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SAISINAJUMI
Fags — bakteriofags

ODs40 — optiskais blivums (eptical density) pie starojuma ar vilpa garumu 540 nm
PCR — polimerazes k&des reakcija (polymerase chain reaction)

bp — bazu paris

NAGE — nativa agarozes géla elektroforéze

TEM — transmisijas elektronmikroskopija

SDS — natrija dodecilsulfats (sodium dodecy! sulfate)

EDTA — etilendiamintetraetikskabe (ethylenediamine tetraacetic acid)
pfu/mL — inficétsp&jigo fagu vienibu skaits/mL (plaque forming units/mL)
cfu/mL — kolonijas veidojoSo vienibu skaits/mL (colony forming units/mL)
DNS — dezoksiribonukleinskabe

RNS - ribonukleinskabe

IK — indikatorkultiira

SDTR - Tsie tiesie terminalie atkartojumi (short direct terminal repeats)

aa — aminoskabe (amino acid)

TerL — terminazes liela subvieniba

ORF — atvertais nolasiSanas ramis (open reading frame)



KOPSAVILKUMS

Darba izolétas bakterijas no dazadu rozu dzimtas auglkopibas kulttiru augu lapam, kuras
identificétas ar 16S rRNS géna sekvenéSanas metodi. Izmantojot S§is bakterijas ka
saimniekkulttiras, tika izol&ti 10 jauni dsDNS bakteriofagi. Vélak ar Cedecea davisae bakteriju
izolatu ka saimnieku no notekiidenu paraugiem tika izoléti vél 13 fagi. Talakai izp@tei tika
izvelets jaunizdalitais Cedecea fags Yanou. Fags Yanou ir Autographiviridae dzimtai,
Teseptimavirus gintij piedeross litisks podoviruss ar 40865 bp garu genomu. Tas ir otrs lidz §im
zinamais Cedecea gints fags un pirmais raksturotais Cedecea litiskais podoviruss. Bakteriofaga
Yanou pilnais anotétais genoms deponéts GenBank brivpieejas datubazeé ar nosaukumu

“Cedecea phage Yanou” (piekluves numurs: ON568193).

Atslegvardi: bakteriofagi, Cedecea davisae, genoma sekvené$ana, genoma

anotésana, Autographiviridae, podoviruss.



SUMMARY

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF NOVEL CEDECEA DAVISAE
INFECTING BACTERIOPHAGES

In this thesis, bacterial strains were isolated from leaves of different pomiculture
Rosaceae plants and were identified using 16S rRNA gene sequencing. Using these bacteria as
hosts ten new dsDNA phages were isolated. Later, thirteen additional phages were isolated from
sewage samples using Cedecea davisae as the host. One of the phages was chosen for further
characterization in greater detail — Cedecea phage Yanou. Yanou belongs to the
Autographiviridae familiy, Teseptimavirus genus, it is a virulent podovirus with 40865 bp long
genome. To our knowledge, phage Yanou is the second known Cedecea phage and the first
characterized Cedecea virulent podovirus. Complete annotated genome sequence of phage
Yanou was deposited to GenBank open-access database under the title “Cedecea phage Yanou”

(accession number: ON568193).

Keywords: bacteriophages, Cedecea davisae, genome sequencing, genome

annotation, Autographiviridae, podovirus.



IEVADS
Bakteriofagi jeb fagi ir baktériju virusi, un tie ir biosféra visizplatitakie biologiskie
objekti. Tie ir sastopami visur, kur ir sastopamas bakterijas, — augsné, tideni, dzivnieku zarnu
traktos, uz augiem utt. Pasaulé kopa varétu biit aptuveni 10°! fagu virionu (Mushegian 2020),
un [idz §im zinamie fagi pec genomiskajam nukleotidu sekvencém un to kodetajiem proteiniem
ir loti daudzveidigi. To evoliicija notiek ciesa saistiba ar baktérijam, un fagiem ir svariga loma

horizontalaja génu parnese. (Dion et al. 2020).

Fagi ir nozimigi molekularas biologijas attistiba ka modelsistémas. Izmantojot fagus, tika
pieradits, ka géni ir veidoti no DNS (Hershey and Chase 1952) un ka genétisko kodu veido
nukleotidu tripleti (Crick et al. 1961), tika izolétas daudzas restriktazes un izstradati génu
inZenierijas vektori. Fagu genomi arT ir pirmie, kas ir tikusi sekvenéti, pieméram, MS2 (ssRNS),
®X174 (ssDNS) un A (dsDNS). Turklat tieSi saistiba ar fagiem ir atklatas CRISPR-Cas
sist€émas, kas paver plaSas iesp&jas g€nu inzenierijas nozaré (Salmond and Fineran 2015).
Galvenie fagu pielietojumi ir saistiti ar cinu pret bakterijam un antimikrobialo rezistenci. Tie
tiek izmantoti medicina (fagu terapija), partikas razoSana, biotehnologijas (zalu, vakcinu

izstrade) un ka biosensori (Sharma et al. 2017).

Cedecea davisae ir gramnegativu, fakultativi anaerobu nijinveida baktériju suga, kas
pieder dzimtai Enterobacteriaceae (Grimont et al. 1981). Ta ir salidzinoSi rets, nosacits
patogéns, kuram Iidz 2020. gadam ir tikusSi aprakstiti 13 kliiskie gadijumi (Thompson and
Sharkady 2020). Ta ka suga nav biezi sastopama, tad tai ir aprakstits tikai viens fags ¢Cd2018,
kas tika izol&ts magistra darba ictvaros Dienvidkoreja (Jun-heon 2018). $Cd2018 ir sifovirusa
morfotips un lizogénais dzives cikls. Tikmér $1 darba ietvaros tika sikak aprakstits Iitiskais
Cedecea fags, kur§ tika nosaukts par “Yanou” un kuram raksturigs podovirusa morfotips,

tadgjadi paplasinot esosas zinaSanas par Cedecea fagu daudzveidibu.

Bakalaura darba ietvaros kopuma tika izol&ti 23 jauni fagu izolati, no kuriem 14 ir izdaliti,
izmantojot miisu saimniekkultiiru C. davisae H1. Sikakai raksturoSanai tika izvéléts C. davisae

fags Yanou (GenBank piekluves numurs: ON568193).

Darba meérkis bija izol&t jaunus fagus, pieverSot ipaSu uzmanibu fagiem, kuru saimnieks
ir retak sastopams un ir ar mazu raksturotu fagu skaitu. Jaunizol&tie fagi tika raksturoti
morfologiski un genomiski, izmantojot mikrobiologijas, molekularas biologijas un

bioninformatikas metodes.



Darba uzdevumi bija:

1.

No vides paraugiem izol&t jaunas bakteriju kultiiras, identificét tas ar gandriz
pilna 16S rRNS géna sekvenéSanu un salidzinat ar $1 pasa géna sekvencém
ieprieks aprakstitam bakterijam.

Izmantojot interesantakas izoletas bakterijas ka saimniekus, no vides izdalit,
pavairot un attirit jaunus fagus.

Mikrobiologiski raksturot jaunizdalito bakteriofagu pavairoSanas iesp&jas un
stabilitati.

Sekvenét jaunizdalito fagu pilnus genomus un veikt interesantaka faga genoma

funkcionalo anotéS$anu.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Bakteriofagi

Bakteriofagi jeb fagi ir obligati ieksSiinas paraziti, kas inficé tikai bakterijas. Fagus
neatkarigi viens no otra atklaja divi zinatnieki — britu patologs Frederiks Tvorts 1915. gada
(Twort 1915) un franCu-kanadiesu mikrobiologs Felikss d’Erells 1917. gada (D’Herelle 1917).
Kops ta laika tie ir bijusi svarigi biologiskie modeli. Fagu genomi ir pirmie, kuri tika sekvenéti,
ka art to petijumu de] ir atklatas CRISPR-Cas sisteémas (Salmond and Fineran 2015). Tiem ir

liela nozime bakteriju génu horizontalaja parnesé (Ohnishi ef al. 2001).

Fagi ir visizplatitakas biologiskas vienibas biosfera. Tiek l&sts, ka visa pasaulé ir 10°!
virusveidigo dalinu (Mushegian 2020). Fagi ir sastopami visur, kur ir sastopamas bakterijas.
Jiiras tidenos to dalinu ir aptuveni 10° — 107 uz mililitru (Wigington et al. 2016), cilveka feces
ap 108 uz gramu (Hoyles et al. 2014), savukart augsné §is skaits var stipri at8kirties atkariba no

tas tipa — 10° Iidz 10° virusveidigo dalinu uz gramu augsnes (Chevallereau et al. 2022).

Fagu taksonomija ir nozare, kas nemitigi mainas un attistas, jo miisdienas visu laiku tiek
atklati un raksturoti jauni fagi. Virusu metagenomikas projektos tiek identific€tas jaunas virusu
nukleinskabju sekvences, kas neatbilst [idz Sim zinamajiem fagiem, tapéc regulari tiek izveidoti
jauni taksoni. Fagu klasifikaciju veic Starptautiska Virusu taksonomijas komiteja (ICTV), kura
to papildina katru gadu. To dzimtas un kartas vésturiski, galvenokart, tika iedalitas péc genoma
veida (RNS vai DNS, vienpavediena vai divpavedienu) un morfologijas. Liclaka vésturiski bija
Caudovirales karta, kura ietilpa fagi ar linearu divpavedienu DNS (dsDNS) genomu un asti
morfologiskaja uzbuve (Dion et al. 2020). Gan janem véra, ka pie ta, ka lielaka dala raksturoto
fagu ir ar dsDNS genomu, ir vainojamas ari tradicionalas fagu izoléSanas un sekvenéSanas
metodes, ar kuram vieglak ir raksturot tiesi Sos fagus (Chevallereau et al. 2022). Péc
jaunakajiem datiem lielaka ir klase Caudoviricetes, kura ietilpst Cetras kartas, 33 dzimtas un 37
apakSdzimtas. V@l fagi ir atrodami daudzas citas virusu dzimtas, kas ietilpst dazadas kartas un
klas@s, un sava starpa atSkiras gan péc genoma nukleinskabes veida un sekvences 1patnibam,

gan p&c virionu morfologijas (ICTV 2022).
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1. attels. Reprezentativi bakteriofagu virionu morfologijas un genomiskas nukleinskabes tipi.
a — vienpavediena DNS, b — divpavedienu DNS, ¢ — divpavedienu RNS, d — vienpavediena

RNS (Dion et al. 2020).

Figure 1. Diversity of representative phage morphology and genomic nucleic acid types. a —
single-stranded DNA, b — double-stranded DNA, ¢ — double-stranded RNA, d — single-stranded
RNA (Dion et al. 2020).
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1.2. Bakteriofagu dzives cikli

Visbiezak ir sastopami divi fagu dzives cikli — Iitiskais un lizogénais. Tomér novérojami
ir vél divi — pseidolizogénais un hroniska infekcija. Pseidolizogénais cikls notiek baktgrijas
Stinas stresa gadijuma, bet hroniska infekcija ir raksturiga parsvara pavedienveida fagiem.
Visiem ciklu veidiem ir kopigas divas fazes — adsorbcija un genétiska materiala ievadiSana
saimnieks$iina. Savukart dazadiem ciklu veidiem var biit raksturigas vél [idz trim fazém: virionu
izveidoSanas, saimniekSiinas liz€Sana un jaunizveidotu fagu dalinu nonakSana apkartgja vide

(Olszak et al. 2017).

Jebkurs fagu dzives cikls sakas ar adsorbciju. Ta notiek, fagam pievienojoties receptoram
uz bakterijas Siinas virsmas. Receptori var biit dazadas molekulas, piem&ram, proteini,
oglhidrati, glikoproteini, lipidi un lipoproteini, tomér fagi spej ari pievienoties pie flagellam un
pillam (Madigan et al. 2019). Piem&ram, fags TS5 neatgriezeniski piesaistas pie proteina FhuA,
kas atrodas uz Escherichia coli $tnas argjas membranas un parasti ir iesaistits dzelzs jonu
transporta. Atgriezeniski tas sp€j piesaistities ari pie lipopolisaharidiem (Rakhuba et al. 2010).
Talak tiek injiceta nukleinskabe. AtSkiriba no dzivnieku un augu virusiem vairumam fagu
bakterijas Siina nonak tikai DNS/RNS (dazos gadijumos ar1 dazi specifiski proteini), nevis viss
virions (Madigan ef al. 2019). Iznémums ir Cystoviridae dzimta, kuras fagiem saimnieks§tina
ieklaist viss nukleokapsids (Poranen and Méntynen 2017). Faga T4 gadijuma DNS ievadiSanu
Stinas iekSiené nodroSina T4 astes lizocima komplekss, kas sp€ izveidot poru E.coli
peptidoglikana slani, astes apvalka sarausanas un liels spiediens kapsida, kas “griiz” DNS ieksa
Suna.

Fagus, kuriem ir raksturigs tikai Iitiskais cikls, sauc par Iitiskiem jeb virulentiem fagiem.
Litiska cikla gadijuma p&c faga genoma ievadiSanas notiek genoma replikacija un transkripcija,
kas atkariba no faga nukleinskabes nedaudz atskiras, ka ar1 translacija. Saimnieka $iina Sie
procesi tiek partraukti, un ta vieta notiek faga genomu un proteinu sintéze (Madigan et al. 2019).
Kad ir uzsintez€ti nepiecieSamie proteini un vairakas faga genoma kopijas, tad notiek to
apvienoSanas virionos. Biezi $is process ir spontans. Tomer tas tapat notiek péc konkrétas
shémas. Pieméram, T4 no sakuma izveidojas tukSs prokapsids, kura gar iekSpusi izvietots
sastatnu (scaffold) proteins. Tad tam piesaistas iesainoSanas (packaging) komplekss, kas
atpazist un ar ATF hidrolizes palidzibu ievieto prokapsida faga dsDNS (dazreiz dazi fagi
kltidaini médz iepakot prokapsida ari dalu bakteriala genoma). Sastatnu proteinu saskel T4
kodéta proteaze, un prokapsids nobriest par kapsidu. Beigas atseviski apvienojusies aste
savienojas ar kapsidu (Aksyuk and Rossmann 2011). Gatavi virioni izkliist ara no Stnas, to

nodro$ina virusa enzimi, kas sp€j Skelt bakterijas Stinas membranu un peptidoglikana slani.
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Jaunie fagi sp€j inficét nakamos saimniekus. Virionu skaitu, kas izkliist no vienas §iinas, sauc
par spradziena lielumu (burst size), un gan dazadiem fagiem, gan saimniekiem tas var atskirties
biitiski — no daziem Iidz daziem tukstoSiem (Madigan ef al. 2019). Spradziena lielums atSkiras
ari atkariba no vides apstakliem, kas ietekmé& saimnieka fiziologisko stavokli, pieméram, tideni
mitoSajiem fagiem tika atklats, ka ar baribas vielam bagatakos tidenos §is raditajs ir lielaks neka

nabadzigakos tidenos (Parada et al. 2006).

