augimo intervala. Siy fiziologiniy charakteristiky nustatymas yra svarbus ne tik
gilinant mokslines zinias apie bakteriofagus, bet ir siekiant panaudoti bakteriofagus ar jy
produktus praktiniais tikslais, pavyzdziui kaip biokontrolés priemone. Remiantis literatiiros
duomenimis, nustatyta, kad fagy infekciniam efektyvumui yra svarbi ne tik lgsteliy auginimo
temperatiira po infekcijos bakteriofagais, bet ir prieS bakteriofagy infekcija (Sanders ir
Klenhammer, 1984; Tokman et al., 2016).

Sio darbo metu buvo tiriamas bakteriofagy infekcinis efektyvumas temperatiiros ribose
nuo 4 °C iki 50 °C. Nustatyta, kad MED16 ir LIET2 formuoja infekcinius centrus esant 4-36
°C temperatiirai, taciau fago MED16 optimali vystymosi temperatiira yra 30 °C, tuo tarpu
LIET2 — 22 °C. Bakteriofagai AAS23 ir AAS21 formuoja infekcinius centrus esant 4-32 °C

temperatiirai, abiejy fagy optimali vystymosi temperatiira yra 22 °C.
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Norint nustatyti infekciniy centry morfologija fagai buvo titruojami naudojant
standartinj 0,5 % virsutinio agaro sluoksnj ir inkubuojami 24 valandas optimaliose jy vystymosi
temperatirose: MED16 — 30 °C, o AAS23, LIET2 ir AAS21 - 22 °C. Nustatyta, kad
bakteriofagy MED16 formuojamiems infekciniams centrams (5 pav. B) budinga nedidelé
skaidri centriné dalis (iki 0,3 mm skersmens), apsupta aiskiai jzitrimos neskaidrios zonos,
kurios skersmuo siekia iki 2,5 mm. Bakteriofagai AAS23 taip pat formuoja infekcinius centrus
(5 pav. A) su nedidele skaidria centrine dalimi (iki 0,4 mm skersmens), ji taip pat apsupta aiskiai

bakteriofagy AAS21 (5 pav. C) ir LIET2 (5 pav. D) formuojami infekciniai centrai skaidris,
neturintys neskaidriy juos supanc¢iy zony, o jy diametrai siekia atitinkamai 2,8 mm ir 0,65 mm.

Bakteriofagy formuojamy infekciniy centry nuotraukos pateikiamos 5 paveiksle.

5 pav. Bakteriofagy infekciniy centry struktiira: A — AAS23; B — MED16; C — AAS21; D -
LIET2).

Siekiant nustatyti bakteriofagy formuojamy infekciniy centry morfologijos

priklausomybe ne tik nuo temperatiiros, bet ir virSutinio agaro koncentracijos, buvo atlikti
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eksperimentai, kuriy metu naudotos skirtingos agaro koncentracijos (0,5%, 0,4% ir 0,3%).
Eksperimentai atlikti su neskaidrias periferines zonas formuojanciais bakteriofagais AAS23 ir

MED16, darby rezultatai pateikiami 6 paveiksle.

AAS23

0,3% 0,4% 0,5%

0,3% 0,4% 0,5%

6 pav. Bakteriofagy AAS23 ir MED16 formuojamy infekciniy centry priklausomybé nuo
virSutinio agaro koncentracijos: A — AAS23; B — MED16; Nuotraukos virSutinéje dalyje
pateikiami bakteriofagy formuojami infekciniai centrai esant standartinei (0,5 %) virsutinio
agaro koncentracijai.

Nustatyta, kad bakteriofagy AAS23 ir MED16 formuojamy infekciniy centry skaidriy

zony dydziui virSuting agaro koncentracija jtakos netur¢jo, taciau neskaidrios periferinés zonos
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diametras mazinant virSutinio agaro koncentracijg zenkliai didéja. Sumazinus virSutinio agaro
koncentracija iki 0,3%, neskaidrios periferinés zonos diametras MED16 atveju siekia iki 6,4
mm, 0 AAS23 atveju — net iki 2,83 cm (6 pav.).