Lizogéna cikla galvena atSkiriba no Iitiska ir ta, ka fags nevis savairojas un noarda
saimnieks§tinu, bet ta genoms spgj integréties saimnieka hromosoma un vairoties, saimniekam
daloties, vai ar1 eksistét episomala stavokli (I1dzigi plazmidai), tad€jadi ilgstosi “sadzivojot” ar
saimnieku. Fagus, kam raksturigi abi cikli, sauc par mérenajiem fagiem, savukart virusa
genomu, kas ir integréjies saimnieka, — par profagu (Madigan et al. 2019). Péc adsorbcijas un
genoma ievadiSanas, kas notiek tapat ka Iitiskaja cikla, tiek pienemts [émums par to, kurs cikls
turpinasies. Loti labi §is process ir izpetits faga A — [émuma pienemsanu regul@ regulétajproteinu
kaskade, kura galvenie ir CI un Cro represori. CI uztur profaga stavokli, repres€jot visu citu A
génu transkripciju, bet to aktive cits proteins CII, kur§ péc infekcijas nepiecieSams pietickama
daudzuma, lai norisinatos lizogéniskais cikls. Ja CII nav pietieckami daudz, tad turpinas Iitiskais
cikls. Turklat Cro repres€ CII, lidz ar to ar1 CI sint€zi, tapéc pie pietickamas Cro koncentracijas
tiek ierosinats Iitiskais cikls. V&l ir art regulétajproteins Q, kas aktivizé dazadu A proteinu
sintézi, kas noved pie saimnieka lizes, bet to represé ieprick§minétais CII. So procesu un
lémumu ietekmé dazadi apstakli: saimniekSiinas lizogenizacija ar lielaku varbiitibu notiek tad,
ja Stnu ir infic&jusi vairaki fagi vai ari ja saimnieksSiinas aug bagatiga vidé (Oppenheim et al.
2005). Turklat ir atklats, ka fagi spg& “komunicét” sava starpa ar nelielu peptidu palidzibu. Ja
fags sastopas ar lielu baktériju skaitu, tad ar lielaku varbiitibu norisinas Iitiskais cikls, kura laika
papildus tiek sintez€ti un sekreteti 1@muma pienemsanas (arbitrium) peptidi. Ja ir liela So
peptidu koncentracija vidg, tad tos uznem citas bakterijas caur oligopeptidu permeazes (OPP)
transporteri. Tad $ie peptidi inhib€ lizogenijas inhibitora ekspresiju, notiek lizogénija (Erez et
al. 2017). Pargju no lizogéna cikla/profaga stavokla uz litisko ciklu nosaka stresa apstakli un
saimniecka DNS bojajumi (Madigan et al. 2019), ka ar1 bakteériju populacijas blivums un
izmainas saimnieka metabolisma (Laganenka et al. 2019). Visi Sie regulacijas mehanismi lauj
mérenajiem fagiem pielagoties apstakliem un izveleties konkrétaja bridi labako vairoSanas
stratégiju. Lizogenija ir ari nozimigs horizontalas génu parneses célonis. Tas rezultata vienas
baktériju sugas dazados celmos ir atrodami daudzi dazadi profagi, kas noved pie lielas
genctiskas daudzveidibas gan bakterijam, gan ari fagiem, jo lidzigi profagi un fagi var

rekombingéties sava starpa (Ohnishi ez al. 2001). Dazkart baktérijam profagu dél var izmainities
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fenotips. STs izmainas sauc par lizogénisku konversiju, un tas ietvaros bakterija tiek ekspreséti
profaga géni, kas var pasargat saimnieku no lidzigu fagu superinfekcijas, uzlabot ta sp&ju
izdzivot dazados apstaklos, ieviest virulences faktorus un jaunus metabolisma celus, palidzet
veidot biopléves u.c. veidos palidzét saimniekam. Tome@r profagi arT var traucét bakterijam,
piemé&ram, ievietojoties to genoma pa vidu funkciongjosSam génam, $adi paléninot saimnieka

metabolismu vai pat izraisot ta bojaeju (Obeng et al. 2016).

Pseidolizogénija ir paradiba starp lizogéno un Iitisko ciklu. Tas ir stavoklis, kura ir
aizkaveta faga attistiba saimniek$iina, nenotiek ne virusa genoma replikacija, ne integracija
saimnieka genoma, ne virusa genoma noardiSana (Lo$ and Wegrzyn 2012). Pseidolizogénija
parasti notiek, ja saimniekSiina ir paklauta bada stresam (starvation stress), un ir raksturiga gan
virulentajiem, gan mérenajiem fagiem. Virusa genoms saimnieka atrodas ka neaktiva, cirkulara
episoma, So stavokli médz ari deéveét par faga nes€jstavokli (phage carrier state). Svariga
atSkiriba no lizogénijas ir ta, ka virusa genoms nereplicgjas kopa ar saimnieksiinas genomu,
tapec nakamaja bakteriju paaudze€ ir $iinas, kuras nav faga genoma (Olszak ef al. 2017). Daudz
retak pseidolizogénija ir atklata ari optimalos apstaklos kultivétas baktérijas. Piemeram,
Clostridium botulinum fags c-st, kas parnésa Cl1 tipa botulina toksina un C3 eksoenzima génus,
saimnieksiina veido cirkularu plazmidu, kas spgj replic@ties, tomér ne tik efektivi ka, piemeram,
fags P1, kas veido stabilu plazmidas profagu. Tapéc nakamajas bakteriju paaudzes faga c-st var
ar1 nebiit (Sakaguchi er al. 2005). Ja saimniekStnas augSanas apstakli uzlabojas, tad

pseidolizogeénija partop 1sta lizogénija vai ari litiskaja cikla (Lo$ and Wegrzyn 2012).

Hroniska infekcija jeb episomala replikacija ir dzives cikls, kas ir raksturigs
pavedienveida fagiem (Rakonjac ef al. 2011). Vislabak izpétiti ir fagi Ff. To primarie receptori
ir pillas uz baktérijas virsmas, bet sekundarais — konservativs gramnegativo bakteriju ieks¢jas
membranas proteinu komplekss TolQRA. Lielakais viriona proteins plll piesaistas abiem
receptoriem un nodroSina ssDNS ievadiSanu saimniek$tina. Turklat galvenais apvalka proteins
pVIII integréjas baktérijas iek§€ja membrana. Talak pozitivais DNS pavediens, kas tika ievadits
S$tina, savienojas galos, izveidojot cirkularu strukttiru. Saimnieka biomasingrija uzsintezé tam
komplementaru negativo pavedienu. Tad iesaistas faga proteins pll, kas nodroSina jauna
pozitiva pavediena replikaciju. Genoma replikativa forma (dsDNS) tiek izmantota, lai ar
saimnieka biomasinériju sintezétu faga proteinus. Sie procesi atkartojas, 1idz ir pietiekami
daudz virusa genomu kopiju un proteinu. Faga proteini pl, pIV un pXI izveido transporta
kompleksu §tinas membrana. Velak virusa pozitivie ssDNS pavedieni tiek apklati ar proteinu
pV, kas nelauj tiem izveidot cirkularu strukttiru, un transportéti caur membranu, vienlaikus

aizvietojot pV ar pVIII un pievienojoties ar1 apvalka protetniem pVI un plll. Gatavi virioni ir
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izlaisti arpus Stinas. Lai gan Saja dzives cikla Stinas biomasinérija tiek piespiesta darboties faga
laba, tas tomér nenoarda pasu saimniekStnu. Dala pavedienveida fagu ir mérenie, tie spg&j ar1
integréties saimnieka genoma un Tstenot lizogéno ciklu. Stresa apstaklos Sie fagi atkal pariet

episomalaja replikacija (Rakonjac ef al. 2011).

1.3. Bakteriofagu pielietojumi

Fagu pielietojuma iespgjas tiek pétitas jau kops to atklasanas, kad Felikss d’Erells saka
pétit fagu terapijas iespgjas (Salmond and Fineran 2015). Tagad tiek veikti pé&tijumi
pielietojumiem biotehnologijas (zalu un vakcinu izstrade, jaunu proteinu sintéze u.c.), fagu
terapija pret bakterialam slimibam, biosensoru izstrade, cina pret partikas sabojasanos un
antibiotiku rezistenci, ka ar1 notekiidenu attiriSana (Sharma et al. 2017). Parasti ir nepiecieSami
Ittiskie fagi, lai efektivi iznicinatu bakterijas, bet armt mérenos fagus ir iesp&jams izmantot, lai
pret antibiotikam rezistentas bakterijas parveidotu par atkal uzneémigam (Yosef ef al. 2015), un
lai ar génu inzenierijas palidzibu atvasinatu [itiskus fagus, kurus var drosi pielietot fagu terapija
(Dedrick et al. 2019). Ka ar1 pateicoties tam, ka baktérijas evoliicijas gaita attista rezistences
mehanismus pret fagiem un fagi censas tos apiet, ir atklatas dazadas rezistences sisteémas, t.sk.

CRISPR-Cas9 sistema, kuru ir iesp&jams izmantot génu inZenierija (Jiang and Doudna 2017).

Viena no nozarém, kura arvien vairak tiek attistitas metodes, kas ietver fagu izmantoSanu,
ir partikas razoSana. Fagi noder cina pret partikas izraisitam slimibam un partikas sabojasanos.
Tradicionali patogénas bakterijas partika tiek iznicinatas pasteriz€jot, apstradajot ar augstu
spiedienu, apstarojot ar gamma starojumu vai apstradajot ar kimiskam vielam. Tomer katru no
$tm metodém ir iesp&jams pielietot tikai atseviSkam partikas grupam, turklat tas nogalina visas
bakterijas — gan patogénas, gan labvéligas. Tapec arvien pieprasitaka klust fagu biokontrole.
Sis metodes prieksrocibas ir tas, ka ar to var specifiski atbrivoties no konkrétam patogénajam
baktérijam, ta ir paslaik videi draudzigaka antibakteriala metode, fagiem netiek pievienotas
piedevas vai konservanti, un tas cena ir 1€taka neka augsta spiediena apstradei vai apstaro$anai.
Trukumi fagu izmantoSanai — nepiecieSamiba tos pievienot atseviski no kimiskiem Iidzekliem,
kas varetu fagus inaktivet, to specifiskums, kas var traucét, ja partiku infic€ vairakas bakterijas,
un obligati Iitisko fagu piemekleSanas un padzilinatas raksturoSanas nepiecieSamiba (Moye et

al., 2018).

Fagu endolizini ir peptidoglikana hidrolazes, kuras fagi izmanto, lai Skeltu saimniekS$iinas
peptidoglikana slani Iitiska cikla beigas. Tos, tapat ka veselus fagus, var pielietot cina pret
patogénam bakteérijam, iedarbojoties uz tam specifiski. Tomér nativus endolizinus var izmantot

tikai pret grampozitivam bakterijam, jo tie netiek cauri gramnegativo bakteriju argjai
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membranai. Tapéc peédeja laika arvien vairak tiek izstradati mehanismi, kas lauj pielietot
endolizinus pret gramnegativam bakterijam, piem&ram, tiek izvéleti endolizini, kas sp€j izklit
cauri argjai membranai, tiem tiek pievienotas vielas, kas noarda ar&jo membranu, vai tie tiek
saistiti ar antibakterialiem peptidiem, kas arT lau;j tikt cauri $ai membranai. Nozimiga So enzimu
pasiba ir sp&ja noardit biopleéves, ko nespé€j izdarit daudzi citi antibakterialie lidzekli. Biopléves
ir bistamas, jo to del partika var tikt inficéta atkartoti (Schmelcher & Loessner, 2016). Tapéc ir
izdevigi izmantot endolizinus virsmu dezinfekcijai vietas, kuras tiek razota partika (Chang,

2020).

Fagi tiek izmantoti armT medicina cina ar bakterialu patogénu izraisitam aktitam vai
hroniskam infekcijam. Sim noliikam tick izmantoti no vides izdaliti Iitiski fagi, kas liz€ attiecigo
patogénu, un So procesu sauc par fagu terapiju (Viertel et al. 2014). Paslaik ta ir Tpasi svariga,
jo arvien vairak pieaug bakterialo patog€nu antibiotiku rezistence, un tuvojas ta dévéta
“pecantibiotiku €ra”, kura antibiotikas vairs varétu nebiit iesp&jams efektivi pielietot medicina.
Galvenie celoni tik izplatitai rezistencei ir parmériga to lietoSana medicina un lauksaimnieciba
un arvien retaka jaunu antibiotiku atklasana un izstrade (Ventola 2015). Tapé&c ir svarigi atrast

alternativas arstéSanas metodes, un fagu terapija ir viena no tadam.

Fagu terapijai, salidzinot ar antibiotiku izmantoSanu, ir daudz prieksSrocibu — fagi iznicina
tikai konkrétu patogénu, nevis ietekmé visu mikrobiomu; kad patogéns iznicinats, tad ar fags
parstaj vairoties; der pacientiem ar alergijam pret antibiotikam; neietekmé ziditaju $uinas; ta ka
fags pacienta vairojas, tad nepiecieSamas mazas devas; ja baktérijas kliist rezistentas pret fagu,
tad fags var evoliicijas cela So rezistenci apiet; fagi sp€j iznicinat biopléves; viegli un I&ti razot;
sastopami visur. Tomer ir arT trukumi — ta ka fagi iedarbojas specifiski, tad nepiecieSams pirms
arstéSanas precizi identific€t patogénu; imiinsistéma var razot antivielas pret fagu; paslaik vel
ir maz informacijas un kliisko p&tijumu par efektivitati; nav lidz galam izstradata likumdoSana,
kas regulétu fagu terapijas lidzeklu razo$anu un izmantosanu (Gordillo Altamirano and Barr

2019).

Kops 1966. gada ir publicéti devini fagu terapijas kliniskie p&tijumi, ka ar1 30 gadijumu
apraksti (Pirnay et al. 2022). Nesen tika veikts nesalidzinoSs pétijums (single-arm non-
comparative trial), kura 13 pacientiem ar smagu Staphylococcus aureus infekciju papildus
antibiotikam intravenozi tika dots tris fagu kokteilis AB-SA01. P&tijuma nebija iesp&jams
noteikt fagu terapijas efektivitati, salidzinot ar antibiotikam, tomér tika secinats, ka Sis fagu
kokteilis neizraisa blakusparadibas, un pret to neizveidojas bakteriala rezistence. Ka art tika
noskaidrots, ka optimala fagu kokteila AB-SAO1 deva ir 10° pfu, un $os datus var izmantot

turpmakos pétijumos (Petrovic Fabijan et al. 2020). Savukart 2019. gada ir publicéts gadijuma
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apraksts, kura Mycobacterium abscessus infekcija tika arstéta ar tr1s fagiem, no kuriem divi bija
ar génu inZenierijas palidzibu izveidoti méreno fagu litiski atvasinajumi. Tika novérota kliniska
stavokla uzlaboSanas, kas saistita ar fagu kokteila izmantoSanu. Tas ir pirmais aprakstitais
gadijums, kura fagi tika izmantoti pret mikobaktgrijas infekciju un kura tika izmantoti genétiski
modificeti fagi (Dedrick ef al. 2019). Salidzinot fagu terapijas kliniskos pétijumus ar gadijumu
aprakstiem, var novérot, ka kliniskajos pétijumos fagu terapija parasti neuzrada augstu
efektivitati, kamér atseviskos gadijumos ta sp€j uzlabot pacienta veselibas stavokli. Tam ir
dazadi iemesli — reglament€jumu raditie Skérsli, fagu razoSanas metodes un to produktu
stabilitate, un logistikas problémas. Tomér galvenais iemesls ir tas, ka kliniskajos pétijumos
fagu produkti tiek vertéti ka jebkuri citi medikamenti, lai gan tie stipri atSkiras — atskiriba no
medikamentiem fagi iedarbojas uz loti specifiskiem patogéniem, un tiem ir koevolucionaras
attiecibas ar baktérijam. Arst&jot individualus gadijumus, tiek atlasiti tiesi tie fagi, kas lizé no
konkréta pacienta izdalito patogénu, turklat bakterialas rezistences gadijuma ir iesp&jams
veiksmigi izveidot fagu atvasinajumus, kas So rezistenci apiet. Tade]l sadi ir iesp&ams
veiksmigi pielietot fagu terapiju, kamer masveida razoti fagu terapijas produkti vél nav tik

efektivi (Pirnay et al. 2022).

1.4. Bakteriofagu genomika

Bakteriofagu genomi ir pirmie, kuri tika sekvenéti pilna to garuma. 1977. gada tika
sekvenéts 5386 bp garais ssDNS faga ¢X174 genoms (Sanger et al. 1977), savukart pirmais
sekvenétais dsDNS genoms (48502 bp) pieder fagam A (Sanger et al. 1982). Kops ta laika pilno
informacijas centra datubaze bija pieejamas 8245 atzito un potencialo fagu sugu genomu
sekvences, no kuram lielaka dala (~94%) pieder dsDNS fagiem (Zrelovs et al. 2020). Fagu
genomu izméri var but loti dazadi — viens no mazakajiem genomiem (2435 bp) pieder
Leuconostoc fagam L5, savukart lielakie ir cilvéku un dzivnieku zarnu metagenomos atrastie

megafagi, kuru genoms ir lielaks par 540 kb (Dion et al. 2020).

Izteikta fagu genomu 1pasiba ir to mozaicisms. Jau 1980. gada tika public€ta bakteriofagu
modularas evolicijas teorija, kas nosaka to, ka katrs genoms ir veidots no moduliem, ar kuriem
fagiem ir iesp&jams sava starpa apmainities. Modulis ir viena vai dazu génu kopums, kas
nodro$ina konkrétu funkciju, pieméram, DNS replikaciju vai saimniek$iinas lizi (Botstein
1980). Fagi ar moduliem var apmainities divos veidos — homologas vai nelikumigas
rekombinacijas cela. Homologas rekombinacijas gadijuma génu savienojumos ir atrodamas 1sas

konservativas sekvences, kas nodroSina to, ka ar saimnieka vai faga kodétas rekombinazes
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palidzibu tiek apmainiti géni. Ir atrastas dazas Sadas sekvences, kas var€tu piedalities Saja
procesa, tomér skaidrs, ka tas nav izplatits fagu genomu rekombinacijas veids (Hatfull 2008).
Daudz vairak raksturiga ir nelikumiga rekombinacija, kura notiek, géniem apmainoties nejausi.
Lielaka dala $adi raduSos faga variantu nav spgjigi funkcionét, tomér dazos gadijumos rodas
infic€t sp€jigi virioni. Lai §1 veida rekombinacija notiktu veiksmigi, genomam jasaglaba visu
obligati nepiecieSamo funkciju géni un vajadzigais kop€jais garums. Geng&tiska apmaina var
notikt vai nu starp diviem fagiem, kas vienlaicigi inficé vienu bakteriju $tinu, vai arT starp fagu
un saimnieka genoma esoSu profagu. Otrais variants ir ar lielaku iesp&jamibu, jo biezak vienu
Stnu infic€ viens atSkirigs fags nevis divi, turklat profagam nav jabut pareiza garuma vai uzreiz
Iitiski javairojas. Tapéc lizogeéniem fagiem parasti mozaicisms ir vairak raksturigs ka Iitiskiem

(Krupovic et al. 2011).

Rekombinacijas biezums dazadiem genoma moduliem atSkiras. 1z8kir “kodola” génus un
hiperplastiskos regionus. “Kodola” géni fagam ir obligati nepiecieSami, jo tie atbild par tadam
funkcijam ka, pieméram, viriona struktiira un DNS replikacija. Tapéc to sekvences ir loti
konservativas, un mozaicisms parsvara nav raksturigs. Savukart hiperplastiskie regioni parasti
satur “papildus” génus ar biezi vien nezinamu funkciju un izcelsmi, tie nereti piedalas
rekombinacija un vairak atSkiras dazadu fagu starpa. Pieméram, salidzinot faga T4 un tam
lidziga faga RB49 genomus, tika secinats, ka fagam RB49 ir raksturigi 58 no 62 obligati
nepiecieSsamajiem T4 géniem, un ir tris variabli hiperplastiskie regioni, kuri satur génus ar
nezinamam funkcijam (Comeau et al. 2007). Tomér nevar drosi apgalvot, ka nelikumiga
rekombinacija biezak notiek tiesi hiperplastiskajos regionos, visticamak ta notiek nejausi, tikai
fagam ir lielakas iesp&jas péc tam veiksmigi vairoties, ja “kodola” géni ir palikusi neskarti

(Hatfull and Hendrix 2011).

Lizogénajiem jeb mérenajiem fagiem ir raksturigi Tpasi genétiskie elementi, kurus sauc
par “moroniem”, un tie palidz izdzivot saimniekstnai, kad fags ir profaga stavokli (lizogéniska
konversija). Tie pieder pie “papildus” g€niem, jo nav obligati nepiecieSami faga Iitiska cikla
istenoSanai, un to nosaukums radies no frazes anglu valoda “more on” tadel, ka tie papildina
faga genomu. “Moronu” GC saturs atSkiras no blakus esoSajiem g€niem, un tiem ir savi
promotera un terminatora elementi, kas lauj ekspresét génu art tad, ja par&jie profaga géni ir
represéti. Sis pazimes lick domat par to, ka “moroni” ir iegiiti horizontalas génu parneses
rezultata (Cumby et al. 2012b). Viens no piemériem Siem genétiskajiem elementiem ir faga
HK97 proteins gpl5, kas sp€j inhib&t ta pasa un radnieciga faga iekluSanu saimnieksiina,
tadejadi palidzot gan izdzivot bakterijai, gan pastavét profagam (Cumby et al. 2012a). Profaga
kodeti géni var ari palidzét patog€nam izvairities no ziditaju iminsist€émas. Piemé&ram,
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Staphylococcus aureus faga kodéta stafilokinaze, aktiv§jot plazminu un $adi izraisot serina
proteazes aktivitati, degrade divus svarigus opsoninus — cilvéka imunoglobulinu G (IgG) un

C3b proteinu (Rooijakkers et al. 2005).

Lielakajai dalai fagu, kam ir dsDNS genoms, DNS iepakoSanai prokapsida ir
nepiecieSams proteins terminaze. Ta sastav no divam subvienibam — mazas, kas veic faga DNS
atpaziSanu, un lielas, kas spg€j piesaistities prokapsidam, ievietot taja DNS un Skelt DNS
konkatemé&ru monoméros (genoma kopijas) (Fujisawa and Morita 1997). Ta ka terminaze ir
viens no konservativakajiem faga proteiniem, tad lielas subvienibas géna sekvences tiek
izmantotas, lai, salidzinot ar ta pasa g€na sekvenci citos fagos, butu iesp&ams ar lielu
iesp&jamibu paredzét DNS iepakoSanas stratégiju un genoma galu sekvencu tipu. Ir izpétits, ka
dsDNS fagiem raksturigi seSi genoma galu veidi: vienas k&des lipigie gali, cirkulari permuteti
tieSie terminalie atkartojumi, 1si tieSie terminalie atkartojumi, gari tieSie terminalie atkartojumi,
terminalas saimnieka DNS sekvences un kovalenti saistitie terminalie proteini. Vienigais no
Siem veidiem, kuram nav nepiecieSama terminaze, ir gali ar kovalenti saistitajiem terminalajiem

protetniem(Casjens and Gilcrease 2009).

Maisdienas jaunu fagu taksonomija tiek noteikta galvenokart péc genoma struktiiras un ta
kodeéta proteoma. Svariga ir genoma sekvences lidziba ar citiem fagiem, pieméram, ICTV sugas
demarkacijas kriterijs ir 95%. Tas nozimé to, ka katras sugas ietvaros fagu genomu sekvences
atSkiras par mazak ka 5% un, lai jaunizol&tu fagu pasludinatu par jaunu sugu, ta genoma Iidzibai
ar tuvako cita faga genomu jabiit mazakai par 95%. Ja jaunais, sekvenétais fags ir loti [idzigs
jau ieprieks plasi aprakstitam fagam, tad no §1s genomu sekvencu lidzibas ir iesp&jams paredzet
génu skaitu un to kod&tos proteinus (Adriaenssens et al. 2017). Savukart gints demarkacijas

kritérijs pec ICTV taksonomijas principiem ir ~70% (Moraru et al. 2020).

Ta ka fagu genétiska daudzveidiba ir loti liela, tad aptuveni vairak ka puse anotéto fagu
genomu produktu ir ar nezinamu funkciju (hipotétiskie proteini) (Pope et al. 2015; Wan et al.
2021). Daudzi no Siem proteiniem tiek ekpreséti agrinajas infekcijas stadijas, tapec tas liek
domat par to iesp&jamo lomu saimnieka vielmainas procesu parnemsana, lai tos izmantotu sava
laba. Sikaka §adu proteinu pétiSana var ne tikai laut labak izprast fagu un bakteriju mijiedarbibu,

bet arT atrast jaunus, potenciali antimikrobialus protetnus (Wan et al. 2021).
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2. MATERIALI, VIELAS UN IEKARTAS

Vielas, reagenti

Reagents Razotajs Izcelsmes valsts
CsCl Peaxum PSRS
NaOH Peaxum PSRS
NaCl Peaxum PSRS
SDS Serva Vacija
TEMED Reanal Ungarija
Coomassie brilliant blue Serva Vacija
Rauga ekstrakts Fluka Vacija
Peptons Fluka Vacija
Tris Prolabo Belgija
Glicerins Applichem Vacija
TopVision agaroze Fermentas (ThermoFisher Scientific) | Lietuva
Akrilamids Prolabo Belgija
Amonija persulfats Sigma-Aldrich Vacija
Hloroforms Sigma-Aldrich Vacija
Markieris Pierce Unstained Protein

ThermoFisher Scientific ASV

MW Marker

Skidumi

10% SDS; 96% etanols; 70% etanols; etidija bromids 5 mg/mL; 0,2M NaOH; 0,5%

uranilacetats; 40% glicerins; 0,05% natrija azids; DNA Gel Loading Dye (ThermoFisher,
ASV); Hi-Di formamids (ThermoFisher, ASV); 50 mg/mL ampicilins (ThermoFisher, ASV);
30 mg/mL kanamicins (Sigma-Aldrich, Vacija), 6M NaOH, 6M HCI.

Barotnes

Skidra LB (Luria-Bertani) — triptons 10 g/L; rauga ekstrakts 5 g/L; NaCl 10 g/L.

Mikstais agars (LB barotne) — triptons 10 g/L; rauga ekstrakts 5 g/L; NaCl 0,5 g/L; bakto agara

piedeva l1dz 0,7%.

Cieta PA (Peptone Agar) — peptonu maisijums 10 g/L, rauga ekstrakts 5 g/L, NaCl 5 g/L, bakto

agara piedeva lidz 1,5%

Cieta CR — kazamino skabes (Casamino acids, BD, ASV) 6 g/L; rauga ekstrakts 3 g/L; NaCl 3

g/L; agaroze 15 g/L.

Visas barotnes gatavotas péc BMC receptém.
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Buferi

FastDigest buferis 10x (ThermoFisher, ASV); pagatavoti péc standarta receptém un atSkaiditi

—TRIS; PBS; EDTA; TAE.
Kiti

Kita nosaukums

RazZotajs

Izcelsmes valsts

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit

Genomic DNA Clean & Concentrator-10 kit
Genelet Gel Extraction Kit

Qubit dsDNA HS quantification Assay Kit
TruSeq Nano DNA Low-Throughput
Library Prep Kit (24 samples)

TruSeq DNA Single Indexes Set A (12
Indexes, 24 Samples)

High Sensitivity DNA Kit

500-cycle MiSeq Reagent Kit v2 nano

Enzimi

ThermoFisher Scientific

Zymo Research
ThermoFisher Scientific
Invitrogen

Illumina

Illumina

Agilent

Illumina

ASV

ASV
ASV
ASV
ASV

ASV

ASV
ASV

Taq polimeraze 5 u/uL; proteinaze K 20 mg/mL, Fast Digest serijas (ThermoFisher,
ASV) restriktazes: EcoRI, BamHI, HindlIIIl, Bsp1991, Munl, Pstl, Smil.

Praimeri

Pasiititi no “metabion international AG” Vacija.

27F: 5' AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3'
1492R: 5' TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3'

Programmatiira
Uzskaitita pie attiecigajam metodeém.
Iekartas

Iekarta/Aprikojums

Razotajs

Izcelsmes valsts

Stikla pipetes; V=1mL; 2 mL; 5 mL; 10 mL
Automatiskas pipetes; V= 1000 pL; 200 puL; 100
puL; 10 ulL

Automatisko pipesu uzgali; V = 10 pL; 200 pL;
1000 pL

Cilpinas

Ilmabor; Qualicolor

Gilson

Sarstedt

Sarstedt

Vacija

Francija

Vacija

Vacija
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Petri plates; d = 10 cm

Mgégenes; d = 1,5 cm; 2,0 cm

Kolbas; V =250 mL; 500 mL; 1000 mL
Varglazes; V=50 mL; 500 mL
Meércilindri; V=50 mL; 100 mL; 250 mL
Stobrini; V=1,5mL; 2 mL

Falcon stobri; V=15 mL; 50 mL

PCR stobri; V=0,2 mL; 0,5 mL
Membranu filtri Millipore 10 kDa
Amicon Ultra 100 000 NMWL stobri
Centriftiga Eppendorf 5810R; F-34-6-38 rotors
Termobloks Thermo block TDB-120
VortekseSanas iekarta

Elektriskie svari

Termostats MM 2 A

Ledusskapis Atlant VZP6-2444

Ultracentrifuga Avanti J-30 I; JA-30.50 rotors
Udens vanna Omron E5CS

Spektrofotometrs NanoDrop ND-1000

UV gaismas illuminators UV Transilluminator
Kratitajs Infors HT Multitron Incubator Shaker
Caurstarojosais (transmisijas)
elektronmikroskops JEM-1230
Elektronmikroskopa  kamera Morada 11
MegaPixel TEM CCD

Centrifuigas Eppendorf 5424; F-45-24-11 un FA-
45-24-11 rotori

Biociklizators MultiGene Mini

Ultrasonikators Covaris S220

Bioanalizators Agilent 2100 Bioanalyzer
Fluorometrs Qubit

[llumina MiSeq sekvengsanas sistema

Ilmabor
Rasotherm
Simax
Eppendorf
Sarstedt
Eppendorf
Millipore
Millipore
Eppendorf
Biosan
ELMI
Kern
Laboratorni

Praha

Pristroje

BECKMAN COULTER
Biosan

Thermo Scientific

UVvP

Infors

Jeol Ltd

Olympus Soft Imaging
Solutions

Eppendorf

Labnet

Covaris
Agilent
Invitrogen

Illumina

Vacija
Vacija
Cehija
Vacija
Vacija
Vacija
ASV

ASV

Vacija
Latvija
Latvija
Vacija

Cehija

Baltkrievija
ASV
Latvija
ASV

ASV
Sveice

Japana

Vacija

Vacija

ASV

ASV
ASV
ASV
ASV
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3. METODES

3.1. Paraugu ievakSana

2021. gada vasaras beigas tika ievakts lapu paraugs no simptomatiskas abeles (nokaltusas
lapas), ka art lapu paraugi no korintes un darza piladza saimnieciba “Paeglisi” (Pociems,
Katvaru pagasts, Limbazu novads). Vel tika ievakti lapu paraugi no krebu abeles, saldajiem
kirSiem, mezabeles un kultirbumbieres saimnieciba “KirSukalni” (Sémes pagasts, Tukuma
novads). 2022. gada janvari tika savakti notektidenu paraugi no 11 Latvijas pilsétam — Salaspils,
Daugavpils, Jelgavas, Jekabpils, Tukuma, Liepajas, Ventspils, Jirmalas, Rézeknes, Rigas un

Valmieras, kuri tika izmantoti art cita BMC projekta.