Remiantis literatiiros duomenimis, bakteriofagy infekciniy centry periferinés
neskaidrios zonos susidaro dél bakteriofagy koduojamy hidroliziniy fermenty, apibendrintai
vadinamy depolimerazémis, kadangi jie gali skaidyti bakterijy formuojamas polimerines
medziagas (Pires et al., 2016). Sios medZiagos gali biiti randamos bakterijy lasteliy pavir§iuje
(polisacharidai) arba jas gamina bakterijos formuodamos biofilmus. Taigi bakteriofagai, kurie
turi depolimerazinj aktyvuma, palengvina savo prieiga prie Seimininko receptoriy, todél, kaip
biokontrolés jrankiai, turi pranaSumg lyginant su bakteriofagais, neturinciais depolimerazinio
aktyvumo (Chan ir Abedon, 2014; Pires et al., 2016). Jdomu tai, kad bakteriofagy formuojamy
neskaidriy periferiniy zony susidarymas gali biiti siejamas tiek su paciy bakteriofagy, tiek tik
Su jy koduojamy depolimeraziniu aktyvumu pasizyminc¢iy fermenty aptikimu Siose zonose,
kadangi fermentai yra mazos dalelés, galinCios lengvai difunduoti pusiau kietoje terpéje, ko

negali padaryti fagy virionai (Pires et al., 2016; Abedon 2018; Simolifinas et el., 2018).
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7 pav. Bakteriofagy formuojamy infekciniy centry analizé: A — MED16; B — AAS23.
Eksperimentams naudota 0,3% virSutinio agaro koncentracija. Fagy meéginiy paémimo vietos
pazymetos rodyklémis. Siekiant nustatyti surinktuose méginiuose esanciy infektyviy viriony
kiekj, buvo atlickami lasinimo eksperimentai, kuriy rezultatai pateikiami deSinéje pus¢je
esanciose nuotraukose.

Siekiant nustatyti, ar musy tiriamy bakteriofagy formuojamy infekciniy centry
periferinése zonose gali buti aptinkami ir infektyvis bakteriofagai, buvo atlikti eksperimentai,
kuriy metu buvo imami méginiai i$ skirtingy infekciniy centry zony ir tiriamas juose
potencialiai esanéiy infektyviy bakteriofagy kiekis. Siy eksperimenty nuotraukos pateikiamos
7 paveiksle. Nustatyta, kad tiek MED16 (7 pav. A), tiek AAS23 (7pav. B) atveju, bakteriofagy
formuojamy infekciniy centry periferinése dalyse yra aptinkami infektyvus bakteriofagai. Dar
daugiau, jy kiekis centrinése ir periferinése dalyse i§ esmés nesiskyre, todél tai yra jdomus
objektas tolimesniems eksperimentams, kuriy metu buty galima tirti Siy fagy kinetines ir
depolimerazinio aktyvumo savybes.
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3.2.3. Seimininky spektras

Seimininky spektras yra viena i§ esminiy savybiy siekiant nustatyti, prie§ kokias
bakterijy riiSis ar kamienus gali buiti naudojami musy pasirinkti bakteriofagai. Viena vertus,
fagy terapijoje itin paklaustis platy infekuojamy lasteliy-Seimininkiy spektra turintys
bakteriofagai (galimybé pritaikyti fagus kovoje prie§ daugelj potencialiai Zalingy bakterijy)
(Ross et al., 2016). Kita vertus, kai kuriais atvejais fagy specifiSkumas taip pat yra itin svarbus.
Pavyzdziui, platy Seimininky spektrg infekuojantys bakteriofagai, tikétina, gali infekuoti ir
nepatogenines normalios zmogaus zarnyno mikrofloros bakterijas (jei taikant fagy terapija
fagai bus administruojami j vir§kinamajj traktg), o tai savo ruoStu gali susilpninti veiksmingg
fago susitelkimg prie tiksliniy bakterijy (Lusiak-Szelachowska et al., 2017; Kasman ir Porter,
2019; Sausset et al., 2020).

Sio darbo metu atliekant bakteriofagy $eimininky spektro nustatymga visy pirma buvo
vykdomi lasinimo testai, o nustaCius, kad bakterijy kamienas yra imlus tiriamajam
bakteriofagui, toliau buvo atliekami ir titravimo testai. 1S viso patikrinti 24 bakterijy kamienai
jskaitant aStuonis Pantoea kamienus (SeSi gamtiniai izoliatai ir du kamienai i§ DSMZ
kolekcijos) ir tris Erwinia kamienus. Visas bakteriofagy Seimininky spektro nustatymui

naudoty bakterijy kamieny sarasas ir imlumas fagams pateikiamas 4 lenteléje.

4 lentelé. Bakteriofagy lasteliy-Seimininkiy spektro nustatymui naudoti bakterijy kamienai ir
jy imlumas fagams.

Kamienas Bakteriofagas
MED16 AAS23 LIET2 AAS21

Pantoea agglomerans
(gamtiniai izoliatai)
MMG - - - -
SER - - - +
AUR - + - +
ARC - - - -
BSL + - + +
DDM - - + -
Escherichia coli
(laboratoriniai kamienai)
BL21- - - - -
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B40 - - - -
BE - - - -
MG1655 - - - -
BW25113 - - - -
DH10B - - - -
MH1 - - - -

Kiti kamienai
Klebsiella sp. KV-3 - - - -
Pseudomonas aeruginosa
PAO1

Citrobacter freundii - - - i

Salmonella  enterica  ser.

Typhimurium 292

Acinetobacter baumannii - - - i

Erwinia carotovora 8982 - - - .

Erwinia carotovora 961-63 - - - -
DSMZ kolekcijos kamienai

Pantoea agglomerans 3493 - - - +

Pantoea conspicua 24241 - - - -

Erwinia piriflorinigrans
26166
Erwinia billingiae 17872 - - - -

+ kamienas yra jautrus fago infekcijai
- kamienas nejautrus fago infekcijai

Nustatyta, kad Pantoea agglomerans izoliatas BSL yra jautrus fagui MED16, o Pantoea
agglomerans izoliatas AUR yra jautrus fagui AAS23. MED16 ir AAS23 fagai infekuoja tik
tuos izoliatus, i§ kuriy buvo i$skirti. Nustatyta, kad Pantoea agglomerans izoliatai DDM ir BSL
yra jautris LIET2, o Pantoea agglomerans izoliatai AUR, BSL ir SER yra jautris AAS21, taip
pat DSMZ 3493 (P. agglomerans) kamienas yra jautrus AAS21 fago infekcijai. Fagai LIET2 ir
AAS21 geba infekuoti ne tik izoliatus, 1§ kuriy yra i$skirti (LIET2 i§ DDM, AAS21 i§ AUR),
bet ir kitus, turimus laboratorijos kolekcijoje. Nei vienas i$ tirty bakteriofagy neinfekuoja

Erwinia genties bakterijy.
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Bakteriofagy Igsteliy-Seimininkiy nustatymo tyrimai rodo, kad i$ $io darbo metu tirty
bakteriofagy didziausig spektrg turi fagas AAS21, jis infekuoja keturis skirtingus Pantoea
agglomerans bakterijy kamienus, jskaitant vieng kamieng i§ DSMZ kolekcijos. Likusieji
bakteriofagai infekuoja tik po vieng (fagai MED16 ir AAS23) arba du (fagas LIET2) Pantoea
agglomerans izoliatus. Turint omenyje, kad visi Siame darbe minimi Pantoea agglomerans
izoliatai buvo isskirti i§ gamtinés aplinkos, i§ kurios izoliuoti ir patys bakteriofagai (Simolifinas
et al., 2018), galime teigti, kad Sio darbo rezultatai ne tik rodo siaurg tirty bakteriofagy lgsteliy-
Seimininkiy spektra bet ir leidzia manyti, kad daugeliu atvejy fagai efektyviau infekuoja

lasteles, kurios aptinkamos jy natiralioje aplinkoje.