3.2. Bakteriju izolesana

1. Aptuveni piecas konkréta auga lapas ievieto 500 mL kolba ar 200 mL autoklavétas
LB barotnes.

2. levieto kratitaja pie 160 rpm, inkub& +25°C temperatira ~1 h.

3. Pagatavo lapu nomazgajuma sérijveida atSkaidijumus 0,8% NaCl $kiduma (107!,
10, 107 pakapé) un izs&j 3 atkartojumos uz cieta PA (vai CR) agara platém, gan
ar Spateli, gan ar mikrobiologisko cilpu.

4. Plates inkubg istabas temperatiira (RT) [idz izveidojas saskatamas kolonijas.

5. Atseviskas, morfologiski atSkirigas kolonijas subkultivé, parsgjot uz jaunam

platem. To atkarto trs reizes, lai nodroSinatu baktériju izolatu tiribu.

3.3. Fagu izdaliSana

Fagu izdaliSanai izmanto 3.2. nodala 1.-2. punkta iegiitas kolbas saturu.

1. Kolbas skidro saturu centrifugé 15 min pie 2057 x g, +4°C, lai nosédinatu
bakteriju un lapu dalinas. CentrifugéSanu notekiidenu paraugiem veic 30 min pie
4629 % g.

2. Supernatantus filtré ar 0,45 um poru diametra §lirces filtru, tadejadi atbrivojoties
no supernatanta esosajam bakterijam, filtrata visticamak paliek tikai virusi.

3. Fagu filtratu var izmantot faga dalinu klatbiitnes un skaita konstatésanai (sk. 3.4.

nodalu) un “spot” testiem.

3.4. Faga dalinu skaita noteikSana jeb titréSana (divslanu agara metode)

Fagu titréSana ir metode, kas lauj noteikt inficétsp€jigo fagu skaitu parauga jeb fagu titru.

Ta pamatojas uz plaku (plaques) jeb negativo koloniju veidoSanos saimniekcelma Stnu
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blivaudze (lawn). Tiek veikta fagu filtrata atSkaidiSana lidz tadai pakapei, kura, izs€jot kopa ar

saimniekcelmu péc divslanu agara metodes, ir iesp&jams saskaitit individualus plakus. Tiek

pienemts, ka katrs plaks veidojas, vienam fagam no sakuma veiksmigi infic&jot vienu §tinu un

tad liz€jot ar1 blakus esosas Stnas, [idz beigas tas ir ar aci saskatams. Zinot plaku skaitu,

atSkaidijuma pakapi un izséta fagu filtrata tilpumu, ir iesp&jams aprékinat plakus veidojoSo

vienibu (plaque forming units) skaitu mililitra — pfu/mL (Stephenson 2016).

1.

Sagatavo indikatorkultiru (IK) jeb pret fagu uzn€migu Stnu suspensiju:
individualu kultiiras koloniju ies€j mégené ar 5 mL sterilas LB barotnes, stacionari
inkubg pie attiecigas bakterijas sugas optimalas augSanas temperatiiras ~20 h.
Iesp&jams art atri sagatavot IK, suspendgjot vairakas kolonijas neliela barotnes
tilpuma. Parbauda faga filtrata sp&ju veidot lizes zonas: ar divslanu agara metodi
uz plates uznes IK kopa ar ~20 pL faga filtratu, inkubg pie IK optimalas augSanas
temperatiiras. Jaievero, ka, lai ieglitu optimalus rezultatus, IK jabut ne vecakai par
3-5 dienam.

Pagatavo fagu filtrata sérijveida atSkaidijumus: atkariba no nepiecieSamibas
gatavo desmitkartigus vai simtkartigus atSkaidijumus. Desmitkartigam
atSkaidijumam mégeng, kura ir 4,5 mL 0,8% NaCl skiduma, ienes 0,5 mL fagu
filtrata vai ieprieks$gjas pakapes atSkaidijuma. Savukart simtkartigam
atSkaidijumam méegené ienes 4,95 mL 0,8% NaCl $kiduma un pievieno 50 pL
filtrata/cita at$kaidijuma. Sos solus atkarto, veidojot sérijveida at$kaidijumus
nepiecieSamajas pakapées, katru atSkaidijumu Tslaicigi vortekséjot.

Plate ar cieta agara barotni (agara koncentracija 1,5%) centra uznes 50 pL IK.

IK piliena ienes 50 pL faga filtrata atSkaidijuma.

Plate ielej ~7 mL siltas (+50°C) miksta agara barotnes (agara koncentracija 0,7%),
iemaisa IK un faga atSkaidijumu barotng, kustinot plati pa un pret pulkstenraditaja
virzienu. Kam@r mikstais agars netiek izmantots, to tur tidens vanna +50°C
temperatiira, lai tas nesacietetu.

Pagatavo ar1 plati ar divslanu agaru, kura ir tikai IK (kontrole), veicot 3. un 5.
punktu. Ja nepiecieSams, tad var uz $adas plates, kur mikstaja agara ir ieséta IK
un kad agars ir sacietgjis, veikt “spot” testu — ar cilpinu uznest faga filtrata vai ta
atSkaidijuma mikropilienus.

Uzgaida ~5 min, kame&r mikstais agars sacieté, un neapverstas plates inkub€ pie

IK optimalas temperatiiras 18-24 h.

23



8.

P&c plaku izveidoSanas atrod plates ar tadiem atSkaidijumiem, kuros ir individuali,
saskaitami plaki (optimali: 50-200), un atkartoti tos izs€j peéc divslanu agara
metodes vid€jo vertibu ieglsSanai. Svarigi ir fagu titra noteik$anai izmantot tas
plates, kur desmitkartigiem atSkaidijumiem ar1 plaku skaits aptuveni atSkiras
desmitkartigi. DroSakiem aprékiniem So atSkaidijumu izséSanu ar divslanu agara
metodi atkarto triplikata.

Aprekina fagu titru péc formulas: T (titrs) = vid€jais plaku skaits x 20 (jo tika
izséti 50 pL, bet titru aprékina uz mL) x atSkaidijuma pakape. Piemeérs: izs€jot

107 atskaidifjumu, plates vidgji ir 40 plaku; T =40 x 20 x 10° = 8 x 10® pfu/mL.

3.5. Individuala faga preparata pagatavoSana

Metodi pielieto, lai izolétu individualu fagu un attiritu to no iesp€jamas citu fagu

kontaminacijas.

1. Titré 3.3. nodala iegiito fagu filtratu un izvélas plati, kurd ir skaidri redzami
individuali plaki (~50).

2. Izvelas morfologiski atskirigus plakus (vai ja visi ir vienadi, tad péc nejausibas
principa izvélas vairakus atseviskus).

3. Ar bakteriologisko cilpinu izol€ izvéletos plakus un katru suspendé 1 mL 0,8%
NaCl.

4. Centrifuge 18 407 x g 5 min. Sadi ir iegati primarie fagu preparati.

5. Supernatantu titr€, ka ar1 veic “spot” testu.

6. Atkarto 2.-5. soli vél divas reizes, lai parliecinatos, ka iegtits tirs faga preparats.
Ja titr&jot (vai veicot “spot” testu) no viena plaka pavairotie plaki (vai lizes zonas)
morfologiski izskatas vienadi, tad var veikt turpmaku pavairo$anu. Ja plaki ir
atSkirigi, tad velreiz jaatkarto 2.-5. solis.

7. Fagu pavairo, uz daudzam (5-20) platém ar divslanu agara metodi izs€jot tadu
atSkaidijumu, kura plaku ir tik daudz, ka tie ir sapliidusi kopa, un saimnieka
maurin$ gandriz nav redzams.

8. Ar sterilu karoti savac miksta agara slani no visam platém un ieliek 50 mL Falcon
stobros, pievieno ~10 mL 0,8% NaCl vai LB barotni. Stobrus intensivi krata ar
rokam I1dz agars ir samaisijies “putras” konsistence.

9. Centrifuge 2057 x g 30 min +4°C.

10. Iegiito supernatantu (faga lizatu) filtré ar Slirci un membranas filtru (poru

diametrs: 0,45 um). Tas nepiecieSams, lai to attiritu no saimniekSiinu
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kontaminacijas. Ja nepiecieSama vél lielaka sterilitate, tad var ar1 lietot filtru ar

0,20 um poru diametru.

3.6. Faga pavairoSana Skidraja barotne

legtst indikatorkultiiru tapat ka 3.4. nodalas 1. punkta — 5 mL LB barotnes ar
cilpinu iesgj atsevisku koloniju no plates un inkubg istabas temperatiira 20-24 h.
Sadi tiek iegiits s§jmaterials turpmakai pavairo$anai. Ieteicams ari parbaudit faga
sp&ju uz konkrétas IK veidot lizes zonas, ka aprakstits iepriekSminétaja punkta.
Kratitajkolba LB barotn€ ies€j s€jmaterialu (pieméram, 6 mL s€jmateriala 120 mL
barotnes) un noméra ODs49. ODs40 jabut ~0,05, ja ta nav, tad ir japievieno vél
barotni vai séjmaterialu un vélreiz janoméra ODs4o. Sim raditajam ir jabat tik
zemam, lai nodrosinatu to, ka iegtitaja kolba ar IK biis loti maz boja gajuso Stinu,
kas traucetu, aprékinot nepiecieSamo faga daudzumu. Turklat, ja nepiecieSams
lielaks/mazaks kopg€jais tilpums, tad attiecigi barotnes un s€jmateriala tilpumus
var mainit, tikai galvenais, lai ODs49 ~ 0,05.

Kratitajkolbu ievieto kratitaja 120 rpm un pie optimalas temperatiiras, kura uz
platém titréjot labi veidojas gan IK blivaudze, gan plaki. Ik p&c noteikta laika (20-
60 min) nomé&ra ODs40 un turpina audzet siinu kultiiru, Ilidz ODsa40 sasniedz ~0,3.
KratiSana nepiecieSama, lai $iinam nodro$inatu aeraciju un tas biitu vienmerigi
izklied@tas barotné.

Kamér aug Stnu kultira, aprékina nepiecieSamo faga tilpumu. Janem veéra
zinamais faga titrs, paredzamais Stinu titrs (iesp&jams noteikt pirms eksperimenta,
atSkaidot Stunu suspensiju pie konkrétas ODs49 vertibas, izs€jot uz cietd agara
barotnes, saskaitot kolonijas un izsakot tas vienibas cfu/mL, cfu — colony forming
units) un MOI (infic€tsp&jigo fagu jeb plaque forming units (pfu) un Stnu
attieciba). Ir vélams, ka MOI ~ 2-3, lai tiktu inficétas lielaka dala Stnu.

Kolbai ar §tinu kultiiru pievieno aprékinato faga tilpumu un turpina to kratit tados
paSos apstaklos ka pirms tam.

Ik p&c noteikta laika (5-60 min) nom&ra ODs49. Turpina kratit, Iidz ODsaso ir
samazinajies 1idz ~0,1 un arT barotne vizuali izskatas dzidra. Sie raditaji liecina
par to, ka ir veiksmigi notikusi §tinu lize un fags ir savairojies. Japiemin ari, ka
Stnu lizes atrums un intensitate dazadiem fagiem var stipri atSkirties.

1 mL kolbas satura atfasé 1,5 mL stobrina, centrifugé 5 min pie 18 407 x g un
notitré supernatanta s€rijveida atSkaidijumus. Tas lauj uzzinat, vai un cik daudz
fags ir pavairojies.
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8.

Kolbu ar lizatu var uzglabat pie +4°C.

3.7. Faga dalinu gulsnéSana centrifuggjot

Metodi izmanto, lai efektivi sakoncentrétu fagu.

1.

Faga filtratu ielej ultracentrifigai piemé&rotos stobros (25 mL) ta, lai lidz malai
paliek vel 1 cm.

Stobrus nolidzsvaro un ar markieri apaksa atzZimé paredzamo nogul$nu atraSanas
vietu, jo iesp&jams, ka nogulsnes biis bezkrasainas un griti saredzamas.
Centrifuge pie 20 000 rpm (Rotors — JA-30.50; 48 384 x g), 1-1,5 h, +4°C.
Aizvac supernatantu, pirms tam 1,5 mL stobrina atlejot ~0,5 mL titréSanai
(nepiecieSams, lai noteiktu gulsnéSanas efektivitati). Ar pinceti panem salveti un
uzmanigi izslauka stobra augsejo dalu.

Nogulsnes $kidina ar pipeti stobra palikuSaja supernatanta vai ar1 pievienojot 100-
150 uL PBS.

Iz8kidinatas nogulsnes savac 1,5 mL stobrina. Lai gulsnétais fags ilgak saglabatos
bez kontaminacijas, var pievienot 5% NaNj3 tada daudzuma, lai gala koncentracija

biitu 0,05%.

3.8. Faga preparatu transmisijas elektronmikroskopija

Transmisijas elektronmikroskopija (TEM) ir mikroskopijas metode, kura paraugam tiek

caurstaroti elektroni, attels tiek uztverts ar detektoru. Faga paraugam tiek veikta negativa

krasoSana ar uranilacetatu, kas pielip parauga dalinam, bet tajas neiekliist, tap€c att€los dalinas

izskatas gaiSakas par to fonu.

1.

Sagatavo divus atSkiriga tipa elektronmikroskopijas sietinus, jo pastav iespgja
procesa laika sabojat paraugu.

Uz Parafilm pléves uzpilina 5 pL parauga Skiduma. DroSakam rezultatam
ieteicams ir augsts faga parauga titrs vieglakai virionu atraSanai, apskatot
elektronmikroskopa.

Pilienam pa virsu uzliek elektronmikroskopijas sietinu ar plévi uz leju. Sietinu
janem uzmanigi ar pinceti, turot to pie paSas malas, savadak sietin$ un ta
parklajumi tiks sabojati.

Inkubé 3 min. Pa So laiku uz Parafilm pléves uznes 5 pL. kontrasta krasvielas

Skiduma (0,5% uranilacetats).
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Sietinu panem ar pinceti un skalo I mM EDTA $§kiduma, to nosusina, uzmanigi
ar sietina malu pieskaroties papira salvetei.

Sietinu uzliek uz uranilacetata piliena ar plévi uz leju un inkub€ 1 min. P&c tam to
atkal nosusina, ar malu pieskaroties salvetei.

Atkarto 5. soli, lai aizvaktu krasvielas (uranilacetata) paliekas.

Sietinu ar nokrasoto paraugu apskata elektronmikroskopa, iegiist attelus.