3.2.4. Adsorbcijos efektyvumas

Bakteriofagy adsorbcija ant Igsteliy-Seimininkiy pavirSiaus yra pirminis ir vienas is
esminiy infekcijos proceso etapy, galin¢iy turéti jtakos ne tik sékmingam fago pasidauginimui,
bet ir galinciy lemti bakteriofagy specifiskuma (Silva et al., 2016). Fagy adsorbcija laikoma
efektyvia, kai per pirmas 10 minuciy laisvy fagy kiekis suspensijoje nuo 100 proc. pasiekia
beveik 0 proc. — tai vadinama pirmosios eilés kinetika (Kropinski, 2009). Sio darbo metu buvo
atlikti adsorbcijos bandymai su bakteriofagais AAS21, LIET2 ir MED16, gauti rezultatai

pateikiami zemiau esanc¢iame grafike (8 pav.).

100

80

60

40

Nesiadsorbavusiy fagy dalis (%)

20

0 5 10 15 20 25 30
Laikas (min)

®AAS21 ALIET2 mMED16

8 pav. Bakteriofagy adsorbcijos ant lasteliy-Seimininkiy pavirSiaus, grafikas. Eksperimentuose
naudoti Pantoea agglomerans izoliatai: AUR (fago AAS21atveju), DDM (fago LIET?2 atveju)
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ir BSL (fago MED16 atveju). Grafike pavaizduota kiekvienos tirtos minutés (2 min., 5 min., 15
min. ir 30 min.) neatsiadsorbavusiy fagy (vidurkio) dalis procentais bei standartinis nuokrypis.

Nustatyta, kad tirtomis sglygomis bakteriofagy AAS21 ir LIET2 adsorbcija vyko
neefektyviai (praéjus 15 min. nuo eksperimento pradzios ~ 60 % fagy vis dar islicka
nesiadsorbave). Toks didelis nesiadsorbavusiy fagy skaicius gali biiti aiSkinamas tuo, kad, Siy
fagy efektyviai adsorbcijai vykti, tikétina, reikalingi papildomi veiksniai, pavyzdziui, padidinta
dvivalenciy jony (Mg?*, Ca®") koncentracija (Cvirkaité-Krupovié et al., 2010) arba pakeistos
aplinkos salygos, pavyzdziui, intensyvesné/maziau intensyvi aeracija, auksStesné/Zemesné
temperattira. Tuo tarpu bakteriofago MED16 atveju absorbcija vyko efektyviai — pragjus 5 min.
nuo eksperimento pradzios ~ 93 % visy fagy adsorbuojasi ant lgsteliy-Seimininkiy pavirsiaus.
Grafike stebimas bakteriofagy skaiciaus padidéjimas prag¢jus 30 min. nuo eksperimento

pradzios, tikétina, yra susijes su naujy fagy palikuoniy susiformavimu ir i§éjimu i$ Igstelés.

3.3. Jautrumas fiziniams ir cheminiams veiksniams

Norint jvertinti bakteriofagy praktinio taikymo galimybes, svarbu Zinoti jy atsparumag
jvairiems fiziniams ir cheminiams veiksniams, pavyzdziui, UV, aukstai/zemai temperatiirai,
pH, etanoliui, chloroformui (Hyman, 2019). Bakteriofagy jautrumo chloroformui tyrimai
atlickami dél to, kad bakteriofagy iSskyrimo bei gryninimo etapuose chloroformas yra
naudojamas ne tik siekiant sukelti prieslaikine lgsteliy lize ir taip padidinant fagy titra, bet ir
siekiant uzkirsti kelig fagy meéginiy uzterSimui (Akindolire ir Ateba, 2019). Tuo tarpu
bakteriofagy inaktyvacijos temperatiiros nustatymas, yra ypac svarbus tiek siekiant nustatyti
praktinio Siy virusy taikymo galimybes (siekiant panaudoti bakteriofagus kaip bakterijy
sukeliamy ligy prevencijos ar gydymo priemon¢ atsizvelgiant j klimato sglygas), tiek
prieSingai: panaudojant temperatiira kaip galimg kontrolés priemone efektyviam ir
veiksmingam nepageidaujamy bakteriofagy pasalinimui/inaktyvavimui, pavyzdziui, pieno

pramonéje (Guglielmotti et al., 2011).

3.3.1. Jautrumo chloroformui nustatymas

Darbo metu buvo nustatin¢jamas bakteriofagy jautrumas chloroformui, naudojant 50%
galutine chloroformo koncentracijg. Méginiai buvo imami atitinkamais laiko intervalais nuo

fagy suspensijos ir chloroformo sumai§ymo pradzios, t.y. po 5 min., 10 min., 30 min. ir 60 min
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(2.2.9. skyrius). Atlikus laSinimo testus, lékStutés buvo laikomos 22 °C temperatiiroje ir

rezultatas jvertintas po 24 valandy.

6

10 10* 10 10

AAS21 (LB)
+ CHCL (1:1)

AAS21 (PB)
+ CHCI:(1:1)

9 pav. Bakteriofago AAS21 jautrumo chloroformui eksperimento pavyzdys. LaSinimo testas
atliktas praéjus 60 min. nuo eksperimento pradzios. Eksperimentai alikti naudojant P.
agglomerans izoliatg AUR.

Eksperimento duomenys parodé, kad infektyviy bakteriofagy kiekis inkubuojant fagy
suspensija 60 min. LB terpéje arba PB buferyje ir esant 50% galutinei chloroformo
koncentracijai, nepakinta, palyginus su kontrole (9 pav.). Taigi, apibendrinus Siuos rezultatus
galima teigti, kad fagai MED16, AAS23, LIET2 ir AAS21 yra nejautriis chloroformui, todél Sis

cheminis veiksnys gali biiti naudojamas fagy iSskyrimo ir gryninimo procedirose.

3.3.2. Inaktyvacijos temperatiiros nustatymas

Nustatant inaktyvacijos temperatirg fagy suspensija TE buferyje buvo inkubuojama 15,
30 ir 60 minuciy 37 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C ir 70 °C temperatiirose. Atlikus laSinimo
testus nustatyta, kad bakteriofago LIET2 inaktyvacija stebima praéjus 60 minuéiy Nnuo
inkubacijos 60 °C temperatiiroje. Bakteriofagas AAS23 nebegali infekuoti savo Iasteliy-
Seimininkiy praéjus 30 minuéiy nuo inkubacijos 60 °C temperatiroje. Fago MED16
inaktyvacija stebima praéjus 60 minué¢iy nuo inkubacijos 55 °C temperatiiroje, 0 bakteriofagas
AAS21 nebegali infekuoti lasteliy-Seimininkiy praéjus 15 minuciy nuo inkubacijos 50 °C
temperatiiroje. Pastarojo fago inaktyvacijos eksperimenty nuotraukos pateikiamos 10

paveiksle.
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10 pav. Bakteriofago AAS21 inaktyvacijos temperatiiros nustatymas. Eksperimentai atlikti
naudojant P. agglomerans izoliatg AUR.

Apibendrinant fagy inaktyvacijos rezultatus, galima teigti, kad atspariausi auksStos
temperatiiros poveikiui yra fagai LIET2 ir AAS23, todél juos sunaikinti nattiraliomis sglygomis
nebiity itin paprasta (bent jau atsizvelgiant ] temperatiirg). Taip pat nustatyta, kad Zemiausig
inaktyvacijos temperattirg turi fagas AAS21, tai reiSkia, kad Sis fagas yra labiausiai veikiamas
aukstos temperattiros ir jo inaktyvacija natiraliomis saglygomis biity paprastesné nei kity tirty
fagy. Visgi, siekiant bakteriofagus panaudoti terapiniu tikslu prie$ patogenus ir atsizvelgiant j
musy geografinio regiono klimatines sglygas, visi tirti bakteriofagai potencialiai galéty buti

panaudoti kaip biokontrolés priemoné.