3.9. Faga vai bakterialas DNS izdaliSana (Zymo Research Genomic DNA Clean &

Concentrator-10 kit)

No sakuma tiek liz€tas Stinas ar natrija dodecilsulfatu (SDS) un proteinazi K. SDS

denaturé proteinus un solubilizé membranas lipidu slani. Proteinaze K pie optimalas

temperattiras 50-65°C saskel visus proteinus, izjaucot peptidu saites. DNS ekstrakcija tiek

veikta ar adsorbcijas (solid-phase) metodi.

1.

300 pL $tnu kulttiras parauga pievieno 15 pL 10% SDS (gala SDS koncentracijai
jabiit 0,5%) un 0,8 pL proteinazes K (jabiit 50 pg uz vienu parauga mlL,
proteinazes K koncentracija 20 mg/mL). Samaisa vorteks€jot un centrifugé short
spin rezima, tad inkubé termobloka 1 h pie +56°C, inkubacijas laika péc 30 min
velreiz vortekse.

Paraugam pievieno 632 pL. ChIP DNS saistiSanas bufera (parauga un bufera
attiecibai jabtt 1:2), vortekse.

Paraugu ar saistiSanas buferi parnes uz Zymo-Spin IC XL kolonnu, kas ielikta
savakSanas stobrina (Collection Tube), centrifugé 2 min pie 15 871 x g. Nolej
cauri izgajuSo Skidumu. (SaistiSanas buferis piesaista DNS kolonnas matricai.)
Kolonnai pievieno 200 pL DNS mazgaSanas bufera, centrifugé 1 min pie tadiem
pasiem apstakliem ka 3. soli. Nolej cauri izgajuSo skidumu. Atkarto So soli vél
vienu reizi. (MazgasSanas buferis izskalo cauri membranai nevélamas vielas
(pieméram, saistiSanas bufera paliekas), kam&r DNS paliek piesaistits.)

Kolonnu parliek tira 1,5 mL stobrina. TieSi matriksa centra, tam nepieskaroties,
uzpilina 20 pL eluésanas bufera. Inkubé RT 1 min.

Centrifugé 1 min. (Svarigi ir stobrinu vacinus novietot centriftiga uz ieksu, lai tie
netiktu nolauzti.)

P&éc centrifugéSanas kolonnu var mest ara un stobrina Skiduma bis palikusi

izdalita un attirita DNS, ko var uzglabat pie -20°C.
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3.10. DNS koncentracijas novérteSana ar NanoDrop spektrofotometru (ND-1000)

NanoDrop ir spektrofotometrs, ko nepiecieSams pieslégt datoram un vadit ar
programmatiiras, kura ir gatavas iestadnes dazadiem paraugu veidiem, palidzibu. Salidzinot ar
klasiskajiem spektrofotometriem, NanoDrop galvenas priekSrocibas ir tas, ka nepiecieSams

mazs parauga tilpums (1uL), nav vajadzigas kivetes, un pats spektrofotometrs ir maza izmeéra.

1. Datora atver programmu ND-1000, izv€las darbibu Nucleic Acid.

2. Veic pirmo kalibréSanu — uz apaks$g€ja meérijumu pjedestala uzpilina 1 pL. dH>O,
aizver aug$ejo merfjumu pjedestalu un palaiz programmu, tad ar salveti noslauka
abus pjedestalus.

3. Veic otro kalibréSanu ar1 ar dH>O, p&c uzpilinasanas un pjedestalu aizverSanas
izveloties darbibu Blank. Noslauka pjedestalus.

4. Uz apaksgja pjedestala uznes 2ul. parauga (nedrikst but gaisa burbulu), aizver
augsejo pjedestalu un izvelas darbibu Measure. M&rijuma rezultati bis redzami
datora ekrana gan grafiska, gan skaitliska veida. Pjedestalus noslauka un tad notira
ar dH>O, to uzpilinot, aizverot un atverot augs€jo pjedestalu un vélreiz noslaukot.
Starp paraugu mérijjumiem vélams ar1 veikt parbaudes mérfjumus ar dH>O, kura

grafikam ir jabiit horizontalai Itnijai pie y vertibas 0.

Rezultatos ir redzama DNS koncentracija mérvienibas ng/pL. Spektrofotometra klida:
paraugiem ar DNS koncentraciju 2-100 ng/puL ta ir +2 ng/uL, ar DNS koncentraciju >100 ng/pL

ta ir £2%.

DNS kvalitati noverte ar absorbciju attiecibam pie dazadiem vilnu garumiem: 260/280 un
260/230. Absorbcijas maksimums pie 260 nm ir nukleinskabém, pie 280 nm — proteiniem un
pie 230 nm — oglhidratiem un fenolam (m&dz izmantot DNS izdaliSana). Attiecibai 260/280
optimala veértiba, kas liecina par parauga tiribu, ir 1,75-2,00. Savukart attiecibai 260/230 §1
optimala vertiba ir 2,00-2,20 pie nosacijuma, ka 260/280 attieciba ir optimala. Grafiski ir

iesp&jams novertét parauga kvalitati visa mérisanas diapazona (220-350 nm).

3.11. Nativa agarozes gela elektroforéze (NAGE)

Metodes pamata ir dazadu garumu DNS fragmentu parvietoSanas agarozes matriksa
elektriskaja lauka. Ta ka DNS ir negativi ladéta (standarta apstaklos), ta parvietosies no

negativa uz pozitivo elektrodu. Garakie DNS fragmenti parvietosies lénak, bet 1sakie — atrak.

markieris, ir iesp&jams novertét bazu paru aptuveno skaitu katra fragmenta.
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Pagatavo 1% agarozes gé€lu —kolbina ielej 98 mL dH>O un 2 mL 50x TEA. Nosver
1 g agarozes un pievieno kolbinai, samaisa. Tad ar pipeti pievieno 5 pL EtBr
Skidumu, samaisa.

Agarozes ge€lu uz plitinas uzkarsé lidz Skidums ir sacis varities, tikmeér
elektroforézes karieté ievieto kemmiti.

Siltu (bet ne karstu, jo tad kariete var ieplist) agarozes g€lu ielej karietg, svarigi ir
nepielaut gaisa burbulu rasanos, géla biezumam jabiit ne mazakam ka 3 mm.
Gaida kamer géls sacietg, tad izvelk kemmiti un g€lu pagriez ta, lai kemmites
veidotas bedrites bitu pret elektrodu.

Pirmaja bedrité iepilda SuL. DNS markiera, pargjas bedrités ienes 10 uL. DNS
parauga ar nelielu daudzumu bufera ar krasvielu (Loading Dye). Ja péc tam
paredz€ts izmantot kadu no iegiitajam zonam ggla, pieméram, 16S rRNS géna
sekvengsanai, tad ieteicams uznest (atkariba no koncentracijas) lielaku daudzumu
parauga, piem&ram, 50 pL, pirms tam to sajaucot (pipet&jot) ar ~10 pL bufera.
Karieteé no malam ielej 1x TEA buferi 11dz tas parklaj visu géla virsmu.

Uzliek vaku ar elektrodiem (obligati bedriSu pusé jabiit pieslégtam katodam, bet
otra pus€ — anodam), ieslédz iekartu (76 mA 118 V), elektroforézi veic 20-30 min.

Gelu apskata UV gaismas kamera, ja nepiecieSams, tad nofotografe.

3.12. DNS fragmenta izdaliSana no agarozes géla (GeneJET Gel Extraction Kit)

1.

NAGE gelu apskata UV gaisma, ar skalpeli izgriez nepiecieSamo géla zonu un to
ieliek tira 1,5 mL stobrina. (Ar So metodi iesp&jams izdalit DNS fragmentus
garuma no 100 bp Iidz 10 kb.)

Pievieno 200 pL saistiSanas bufera un inkubg termobloka +60°C 15 min vai kamér
g€ls ir izkusis, ik péc ~5 min vorteks€jot paraugus.

Paraugu parnes uz Genelet attiriSanas kolonnu, centrifugé 2,5 min 15 871 X g,
nolej cauri izgajuSo skidumu.

Ja izdalita DNS tiks izmantota sekvenéSanai — pievieno 100 pL saistiSanas bufera,
centrifugé 1,5 min 15 871 x g, nolej cauri izgajuso Skidumu.

Pievieno 700 uL. mazgasanas bufera, centriftigé 1,5 min 15 871 x g un nolej cauri
izgajuso Skidumu.

Centrifuge tukSo kolonnu 1,5 min 15 871 x g, lai pilnigi atbrivotos no mazgasanas
bufera paliekam. (Savadak palikuSais etanols var trauc€t turpmakajam
enzimatiskajam reakcijam.)

Kolonnas augs€jo dalu (ar matriksu un DNS) parliek tira 1,5 mL stobrina.
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8. Tiesi virs matriksa centra pievieno 20 puL elu€Sanas buferi, inkub& RT 2 min.
9. Centrifuge 1,5 min 15 871 x g, attiriSanas kolonnu izmet ara, stobrinu ar izdalito

DNS var uzglabat pie -20°C.

3.13. DNS sekvenéS$ana ar Sangera metodi (BigDye kit)

Par Sangera sekvenéSanu sauc pirmas paaudzes DNS sekvenéSanas metodi, kuras pamata
ir DNS keédes sintezes selektiva terminacija, izmantojot fluorescenti iezimétus
dideoksinukleotidus. No sakuma tiek veikta PCR jeb polimerazes kédes reakcija, kas visparigi
tiek izmantota DNS pavairoSanai, izmantojot dezoksiribozes nukleozidu maisijumu (dNTP),
termostabilu polimerazi un praimeri, lai biociklizatora mainot temperattiru, veicinatu ciklisku
DNS denaturaciju un sintézi. Tikai sekven&Sanas gadijuma tiek pievienoti ar1 modificéti
dideoksinukleotidi, rezultata iegiistot dazada garuma DNS fragmentus, kuri ir fluorescenti
ieziméti. Péc tam PCR produkti tiek attiriti, izgulsn€jot ar etanolu, lai atbrivotos no
piemaisijumiem, kas var trauc@t pareizai sekvences nolasiSanai. Tad dsDNS tiek denaturéta,
pievienojot formamidu un kars€jot, lai atbrivotos no garajiem matricas DNS fragmentiem.
Beigas tiek veikta sekven&Sana kapilaraja elektroforéze, kura tiek uztverti iezimé&to

dideoksinukleotidu fluorescences signali.

1. PCR stobrina sagatavo reakcijas maisijumu — sajauc 1 pLL DNS parauga, 1 pL
praimera (5 pmol/uL), 1 pL BigDye v3.1. terminatoru maisijuma, 3,5 pL 5X
BigDye sekvenésanas bufera un 13,5 pL dH>O. Var ar1 pagatavot viena 1,5 mL
stobrina reakcijas maisijumu visiem paraugiem, visus daudzumus (iznemot DNS,
ko pievieno atseviski) sareizinot ar paraugu skaitu un pieskaitot vél nepiecieSamos
daudzumus divam reakcijam pipesu kludas del.

2. Vorteks€ un centrifugé short spin rezima. Ja reakciju maisijums gatavots
vairakiem paraugiem kopa, tad PCR stobrinos iepilda 19 pL. maisijuma un 1 pL
DNS parauga, vorteks€ un centrifuge short spin rezima.

3. PCR stobrinu ievieto biociklizatora, uzstada programmu: +96°C — 3 min; (+96°C
—10s; +50°C — 5 s; +60°C — 4 min) — 30 cikli; +72°C — 5 min; +4°C — Hold.

4. PCR stobrina saturu parliek 1,5 mL stobrina un pievieno 16 pL. H>O un 64 pL
96% etanola. (Etanolu izmanto, lai izgulsnétu DNS.)

5. Vorteks€ un centrifuge short spin rezima, inkubé RT 20 min.

6. Centrifuge 23 min 15 871 x g. (Pirms tam jaatzZimé paredzama nogul$nu vieta, jo
tas nebis ar aci saskatamas.)

7. Uzmanigi aizvac supernatantu, neaizskarot nesaskatamas nogulsnes.
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8. Pievieno 200 puL 70% etanola, centrifugé 7,5 min 15 871 x g.

9. Velreiz aizvac supernatantu, nepieskaroties nogulsném.

10. Nogulsnes zave termobloka +65°C ~7 min (lidz etanola paliekas ir izgarojusas).

11. Pievieno 20 puL Hi-Di formamida, vorteksé un centrifugé short spin rezima.

12. Inkubgé termobloka +95°C 5 min, p&c tam atdzes€ ledus vanna.

13. Paraugu uzglaba -20°C Iidz ta ievietoSanai sekvengéSanas iekarta.

3.14. Bakteriala 16S rRNS géna sekvenéSana

16S rRNS ir prokariotiskas ribosomas 30S subvienibas RNS dala, kas ir atrodama visas

baktérijas. To kodeé 16S rRNS géns, kura sekvenésana tiek plasi pielietota bakteriju klasifikacija

tadel, ka tas ir loti konservativs géns (Tringe and Hugenholtz 2008). P&c sekveng&sanas iegiita

géna sekvence tiek salidzinata ar datubazes (pieméram, EzBioCloud) atrodamajam sekvencém,

lai noteiktu to savstarp&jo Iidzibu (Yoon et al. 2017).

l.
2.
3.

No §tinu kultiiras parauga izdala DNS (sk. 3.9. nodalu).

Nosaka DNS koncentraciju un kvalitati (sk. 3.10. nodalu).

PCR stobrina pagatavo reakcijas maisijumu (kopa 50 pL) — sajauc 4 pL DNS
parauga (tilpumu var mainit atkariba no DNS koncentracijas), 5 ul. DreamTaq
bufera (10x), 1 uL ANTP (10 mM), 0,5 pL 27F praimera (100 pM/uL), 0,5 pL
1492R praimera (100 pM/uL), 38,5 pL. dH2O (tilpumu aprékina atkariba no DNS
parauga tilpuma) un obligati ka pedg€jo pievieno 0,5 uL DreamTaq Hot Start DNS
polimerazes.

Vortekse€ un centrifuge short spin reZima.

Ievieto biociklizatora un uzstada §adu programmu: +95°C — 3 min; (+95°C — 30
s; +55°C — 30 s; +72°C — 1,5 min) — 35 cikli; +72°C — 10 min; +4°C — Hold.
Paraugiem veic nativo agarozes géla elektroforézi (NAGE) (sk. 3.11. nodalu).
DNS izdala no géela (sk. 3.12. nodalu). NepiecieSama josla g&la ir ~1500 bp gara
(var noteikt p&c markiera).

Parauga esoSo attirito 16S rRNS géna DNS sekvené ar BigDye Sangera metodi
(sk. 3.13. nodalu).

3.15. Faga DNS SkelSana ar restriktazem

Restriktazes jeb restrikcijas endonukleazes ir enzimi, kas spgj skelt DNS pavedienu pie

konkrétam sekvenceém, kuras sauc par restrikcijas saitiem. Tas sp&j piesaistities vai nu pasam

saitam vai ari ta tuvuma.
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NepiecieSamais DNS daudzums vienai reakcijai — 400-500 ng uz 2-5 pL.

DNS paraugam pievieno 1 pL izvéleta restrikcijas enzima.

Pievieno ar1 1 pL piemérota 10x bufera.

Pievieno nepieciesamo dH>O tilpumu, lai kop&jais reakcijas tilpums biitu 10 pL.
Vorteks€ un centrifugé short spin rezima.

Inkubé 30 min pie +37 °C.

DNS paraugam veic NAGE (sk. 3.11. nodalu).