3.4. Restrikcijos profiliy ir genominés DNR modifikacijy nustatymas

Bakterijos, norédamos apsisaugoti nuo virusy, iS§vysté daugybe sudétingy aktyvios
gynybos mechanizmy, kuriuos galima bendrai vadinti prokariotine ,,imunine sistema‘“ (Doron
et al., 2018). Viena iS tokiy gynybos strategijy — restrikcijos-modifikacijos (RM) sistemos,
kurios nukreiptos j specifines invaziniy fagy genomy sekas. Kita vertus, evoliucijos eigoje
bakteriofagai taip pat iSvysté skirtingas strategijas, padedancias iSvengti bakterijy restrikcijos-
modifikacijos sistemy. Vienas dazniausiy apsisaugojimo biidy yra restrikcijos endonukleaziy
kirpimo viety pakeitimas taSkiniy mutacijy pagalba (Vasu ir Nagaraja, 2013), Kiti virusai
genomuose koduoja metiltransferazes, kurios modifikuoja genome esanc¢ius nukleotidus ir taip
apsaugo viruso genomg nuo Seimininko restrikcijos fermenty — tai vadinama genomo
modifikavimu (Weigele ir Raleigh, 2016; Flodman et al., 2019).

Norint jsitikinti, ar tiriamuose bakteriofaguose stebimos DNR modifikacijos ir kokios
jos gali biti konkreCiy fagy genomuose, buvo atlieckama virusy genominés DNR restrikciné

analizé su specifinémis restrikcijos endonukleazémis, kurios yra jautrios metilinimui beli
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glikozilinimui (2.2.6. skyrius). Pirmiausia, naudojant fenolio-chloroformo metodg, buvo
i8skirta bakteriofagy genominé DNR ir atlikta iSgrynintos genominés DNR restrikciné analizé
parinkus tokias restrikcijos endonukleazes, kad visy jy kerpamos sekos motyvas bty
bakteriofago genomin¢je DNR. Taip pat buvo parenkamos skirtingg jautruma metilinimui
turin¢ios REazés: Mbol (jautri Dam metilinimui), EcoRII (jautri Dcm metilinimui), Hhal (jautri
CpG metilinimui), Bsul5l (jautri Dam/CpG metilinimui), Csp6l, Dral, Ndel ir EcoRV
(nejautrios nei Dem, nei CpG, nei Dam metilinimui, ta¢iau Csp6l yra jautri 5-hmC
glikozilinimui). Bakteriofagy restrikcijos profiliy nuotraukos pateikiamos 11 paveiksle.

Kaip matyti iS 11 paveikslo, fagy AAS23 (A dalis), MEDI16 (B dalis) bei LIET2 (D
dalis) genomuose citoziny nukleobazés (C) yra potencialiai metilinamos arba
hidroksimetilinamos. Tg parodo restrikciniai EcoRII ir Bsul5I REaziy profiliai, kadangi jos yra
jautrios DNR metilinimui, taciau kerpa nemodifikuota DNR, o kaip matyti restrikcinés analizés
11 pav. A, B bei D dalyse gDNR néra sukarpoma. Taip pat i§ restrikcinés analizés galima
spresti, kad Siy fagy genomuose taip pat potencialiai metilinama ir adenino nukleobaze (A) —ta
parodo Mbol REazés restrikcinis profilis 11 pav. A, B ir D dalyse, kur matyti, kad naudojant §j
fermenta gDNR taip pat néra sukarpoma.