3.16. DNS fragmentu bibliotekas sagatavoSana (7TruSeq DNA Nano Low-
Throughput Library Prep Kit)

3.16.1. DNS fragmentéSana (sonikacija ar Covaris $220)

Metodi izmanto, lai iegiitu nejausus, aptuveni vélama videja garuma apstradajamas DNS

fragmentus

l.
2.
3.

liela daudzuma. Beigas tiek iegtiti dsSDNS fragmenti ar 3” vai 5° parkarém.

Uzpilda Covaris tidens vannu lidz l[imenim 12 ar Milli-Q udeni.

Atdzes€ un degaz€ tidens vannu (~30 min).

Tikmér panem vajadzigo DNS parauga tilpumu, ja biblioteku sagatavoSanai
nepiecieSami ~100 ng (parasti nepiecieSami 200 ng, bet Saja darba kopa zem viena
adaptera/indeksa tika sekvenéti divi sava starpa atSkirigi DNS paraugi, kas tika
sajaukti pirms sonikacijas)

Pievieno dH>O, lai kopgjais parauga tilpums biitu 50 pL.

Parnes iegiito paraugu Covaris microTUBE stobrina, stobrinu ievieto sonikatora.
Sonicg ar iestadijumiem, kas paredzeti videji 550 bp fragmentu garumam: Duty
Factor 5%, Peak/Displayed Power 175 W, Cycles/Burst 200, Duration 25 sec;
Temperature 5.5-6 °C.

Parnes sonicéto DNS paraugu tira 1,5 mL Eppendorf stobrina.

Pievieno 80 uL paraugu attiriSanas lodites (Sample Purification Beads), vortekse
un inkubé RT 5 min.

Stobrinus ievieto magnétiskaja stativa un sagaida, Iidz Skidums ir dzidrs un visas

lodites ir sakoncentréjusas viena pusé (~ 8 min).

10. Novac un izmet supernatantu, svarigi ir neaizikt nevienu loditi.

11

. Lai noskalotu paraugus, pievieno 200 pL svaigi atSkaidita 80% etanola, inkubg 30

sec, tad novac supernatantu.

12. Atkarto 11. soli, beigas v€l uzmanigi ar 20 pL pipeti novacot atlikuso etanolu.
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13.

14.

15.

16.
17.

Lodites Zavé 5 min, stobriniem atverot vacinus un tos atstdjot magnétiskaja
stativa.

Pievieno 62,5 pL resuspendéSanas bufera, nonem no magnétiska stativa un
vortekse.

Inkubé RT 2 min.

Ievieto magnétiskaja stativa un gaida 2-5 min lidz lodites ir piesaistijusas.

Parvieto 60 uL parauga tira stobrina.

3.16.2. DNS fragmentu galu repariacija un atlase péc garuma

Saja procesa dsDNS fragmentu galu parkares tiek parveidotas par strupiem galiem. Galu

reparacijas maisyjuma (End Repair Mix 2) 3°-5’ eksonukleazes aktivitate novac 3’ parkares,

savukart 5°-3° polimerazes aktivitate aizpilda 5° parkares. P&c tam tiek atlasiti fragmenti ar

nepiecieSamo garumu, izmantojot paraugu piesaistiSanas lodites dazadas attiecibas.

l.
2.

10.
11.

12.
13.
14.

Paraugam pievieno 40 pL galu reparacijas maisijuma, vortekse.

Inkubg termobloka 30 min pie +30°C.

Tira 15 mL stobrina atSkaida lodites ar Milli-Q udeni attieciba 1:1, uz katru
paraugu rékinot 92 pL gan lodiSu, gan tdens (ieklauts 15% parpalikums).
Pieméram, uz 12 paraugiem biitu nepieciesami 1104 pL lodisu + 1104 uL dH>O.
Atskaiditas lodites vortekse.

Katram DNS paraugam pievieno 160 pL atSkaidito lodiSu, vorteks€ un inkubé RT
5 min.

Ievieto magnétiskaja stativa un sagaida Iidz visas lodites ir sakoncentr&jusas viena
stobrina pusé€ (~5 min).

250 pL supernatanta parvieto tira stobrina.

Supernatantam pievieno 30 pL neatSkaiditu lodiSu, vorteks€ un inkub@ RT 5 min.
Ievieto magnétiskaja stativa un sagaida, kad visas lodites ir sakoncentr&jusas
viena stobrina pusé (~5 min).

Novac supernatantu.

Veic paraugu skaloSanu: pievieno 200 pL svaigi atSkaidita 80% etanola, inkubé
uz magnétiska stativa 30 sec, novac supernatantu.

Atkarto 11. soli, atlikuSo etanolu uzmanigi novac ar 20 uL pipeti.

7ave paraugus, atstajot atvértus stobrinus magnétiskaja stativa uz 5 min.
Pievieno 20 pL resuspend@Sanas bufera, stobrinus iznem no magnétiska stativa,

vorteksé, inkubé RT 2 min.
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15.

Ievieto magnétiskaja stativa un sagaida, kad visas lodites ir sakoncentr&jusas

viena stobrina pusé (~5 min).

16. Parvieto 17,5 pL supernatanta tira PCR stobrina.

3.16.3. 3’ galu adenilésana

Strupo fragmentu 3’ galos tiek pievienots viens A nukleotids, lai noverstu to ligé€Sanos

sava starpa adapteru ligéSanas reakcija. Katra adaptera 3° gala esoSais T nukleotids nodroSina

komplementaru parkari, kas laus to ligét pie DNS fragmenta. Sis process nodro§ina mazu

himéru veidoSanas iesp&jamibu.

l.
2.

Pievieno 12,5 uL A-Tailing Mix, vorteks€ un centrifug€ short spin reZima.
Stobrinus ievieto biociklizatora, uzstada programmu: +37°C — 30 min; +70°C — 5

min; +4°C — Hold.

3.16.4. Adapteru ligeSana

Tiek ligeti katram paraugam unikali indeks€Sanas adapteri, sagatavojot tos hibridiz€sanai

sekvenéSanas procesa. Adapteri lauj atSkirt dazadu paraugu biblioteéku sekvenéSanas datus.

1.

S

10.

11

14.

Pievieno reagentus tieSi $ada seciba: 2,5 ulL resuspendéSanas bufera, 2,5 pL
lig€Sanas maisijuma 2 un 2,5 puL attieciga DNS adaptera.

Vorteks€ un centrifuge short spin reZima.

Inkubé termobloka 10 min pie +30°C.

Pievieno 5 pL lig€Sanas apturéSanas bufera, vortekse.

Pievieno 42,5 L attiriSanas lodisu, vorteksé un inkubé RT 5 min.

Ievieto magnétiskaja stativa un sagaida, kad visas lodites ir sakoncentr&jusas
viena stobrina pusé (~5 min).

Novac supernatantu.

Veic paraugu skaloSanu: pievieno 200 pL svaigi atSkaidita 80% etanola, inkubé
uz magnétiska stativa 30 sec, novac supernatantu.

Atkarto 8. soli, atlikuSo etanolu uzmanigi novac ar 20 puL pipeti.

7ave paraugus, atstajot atvértus stobrinus magnétiskaja stativa uz 5 min.

. Pievieno 52,5 pL resuspendésanas bufera.
12.
13.

Stobrinus iznem no magnétiska stativa, vorteksé un inkubé RT 2 min.
Ievieto magnétiskaja stativa un sagaida, kad visas lodites ir sakoncentr&jusas
viena stobrina pusé (~5 min).

Parvieto 50 pL supernatanta tira stobrina.
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15.

16.

Atkarto solus 5.—13., Soreiz pievienojot 50 pL lodiSu un 27,5 pL resuspendéSanas
bufera.

Parvieto 25 puL supernatanta tira PCR stobrina.

3.16.5. DNS fragmentu pavairo$ana

Saja procesa tick izmantota PCR, lai selektivi pavairotu tos DNS fragmentus, kuriem ir

adapteru molekulas abos to galos. Fragmenti bez adapteriem vai ar adapteri viena ta gala nebiis

derigi sekvenéSanai, jo tie nesp€s veidot klasterus, turklat fragmenti bez adapteriem nevares

hibridizeties ar sekven&sanas ¢ipa virsmai piestiprinatiem praimeriem.

l.
2.

10.
11.
12.

13.

Pievieno 5 uLL PCR praimeru kokteili (PCR Primer Cocktail).

Pievieno 20 uLL PCR maistjuma (Enhanced PCR Mix), vorteksé un centrifuge
short spin reZima.

Stobrinus ievieto biociklizatora, uzstada programmu: +95°C — 3 min; (+98°C —
20 sec; +60°C — 15 sec; +72°C — 30 sec) — 8 cikli; +72°C — 5 min; +4°C — Hold.
Paraugiem pievieno 50 pL attiriSanas lodisu, vorteks€ un inkubé RT 5 min.
Ievieto magnétiskaja stativa un sagaida, kad visas lodites ir sakoncentr&jusas
viena stobrina pusé (~5 min).

Novac supernatantu.

Veic paraugu skaloSanu: pievieno 200 pL svaigi atSkaidita 80% etanola, inkubg
uz magnétiska stativa 30 sec, novac supernatantu.

Atkarto 7. soli, atlikuSo etanolu uzmanigi novac ar 20 pL pipeti.

7ave paraugus, atstajot atvértus stobrinus magnétiskaja stativa uz 5 min.
Pievieno 32,5 pL resuspendésanas bufera.

Stobrinus iznem no magnétiska stativa, vorteksé un inkubé RT 2 min.

Ievieto magnétiskaja stativa un sagaida, kad visas lodites ir sakoncentr&jusas
viena stobrina pusé (~5 min).

Parvieto 30 pL supernatanta tira stobrina. Ir iegltas gatavas DNS bibliotekas,

kuras var izmantot sekvenéSanai.

3.17. DNS koncentracijas novertesana ar Qubit

Sagatavo 0,5 mL Qubit stobrinus visiem paraugiem un diviem standartiem,
aprakstit drikst tikai stobrinu vacinus.

Atskaida velamo Qubit dsDNA HS Reagent krasvielas tilpumu ar buferi Qubit
dsDNA HS Buffer attieciba 1:200. (Nemot véra parpalikumu, rékina, ka uz katru
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10.

paraugu un standartu nepiecieSami 200 pL sajaukta Skiduma.) Jaunakajos kitos
krasviela jau ir ieprieks ir sajaukta ar buferi, $aja gadijuma So soli var izlaist.
Standartiem paredz€tajos stobrinos iepilda 190 pL 2. solt iegiita Skiduma, ka art
10 pL standarta #1 viena stobrina un 10 pL standarta #2 otra. Kopgjais tilpums
200 pL.

Paraugiem paredzetajos stobrinos iesp&jams iepildit 1 — 20 pL parauga un 2. solt
sajaukto Skidumu pievieno ta, lai kopgjais tilpums biitu 200 pL. Parasti tiek
sajaukti 2 pL parauga un 198 pL Skiduma, biezi sanak DNS paraugus pirms tam
atSkaidit, jo DNS daudzumam jabiit robezas 0,1 — 120 ng.

Visus stobrinus vortekse.

Qubit fluorometra sadala Menu izvélas DNA, tad dsDNA High Sensitivity, tad
Read Standarts.

Ievieto stobrinu ar standartu #1, izvélas Read Standart, tad iznem stobrinu un
atkarto to pasu ar standartu #2.

Nospiez Run Samples, ievada parauga tilpumu (1-20 pL) un mervienibu.

Ievieto stobrinu ar paraugu, izvélas Read tube, ekrana paradisies ta koncentracija.
Nospiezot Calculate Stock Conc. ir iesp&jams aprékinat koncentraciju originalaja
parauga, tikai nepiecieSams noradit izmantoto parauga originala tilpumu.

Iznem stobrinu, ievieto nakamo un izvélas Read Next Sample. Sadi var nomérit

koncentraciju tik paraugiem, cik vajag.

3.18. Bioanalizators DNS fragmentu biblioteku parbaudei (Agilent 2100

Bioanalyzer)

Izmantojot bioanalizatoru, ir iesp&jams veikt paraugu kapilaro elektroforézi ¢ipa un sadi

novertét DNS bibliotekas kvalitati (dazadu garumu fragmentu klatbiitni un daudzumu). ST ir

daudz objektivaka un precizaka metode par NAGE.

1.

Jaunai §lircei nonem uzgali un ievieto to spaile. Pieskruivé §lirci pie Cipa stacijas
augs$ejas dalas un iestada spaili zemakaja nodalijuma.

Ievieto jaunu High Sensitivity DNA Cipu ta sagatavosSanas stacija.

Ar pipeti iepilda 9 pL gela-krasvielas maisijuma bedrite, kura apziméeta ar burtu
G apli. Svarigi ir to iepildit bedrites centra un bez gaisa burbuliem.

Uzstada taimeri uz 60 sec, parliecinas, ka Slirces rokturis ir pie 1 mL atzimes
Slirce.

Aizver Cipa staciju, jabiit dzirdamam klikSkim.
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10.

11.

12.

13.
14.

15.

Nospiez Slirces rokturi [idz to notur spaile, nogaida precizi 60 sec (iesleédz taimeri)
un atlaiz rokturi, izmantojot spailes atlaiSanas mehanismu, rokturim ir pasam
jaatgriezas vismaz lidz 0,3 mL atzimei.

Pagaida 5 sec, tad 1énam atvelk rokturi Iidz 1 mL atzimei.

Atver Cipa staciju un iepilda pa 9 pL gela-krasvielas maisijuma visas par¢jas
bedrités, kas atzimétas ar G.

lepilda 5 uLL High Sensitivity DNA marker (zalais stobrin$) visas paraugu bedrites
(1-11), ka arT taja, kura atziméta ar kapnu simbolu.

lepilda 1 plL High Sensitivity DNA ladder (dzeltenais stobrins) bedrite, kas
apziméta ar kapnu simbolu.

Iepilda 1 pL parauga katra paraugu bedrite. Ja paraugu ir mazak ka bedrisu (11),
tad brivajas iepilda 1 pL. High Sensitivity DNA marker.

Parliecinas, ka neviena bedrite nav gaisa burbulu, un vorteksé ¢ipu 1 min pie 2400
rpm specializ€taja Cipu vorteksa.

Cipu ievieto bioanalizatora Agilent 2100 un aizver vaku.

Datorprogramma 2100 Expert izvéIn€ Instrument izvélas atbilstoSo analizes
veidu, ievada informaciju par paraugiem un izvélas Start.

Uzreiz péc analizes beigam un rezultatu ieguves nepiecieSams tirit elektrodus:
tiriSanas Cipa iepilda 350 pL Milli-Q tdens, to ievieto bioanalizatora, uz 10 sec
aizver vaku, tad to atver, pagaida vél 10 sec, kamér tidens uz elektrodiem

iztvaikos, iznem tiriSanas ¢ipu un aizver vaku.

3.19. Sekvenésana (Illumina MiSeq)

DNS bibliotekas tika sekvenétas ar [llumina MiSeq sist€ému, izmantojot 500 ciklu MiSeq
Reagent Kit v2 nano. Katra faga DNS bibliotékas veidoja pusi no sakotnéja DNS daudzuma
katra no 12 apvienotajam bibliot€kam, kur katrai, kas saturéja divu neradniecigu fagu DNS,

bija savs svitru kods (barcode).

3.20. SekvenéSanas datu apstrade

P&c sekvenésanas tika iegtti daudzi nolasijumi (reads), un mérkis bija no tiem izveidot
pilnu genoma sekvenci. Pagatavot bibliot€kas un sekvenét ir iesp&jams arT ar viena nolasijuma
(single-read) metodi, tomer $aja darba tika izmantota saparoto galu (paired-end) metode, kas
lauj iegiit vairak datus no ta paSa DNS parauga. Dalai no 550 bp (Saja darba, citur var biit
izmantoti ar1 cita garuma fragmenti) garajiem, randomiz&tiem, faga genomiskas DNS insertiem,

kas bija ieprieks sagatavotajas DNS bibliote€kas, nolasija 250 bp no abiem ta galiem. Rezultata
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tika iegiiti saparoti sekvenéto insertu nolasijumi ar aptuveni zinamu attalumu starp tiem. Tad
parbaudija nolastjumu kvalitati un de novo apvienoja péc iesp€jas garakas DNS nukleotidu
sekvences, visos gadijumos beigas iegiistot pilno faga genoma sekvenci. P&c tam genomu bija
nepiecieSams apstiprinat jeb validét ar dazadam metodém. Dazkart papildus tiek veikta Sangera
sekvenéSana ar specifiskiem praimeriem, lai parbauditu neskaidrus regionus vai DNS

molekulas fiziskos galus.

Faga DNS bibliotekas neapstradati nolasijumi tika sakotn&ji analiz€ti, izmantojot
programmu FastQC v0.11.9 (Andrews 2010), kura parada tadas nolastjumu kopuma 1pasibas
ka to skaitu, garuma diapazonus, kvalitati “Phred” skala (ta atspogulo nepareizas bazes
noteikSanas varbiitibu), GC% ipatsvaru utt. Ped€jas katra nolasijuma bazes nonemsana un
nolastijumu aplidzinasana (frimming) péc kvalitates (nonem bazes, kuram Phred < 20) un
garuma (nonem nolasfjumus, kuru garums < 50 bp) tika veikta ar bbduk no BBmap
programmatiiras paketes (Bushnell 2014). Apstradato nolasijumu de novo apvienoSana garakas
sekvences tika veikta ar programmu Unicycler v0.4.8, izmantojot standarta (normal mode)

iestatijumus (Wick et al. 2017).

Neskaidros gadijumos, kur parklajums bez acimredzama iemesla ir zemaks ka vajadzétu
vai nolastjumu robezas ir neviennozimigas, ir iesp&jams veikt genoma parbaudi ar Sangera
sekvengSanu, izmantojot specifiskus praimerus, kuri spgj saistities ar DNS molekulu nedaudz
pirms vai péc neskaidra regiona. So metodi izmanto arT genoma fizisko galu noteik3anai, kaut
ar1 vairakus genoma fizisko galu veidus un pat precizas sekvences, izmantojot izvéléto DNS
bibliote€kas sagatavosanas veidu, var diezgan droSi noteikt in silico, izmantojot programmu
PhageTerm v1.0.12 (Garneau et al. 2017), kura analiz€é pilna genoma sekvenci ar
neaplidzinatiem nolasijumiem (piem&ram, 1so tieSo terminalo atkartojumu (SDTR) sekvencu
identifikacija vairumam $aja darba sekvenéto fagu genomu). Biezi fizisko galu noteikSanai
izmanto terminazes lielas subvienibas (TerL) géna sekvencu filogenétisko analizi, kuru
izmantojot ir iesp&jams paredzet faga pakoSanas stratégiju péc pétama faga TerL sekvences
radniecibas ar fagiem, kuriem pakoSanas stratégija ieprieks tika parbaudita eksperimentali
(Merrill et al. 2016). No sekven€Sanas datiem savakto fagu genomu sekvencu pilnibu un
pareizibu ir iesp&ams validét arT ar genomiskas DNS restrikcijas analizi (sk. 3.15. nodalu),
salidzinot NAGE redzamo fragmentu garumus ar in silico iegttajiem. legito fagu genoma
sekvencu sagaidama SkelSana ar restriktazém un sekojosa in silico NAGE tika veiktas

programma Serial Cloner v2.6.1.

Pilna genoma anotéSana tika veikta ar programmu DNA Master v5.23.6 (Lawrence 2022).

Hipotgtisko atverto nolasiSanas ramju (ORF) noteikSanai tika izmantoti riki Glimmer (Delcher
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et al. 2007) un GeneMark (Besemer and Borodovsky 2005), tRNS génu meklesanai tika
izmantoti riki Aragorn (Laslett and Canback 2004) un tRNAscan (Lowe and Eddy 1997). Tika
atlauti Cetri iesp&jamie starta kodoni (ATG, TTG, CTG un GTG) un analiz&ti tikai ORF, kuru
potencialais produkts bija garaks par 30 aminoskabém. Izveért§jot ORF starta pozicijas,
prieksroka tika dota garakajai sekvencei, kamer vien ta loti neparklajas ar kadu citu ORF. Ka
ar1 20 bazes (5 — 3’) pirms iesp&jama starta kodona tika izveértéta potencialas Shine-Dalgarno
(SD) sekvences klatesamiba, kas biitu komplementara saimnieka anti-SD sekvencei (13 bazes
no C. davisae DSM 4568 16S rRNS gala: 3'-"AUUCCUCCACUAG-5") (Amin et al. 2018),
pielaujot ar nestabilo G-U bazu saistiSanos. ORF produktu funkcijas noteica, salidzinot katra
iesp&jama proteina sekvenci ar pieejamajam sekvenc€ém NCBI Konservativo doménu (CDD)
(Marchler-Bauer et al. 2011) datubazgé ar konservativo doménu meklétaju, proteinu sekvencu
datubazg ar BLASTp algoritmu (e-vértibas slieksnis 1 x 107*) (Altschul et al. 1990) un HHpred
mekl&taja (starp Protein Data Bank, Pfam, UniProt-SwissProt-viral70, NCBI CDD datubazém)
(Soding et al. 2005). Starta pozicijas tika vElreiz manuali izvertétas un redigétas, lai atbilstu
datubazes esoSajam sekvencém, ja vien tas bija nepiecieSams un pamatots (nemot véra
analiz€jama faga genomisko kontekstu katram ORF individuali). Tika arT aprékinata brivas
energijas izmaina AG (kcal/mol), kas nepiecieSama, lai SD un anti-SD sekvences saistitos un
veidotu dubultspirali (aptuveni raksturo translacijas iniciacijas iesp&jamibu no analiz€jama
OREF starta kodona), izmantojot free_align.pl skriptu ar “helix only” uzstadijumiem (Starmer et
al. 2006). Ieguto pilna genoma anotaciju jaunizdalitajam Cedecea fagam Yanou saglabaja

GenBank formata (*.gb) un iesniedza GenBank publiskaja biologisko sekvenc¢u repozitorija.

Lai veiktu faga Yanou pilna genoma nukleotidu sekvencu (pairwise) salidzinajumu ar
tam tuvako fagu (Escherichia faga JeanTinguely celms Bas64, piekluves numurs MZ501081.1)
un vislabak izpétito Autographiviridae parstavi (Escherichia fags T7, piekluves numurs
NC 001604), tika iegtti to anotéti genomi GenBank formata. Anotacijas failos (*.gb),
izmantojot teksta redaktoru, katram faga ORF kod&tam protetnam manuali tika pieskirta krasa
(“/colour=") atkariba no ta funkcionalas grupas péc RGB krasu modela: dzeltena (255 255 0) —
virionu morfogenéz& iesaistite proteini, zila (0 0255) — DNS replikacija, modifikacija un
atjaunoSana, zala (0255 0) — lize, peleka (100 100 100) — nezinama funkcija (hipot&tiskie
proteini) un sarkana (255 0 0) — RNS polimeraze. Tad $o izvéléto fagu genomu sekvences kopa
ar failiem, kuros géniem tika pieskirtas krasas, tika apstradatas ar programmu EasyFig v2.2.3,
izmantojot BLASTN un TBLASTX salidzinajumu iesp&jas un atfiltré§jot BLAST rezultatus,

kuri ir Sauraki par 4 pikseliem (Sullivan ef al. 2011).
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4. REZULTATI UN DISKUSIJA

4.1. Bakteriju un fagu izolésana

No dazadu kultiiraugu lapam uz cietas PA barotnes plat€m, inkub&jot RT, tika izol&tas
devinas morfologiski atSkirigas baktériju kolonijas H1-H9 (sk. 3.2. nodalu), kuram tika
noteiktas dazadas 1pasibas, pieméram, jutiba vai rezistence pret noteiktam antibiotikam (sk. 1.
pielikumu). Visas kultiiras spgja augt RT un +30°C, tomér tikai dala no tam ar1 +37°C. Visam
kultiiram, kuram tika veikta antibiotiku rezistences parbaude, tika konstatéta rezistence pret

ampicilinu (50 pg/mL), bet ne pret kanamicinu (10 pg/mL).

P&c 3.3. un 3.4 nodalas aprakstitajam metodém, izmantojot to pasu suspensiju, no kuras
tika izol€tas individualas bakteriju kultiiras, katrai no $im kultiiram, izmantojot tas ka
indikatorkultiiras un cieto PA barotni, RT, tika iegiiti fagu plaki. Atseviski plaki tika izol&ti, tos
parsgjot “spot” testa, pec tam no izteiktakajiem lizes plankumiem (spotiem) tika iegtiti primarie
fagu preparati, kuros noteica fagu titru un kas tika izmantoti talakai attieciga faga pavairoSanai
(sk. 3.5. nodalu). Sadi katrai baktériju kultiirai tika iegiits savs faga izolats, un tie attiecigi tika

nosaukti ka F1-F9 (sk. 2. pielikumu).

Turpmakai fagu izol€Sanai tika izv€leta baktériju kultira HI1, jo pé€c 16S rRNS
sekvengSanas datiem ta pieder sugai Cedecea davisae, kas ir salidzinosi reti sastopama, un Iidz
Sim uz tas ir izoléts un aprakstits tikai viens fags (Jun-heon 2018). No 11 pils€tu notekiidenu
paraugiem (15 mL) iegutie filtrati (sk. 3.3. nodalu) tika titréti, izmantojot jau ieprieks izol&to
HI ka indikatorkultiiru. Ka aprakstits ieprieks, art no notekiideniem iegiito fagu plaki tika izoleti
un attiecigie fagi pavairoti, iegiistot 13 jaunus fagu izolatus. No katras pilsetas notekiideniem
tika ieglts viens faga izolats, iznemot Tukuma un Jurmalas notekiidenus, no kuriem plaku

atskirigas morfologijas dél tika iegiti pa diviem izolatiem (sk. 3. pielikumu).

Pec velak veiktas fagu genomu sekvenéSanas, kuras rezultati aprakstiti, sakot ar 4.7.
nodalu, tika pienemts [@mums riipigak aprakstit tiesi faga izolatu 9-1 jeb C.davisae fagu Yanou.
Tas tapéc, ka no visiem [itiskajiem fagiem, kuru genomi tika sekvenéti §1 darba ietvaros, $is ir
visunikalakais. Turklat atSkiriba no jau aprakstita C. davisae faga $Cd2018 (Jun-heon 2018),
kuram ir sifovirusa morfotips un lizogé€nais dzives cikls, Yanou ir podovirusa morfotips un
litisks dzives cikls. Sis fags tika izoléts no Rézeknes notekiidenu parauga un spgj veidot plakus
RT, +30°C, un +37°C temperatiira. Yanou veidotie plaki ir dzidri ar Sauru, dulkainu malu (2.
attels), un to diametrs pie dazadam temperatiiram atskiras. RT tas ir 1,00 = 0,14 mm, +30°C —
1,37 £ 0,47 mm, bet +37°C tas ir vislielakais — 3,87 = 1,36 mm. Tas var€tu liecinat par to, ka

fags visaktivak spgj lizét Siinas +37°C temperatiira.
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2. attéls. C. davisae faga Yanou veidotie plaki uz PA cietas barotnes, izmantojot C.

davisae izolatu H1 ka saimnieku, plate inkubéta +30°C.

Figure 2. Plaques formed by original C. davisae phage Yanou on PA solid medium using

C. davisae isolate H1 as a host, incubated at +30°C.

4.2. Bakteériju izolatu taksonomiska piederiba

Lai noteiktu visu darba gaita iegiito saimniekkulttiru taksonomisko piederibu, tika veikta
to 16S rRNS geéna sekvenéSana péc iepriek$ aprakstitas metodes (sk. 3.14. nodalu) ar
praimeriem 27F un 1429R (praimeru sekvences dotas 2. nodala). legiita dalgja 16S rRNS géna
sekvence tika salidzinata ar EzBioCloud datubazé atrodamajam, tadgjadi noskaidrojot
radniecigakas bakteriju sugas. Kultiira H1 tika identificéta ka sugas Cedecea davisae izolats,
kuram, salidzinot ar C. davisae celmu DSM 4568, tika konstatetas atSkiribas piecos no
pielidzinatiem 1405 bp. Pargjie jauniegiitie bakteriju izolati tika noteikti ka gin§u Pantoea un
Pseudomonas parstavji (sk. 1. pielikumu), tacu to preciza identifikacija lidz sugas limenim ar
iegiitajam sekvencém nebija dro$a, kaut ari koloniju morfologija liecina, ka tie varétu parstavéet
savstarpgji atSkirigas sugas. Izoléta C. davisae kultira tika ari registréta LU Latvijas

Mikroorganismu kulttiru kolekcija ar numuru LMKK 1640.

C. davisae ir gints Cedecea tipiska suga. Gints pieder dzimtai Enterobacteriaceae, tas
parstavji ir kustigas, gramnegativas un fakultativi anaerobas nijinbaktérijas, kuram nav
raksturiga kapsulas un sporu veido$anas. Pirmo reizi gan gints, gan suga tika nosauktas 1981.
gada. Gints nosaukums veidots no saisinajuma CDC, kas apzimé ASV Slimibu kontroles centru
(Center for Disease Control), kur no kliniskajiem paraugiem 1977. gada pirmo reizi tika izoleti
tas parstavji (Grimont ef al. 1981). Lidz 2020. gadam ir aprakstiti 13 kliniskie gadijumi, kur C.
davisae visbiezak ir izol€ta no asinu paraugiem. Lielaka dala pacientu bija vecaki par 50 gadiem
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Balstoties uz Siem gadijumiem, tika secinats, ka tipiski $T suga ir rets, nosacits patogéns
(Thompson and Sharkady 2020). Tomér ta ir izol&ta arT no dzivniekiem (Kateete ef al. 2013)
un augiem (Akinsanya et al. 2015). Péc 2020. gada ir vl aprakstiti bakteriémijas (Akin Sen
and Sen 2021) un kaula infekcijas (Notter et al. 2022) gadijumi, kas ir saistiti ar §is sugas

izolatiem.