Atlikus restrikcing analiz¢ nustatyta, kad visy tiriamyjy fagy genominés DNR néra
hipermodifikuotos. Tq galima pasakyti sprendziant pagal Csp61 REazés restrikcinius profilius,
kadangi Sis fermentas yra jautrus glikozilinimui, bet nejautrus metilinimui ar
hidroksimetilinumui, o kadangi iS 11 pav. matyti, jog visy tirty fagy atvejy $i REazé gDNR
hidrolizuoja, tod¢l darome iSvada, kad fagy genominés DNR hipermodifikacijomis nepasizymi.
Bakteriofago AAS21 atveju, atlikus restrikcine analizg, potencialiy modifikacijy genominéje
DNR nenustatyta.
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11 pav. (A) Fago AAS23 genominés DNR restrikciné analizé; (B) fago MED16 genominés
DNR restrikciné analize; (C) fago AAS21 genominés DNR restrikcine analizeé; (D) fago LIET2
genominés DNR restrikciné analizé. M takelis — GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Thermo
Fisher Scientific).

Taigi, restrikcinés analizés metu nustatyta, kad bakteriofagy AAS23, MED16 bei LIET2
genominés DNR yra modifikuotos, o AAS21 genomin¢ DNR — nemodifikuota. Taikant §j
metoda galima bent potencialiai jvertinti bakteriofagy genomuose esanciy DNR nukleotidy
modifikacijy pobiidj. Taip pat, tirty bakteriofagy gDNR metilinimas rodo, kad fagai tokiu biidu

yra apsaugoje savo genomus nuo bakterijy restrikcijos-modifikacijos sistemy.

Apibendrinus gautus rezultatus galime teigti, kad Sio darbo metu buvo atlikta Pantoea
genties bakterijas infekuojanciy bakteriofagy MED16, AAS23, LIET2 ir AAS21 morfologiné
ir fiziologiné analizé, taip pat jautrumo aplinkos veiksniams tyrimai bei restrikcijos profiliy ir
genominés DNR modifikacijy nustatymas. Ateityje numatoma atlikti detalesnius fagy
koduojamy fermenty, taip pat paciy bakteriofagy praktinio taikymo, kaip biokontrolés

priemoniy, galimybiy tyrimus.
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ISVADOS

Bakteriofagai MED16, AAS23 ir AAS21 yra sifovirusai, turintys taisyklingo
ikosaedro formos galvute ir lanks¢ia nesusitraukiancia uodegele, bakteriofagas
LIET2 yra miovirusas, turintys iStesto ikosaedro formos galvute ir nelankscia,
susitraukianc¢ig uodegéle.

Bakteriofagai MED16, AAS23, AAS21 ir LIET2 yra Zemoje temperatiroje
prisitaike vystytis virusai. Bakteriofagy MED16 ir AAS23 formuojami infekciniai
centrai sudaryti iS skaidrios centrinés ir neskaidrios periferinés dalies, kas rodo $iy
virusy potencialy depolimerazinj aktyvuma.

Bakteriofagai MED16, AAS23, LIET2 ir AAS21 yra skirtingg 1gsteliy-Seimininkiy
spektrg turintys virusai. MED16 ir AAS23 infekuoja po vieng P. agglomerans
izoliatg (atitinkamai BSL ir AUR), LIET2 — du (BSL ir DDM), o AAS21 — keturis
(SER, AUR, BSL ir DSMZ 3493).

. Bakteriofagai MED16, AAS23, LIET2 ir AAS21 yra nejautriis chloroformui.
Bakteriofagas AAS21 yra jautriausias aukstai temperatiirai, o LIET2 — maZiausiai
jautrus.

. Bakteriofagy AAS23, MED16 bei LIET2 genominés DNR yra modifikuotos

(potencialiai metilintos), 0 AAS21 genominé DNR — nemodifikuota.
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Emilija PETRAUSKAITE

SANTRAUKA

Pantoea genties bakterijas infekuojanciy bakteriofagy charakterizavimas

Nepaisant to, kad Pantoea genties bakterijos yra vienos gausiausiy bakterijy filosferoje
ir yra Zinomos ne tik kaip itin svarbas epifitai ar endofitai, bet ir gali biiti susijusios su jvairiomis
vabzdziy, gyviiny ar augaly ligomis, Sias bakterijas infekuojantys bakteriofagai iki Siol tirti itin
menkai. Siekiant bent i§ dalies pakeisti esama situacija, Sio darbo metu buvo atlickama Pantoea
genties bakterijas infekuojanciy bakteriofagy vB PagS MED16 (MED16), vB_PagS AAS23
(AAS23), vB_PagS_AAS21 (AAS21) ir vB_PagM_LIET2 (LIET2) tyrimai. Nustatyta, kad
bakteriofagai MED16, AAS23 ir AAS21 yra sifovirusali, turintys taisyklingo ikosaedro formos
galvute ir lanksc¢ia nesusitraukiancig uodegéle, bakteriofagas LIET2 yra miovirusas, turintis
1Stesto ikosaedro formos galvute ir nelankscia, susitraukiancig uodegeéle. Bakteriofagai MED16,
AAS23, AAS21 ir LIET2 yra Zemoje temperatiiroje prisitaike vystytis virusai. Bakteriofagy
MED16 ir AAS23 formuojami infekciniai centrai sudaryti i§ skaidrios centrinés ir neskaidrios
periferinés dalies, kas rodo Siy virusy potencialy depolimerazinj aktyvumga. Bakteriofagai
MED16, AAS23, LIET2 ir AAS21 yra skirtingg Iasteliy-Seimininkiy spektra turintys virusai.
MED16 ir AAS23 infekuoja po vieng P. agglomerans izoliatg (atitinkamai BSL ir AUR),
LIET2-du (BSL ir DDM), 0 AAS21 — keturis (SER, AUR, BSL ir DSMZ 3493). Bakteriofagai
MED16, AAS23, LIET2 ir AAS21 yra nejautriis chloroformui. Bakteriofagas AAS21 yra
jautriausias aukstai temperatirai, o LIET2 — maziausiai jautrus. Bakteriofagy AAS23, MED16
bei LIET2 genominés DNR yra modifikuotos (potencialiai metilintos), o AAS21 genominé
DNR — nemodifikuota.
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Emilija PETRAUSKAITE

SUMMARY

Characterization of Pantoea spp. infecting bacteriophages

Bacteria of the genus Pantoea are among the most abundant in the philosphere and are
known not only as vital epiphytes or endophytes but also as pottentially being involved in
various insect, animal or plant diseases. Bacteriophages infecting these bacteria have so far
been extremely poorly studied. In order to at least partially change the situation, studies of
Pantoea infecting bacteriophages vB_PagS_MED16 (MED16), vB_PagS_AAS23 (AAS23),
vB_PagS_AAS21 (AAS21) and vB_PagM_LIET2 (LIET2) were performed. The study
revealed that bacteriophages MED16, AAS23, and AAS21 are syphoviruses with a regular
icosahedral head and a flexible non-contractile tail, whereas bacteriophage LIET2 is a myovirus
with an elongated icosahedral head and a rigid, contractile tail. It was found that bacteriophages
MED16, AAS23, AAS21, and LIET2 are viruses adapted to develop at low temperatures. the
Research showed that plaques formed by bacteriophages MED16 and AAS23 consist of a
transparent center and opaque halo (peripheral) zone, indicating the potential depolymerase
activity. Bacteriophages MED16, AAS23, LIET2 and AAS21 are viruses with a quite different
host range: MED16 and AAS23 infecting one P. agglomerans isolate (BSL and AUR,
respectively), LIET2 - two (BSL and DDM), and AAS21 - four (SER, AUR, BSL, and DSMZ
3493). Bacteriophages MED16, AAS23, LIET2 and AAS21 are not sensitive to chloroform.
Bacteriophage AAS21 is the most sensitive to high temperature and LIET2 is the least sensitive.
The genomic DNAs of bacteriophages AAS23, MED16 and LIET2 are modified (potentially
methylated) and the genomic DNA of AAS21 is unmodified.
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