Lai noteiktu H1 izolata un vairaku C. davisae radniecigu bakteriju sugu 16S rRNS génu
sekvencu savstarpgjas evolucionaras attiecibas, tika izveidots filogenétiskais koks (3. attéls).
Tam tika izve€letas 35 H1 radniecigakas 16S rRNS géna sekvences no datubazes EzBioCloud,
pievienojot arT H1 izolata 16S rRNS sekvenci. P&c iegiitajiem sekvencu salidzinasanas datiem
redzams, ka izolats H1 pieder C. davisae sugai un ka visas tris Cedecea gints sugas ir
radniecigas sava starpa un Iidz ar to pamatoti ieklautas viena ginti. Uz filogen&tiska koka zariem
ir att€lotas bootstrap vertibas — procentualas dalas filogengtisko koku replikatiem, kuros
sagrupgjas konkréta kopa (clade), salidzinot ar originalo koku, kur$ tika buivéts, izmantojot
originalo sekven¢u pielidzinajumu. Tomér daudziem citiem S§i koka zariem darba ictvaros
bootstrap procentualas vertibas netika noraditas, kas nozimé to, ka tas bija zemakas par 80%
(slieksnis, par kuru vienadas vai lielakas vertibas tika izveletas savstarp€jas, no attieciga zara
distala mezgla jeb kopsenca (most common recent ancestor) atejoSo zaru ticamas turpmakas
radniecibas atbalstam, veidojot kopigu kopu) un netika uzskatitas par drosi ticamam. Lielaka
dala sugu $aja koka pieder Enterobacter gintij, kuras parstavjiem raksturigi, ka kopas
filogenétiskajos kokos, vadoties pec 16S rRNS géna sekvencém, ir heterogénas un ar zemu
ticamibu. Saja gadijuma evolucionaro attiecibu noteikSanai parasti tiek veidoti papildus koki,
kuri balstiti uz citu konservativu génu, pieméram, RNS polimerazes  subvienibas (rpoB),

sekvencém (Stephan et al. 2007; Madhaiyan et al. 2010; Akita et al. 2019).
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0.003

3. attels. Bakteriju sugu evolucionaras attiecibas, balstoties uz dalgjam 16S rRNS géna
sekvencem. Gints Cedecea ir izcelta zala krasa un suga C. davisae — zila. Evolucionaras
attiecibas tika noteiktas ar “kaiminu savienoSanas” metodi (Saitou and Nei 1987). Attela
redzams optimalais koks ar zaru garumu summu 0,17526018. Par koka sakni ir noteikts ta
viduspunkts. Pie zariem ir noraditas procentualas vertibas (ja >80%) no 1000 bootstrap testu
replikatiem, kuros radniecigas sugas tika sagrupétas kopa (Felsenstein 1985). Koks ir zZiméts
meéroga, zaru garumi att€loti vienibas, kas atbilst evolucionarajam distancém, attéla apaksa dots
mérogs. Evolucionarie attalumi aprékinati, izmantojot p-attaluma metodi (Nei and Kumar
2000), un ir izteikti vienibas, kas atbilst bazu atSkiribam uz poziciju. Analize ietvéra 36
nukleotidu bazu sekvences. Sekvencu pielidzinasana tika veikta ar programmu Muscle (Edgar
2004). Visas pozicijas, kuras bija parstaveétas mazak neka 90% sekvencu, tika izslégtas no
analizes. Tatad mazak ka 10% pielidzinasanas spraugu, trikstoSu datu un neskaidru bazu tika
atlautas katra pozicija. Kopa galigaja datu kopa bija 1374 pozicijas. Evolucionaras analizes tika
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veiktas programma MEGA7 (Kumar et al. 2016), un iegiitais koks tika vizualiz€ts programma

FigTree v1.4.2 (Rambaut 2014).

Figure 3. Evolutionary relationships of bacterial taxa based on partial 16S rRNA gene
sequences. The genus Cedecea is highlighted in green and the species C. davisae — in blue. The
evolutionary history was inferred using the Neighbor-Joining method (Saitou and Nei 1987).
The optimal tree with the sum of branch length = 0,17526018 is shown. The tree is rooted at
midpoint. The percentage of replicate trees in which the associated taxa clustered together in
the bootstrap test (1000 replicates) are shown (if >80%) next to the branches (Felsenstein 1985).
The tree is drawn to scale, with branch lengths in the same units as those of the evolutionary
distances used to infer the phylogenetic tree, the scale is given at the bottom of the figure. The
evolutionary distances were computed using the p-distance method (Nei and Kumar 2000) and
are in the units of the number of base differences per site. The analysis involved 36 nucleotide
sequences. Sequence alignment was performed with Muscle (Edgar 2004). All positions with
less than 90% site coverage were eliminated. That is, fewer than 10% alignment gaps, missing
data, and ambiguous bases were allowed at any position. There were a total of 1374 positions
in the final dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGA7 (Kumar ef al. 2016) and
the resulting tree was drawn in FigTree v1.4.2 (Rambaut 2014).

4.3. Izoléto fagu virionu morfologija

Darba jaunizdalitais fags Yanou pieder podovirusu morfotipam, tam ir ikosaedriska galva
un 1sa aste. Faga galvas diametrs ir 63,1 = 5,7 nm, astes garums — 17,0 = 2,9 nm un astes platums
— 12,8 £ 3,2 nm (mériti 6 virioni programma ImageJ (Schneider et al. 2012)). Attieciba uz
pargjiem fagu izolatiem — vienu no tiem var pieskaitit sifovirusu morfotipam, piecus —
podovirusiem un 17 — miovirusiem (sk. 2., 3. pielikumu). Vienigajam lidz §im aprakstitajam C.
davisae fagam $Cd2018 raksturigs sifovirusa morfotips (Jun-heon 2018), tapec var secinat, ka

darba ir aprakstits pirmais C. davisae fags ar podovirusa morfotipu.
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4. attels. Faga Yanou dalinas morfologija. Ar 0,5% uranilacetatu negativi krasota

preparata TEM.

Figure 4. The morphology of phage Yanou particle, negatively stained with 0,5% uranyl
acetate (TEM).

4.4. Inficetas un neinficétas C. davisae kultiiras H1 kultiveSana Skidraja barotné

Augsanas likne (5. attéls.) tika iegiita, ies€jot 4 mL H1 Stnu kultiiras 500 mL kolba ar
300 mL skidras LB barotnes (ODs40 ~ 0,06). Kultura tika aeréta uz kratitaja pie 120 rpm, +30°C
vai +37°C temperatiira 1idz ODs49 vertiba sasniedza 0,16 — 0,17. Tad kultiira sadalita sesas 100
mL kolbas, ielejot katra pa 50 mL Stinu kulturas. Tris kultiiras tika infic€tas ar faga Yanou
filtratu (5 mL katra), savukart parg&jam trim kultiiram tika pievienoti 5 mL LB 8kidras barotnes
(negativa kontrole). Kolbas tika aerétas iepriekSminétajos apstaklos, ik péc ~1 h nosakot

kulturas ODs49 vertibu.

Lai gan eksperimenti pie +30°C un +37°C tika veikti identiski, pastavéja iespgja, ka MOI
vertibas abos eksperimentos atskiras, jo pagaidam izskatas, ka fags nezinamu iemeslu dél labak
sp&j inficét $iinas pie +37°C. Faga filtrata titrs, plates inkub&jot pie +30°C, bija 7x10% + 8,2x10’
pfu/mL, bet pie +37°C tas bija 1,5x10° + 3,7x10% pfu/mL. Stinu titrs inficé$anas bridi (ODs4o
~0,17) bija 5,9x107 £ 2,2x10° cfu/mL. Lidz ar to MOI bija attiecigi vai nu 1,2 vai 2,6, lai gan
abos augSanas liknes uznemsanas eksperimentos (pie +30°C un +37°C) tika pievienoti 5 mL ta
paSa faga filtrata. Pec Siem datiem var secinat, ka +30°C temperattra dala virionu nespgj
veiksmigi infic€t saimniekStinas. Iemesls §im novérojumam nav skaidri zinams, bet varétu biit
turpmako pétijumu verts. Ir aprakstiti gadijumi, kuros Streptococcus lactis un Lactococcus
lactis sugu bakteriju izolatiem pie dazadas temperatiras atSkiras restrikcijas-modifikacijas
sist€tmas darbibas aktivitate: pie augstakas temperatiiras (attiecigi +40°C vai +37°C) tika
noverots lielaks plaku skaits un izmérs jeb Sie bakteriju izolati bija uznémigaki pret fagu
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infekciju (Sanders and Klaenhammer 1984; O’Driscoll et al. 2004). Pétijuma, kura tika
izmantots baktériju sugas Listeria monocytogenes celms, tika konstatéta saimnieka rezistence
pret faga infekciju, ja saimnieka kultiira pirms infekcijas tika inkubéta pie +25°C, savukart, ja
kultiiru pirms tam inkubgja pie +37°C, saimnieks bija uznémigs pret fagu. Interesanti, ka Saja
petijuma faga titra atSkiribas tika konstatetas tikai atkariba no temperatiiras, kada saimnieka
kultura tika inkubg@ta pirms infekcijas, — temperatiira, pie kadas notika kultiiras infic€Sana un
tam sekojosa plaSu inkubacija, saimnieka uznémibu neietekméja (Kim and Kathariou 2009).
Turpmak biitu noderigi parbaudit faga Yanou sp€&ju infic€t saimniekkultiiru atkariba no kultiiras

pirmsinfekcijas temperatiiras.

Ka redzams 5. att€la, piecu stundu un 20 min laika fags Yanou pie +30°C temperatiras
sp€j tikai ierobezot saimniekkultiiras augSanu, savukart pie +37°C tas jau pirmas stundas laika
izraisa ODs40 vertibas kritumu no 0,2 uz 0,12. Tatad p&c Siem noverojumiem, ka ar1 péc 4.1.
nodala pieminétajam plaku izmera atSkiribam var secinat, ka optimala temperatiira faga Yanou
pavairoSanai ir +37°C, turklat ar1 saimniekkultiira H1 intensivak aug tiesi pie §is temperatiiras.
Faga pavairoSanas efektivitates izmainas atkariba no temperatiiras ir jau iepriek§ noverotas,
pieméram, 1964. gada tika noskaidrots, ka jo augstaka temperatiira (Iidz aptuveni +39°C), jo
fags T1 spgja atrak pavairoties. Toméer, ja temperatiira parsniedza +41,25°C, tad fags vairs
nespéja vairoties tadel, ka ta enzimi liz€ja bakteriju Stinas atrak neka sp&ja izveidoties jauni faga
virioni (Pollard and Woodyatt 1964). lesp€jams, ka turpmakos faga Yanou pétijumos varétu

veikt augSanas liknes eksperimentu ar1 pie citas temperatiiras, pieméram, +15°C un +41°C.

Tika veikts one-step augSanas liknes eksperiments péc iepriek§ aprakstita protokola
(Kropinski 2018) pie +37°C temperatiiras, tomér tas bija neveiksmigs, jo piecu miniisu laika
lielaka dala faga virionu v€l nebija sp&jusi adsorbéties uz saimniekS$iinu virsmas, netika
novérota arT faga intensiva vairo$anas. Turpmakos p&tijumos biitu nepiecieSams laut virioniem
adsorbéties ilgaku laiku, ka ar1 veikt $iinu centrifugéSanu un resuspendésSanu svaiga LB Skidraja

barotne, lai nodroSinatu, ka kulttira nav brivu virionu.
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5. attels. C. davisae bakteriju Stinu kulttiras augSanas liknes ar (Yanou) un bez pievienota
faga Yanou (Kontrole) pie temperatiras +30°C un +37°C. Kludu stabini apzimé

standartnovirzes, veicot eksperimentu tris atkartojumos.

Figure 5. Growth curves of C. davisae culture with (Yanou) and without added phage
Yanou (Kontrole) at temperature +30°C and +37°C. Error bars represent standart deviations of

three independent experiments.

4.5. Faga Yanou stabilitate pie dazadam vides pH vértibam un dazadas

temperatiiras

Lai noteiktu faga Yanou pH stabilitati, tika pagatavoti buferi ar dazadam pH vertibam,
PBS buferim pakapeniski pievienojot 6M HCI vai 6M NaOH Skidumu. Lai gan retak, tomer
PBS buferis ar1 tiek veiksmigi pielietots $ada tipa eksperimentos (Litt and Jaroni 2017;
Miedzybrodzki et al. 2017). pH stabilitates parbaudei tika izmantots faga filtrata (ar titru 6x108
pfu/mL) 10 pakapes atSkaidijums 0,9% NaCl $kiduma, kas tika atSkaidits Iidz 10 pakapei,
izmantojot iepriek$ pagatavotos pH buferus, tad Sie atSkaidijumi tika inkubéti 1 h pie RT un

titréti tris atkartojumos, plates tika inkubgétas pie +30°C. Ta ka pie pH11,5 faga titrs strauji kritas

47



(< 2x10* pfu/mL), tad $aja gadfjuma eksperiments tika atkartots, inkub&jot 1072 pakapes
atSkaidijumu pH11,5 buferi. Att€los 6-A un 6-B ir redzams, ka fags bija stabils pie pH7,4 (PBS
bufera parastais pH) un pH9. Pie pH4 un pHS5 ta titrs jau bija biitiski samazinajies, kamér pie
pHI1,5 bija palicis pavisam neliels skaits faga inficétsp€jigo dalinu. Salidzinot ar otru
aprakstito C. davisae fagu $Cd2018 (Jun-heon 2018), var spriest, ka Saja darba izol&tais fags ir
ar zemaku pH izturibu, jo faga $Cd2018 titrs pie vertibam pH4 un pH11 ari bija krities, bet ne
tik strauji. Tomer drosi Sos datus salidzinat nevar, jo fags Yanou tika inkubéts pH buferos 1 h,
bet $Cd2018 — 30 min. Turklat japiemin, ka standartnovirzes pie pH7,4 un pH9 (6-B attgls) ir
loti lielas, tapéc, lai iegiitu ticamakus rezultatus, biitu nepiecieSams atkartot So eksperimentu
vel vairakos atkartojumos. Ka ari, lai iegtitu pilnigaku priekSstatu par faga Yanou stabilitati,

eksperimentu vajadzetu veikt ar1 pie citam pH vertibam, pieméram, pH6 un pH10.

Stabilitate pie dazadas temperatiras fagam Yanou tika parbaudita, inkubgjot 30 min
termostata pie attiecigds temperatiiras faga filtrata (ar titru 1,2x107 pfu/mL) 10 (+30°C,
+37°C) vai 107! (+50°C, +60°C, +70°C) atSkaidijumus, kas tika pagatavoti LB barotné. P&c tam
atSkaidijumi tika titréti tris atkartojumos, un plates tika inkubétas pie +30°C. Attelos 6-C un 6-
D redzams, ka faga titrs ir stabils pie +30°C un +37°C. Tas pat bija nedaudz labak saglabajies
+37°C, kas, ka jau tika iepriek§ secinats (4.4. nodala), ir optimala temperatira C. davisae
kulttras H1 inficéSanai. Pie +50°C faga titrs jau bitiski krit un pie temperatiiras +60°C un
+70°C tas samazinas par vairakam pakap&m. Salidzinajumam, ieprickSminé&tais fags ¢Cd2018
ar1 tika inkub@ts dazada temperatira 30 min, un pie +65°C ta titrs samazinajas ~15 reizes (Jun-
heon 2018), kamér Yanou titrs pie +60°C samazinajas ~65 reizes. Tatad fags $Cd2018 ir
stabilaks ar1 péc inkubacijas dazada temperattira. Svarigi pieminét arT to, ka arT Sis eksperiments
tika veikts vienu reizi, un ticamaku rezultatu ieguvei biitu v€lams to veikt vairakos

atkartojumos.
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6. attels. Faga Yanou stabilitate pie dazadam vides pH veértibam (A, B) un temperattiram
(C, D). Grafikos A un C ir attelots faga titrs (pfu/mL), bet B un D — titra procentuala vértiba,
salidzinot ar optimalo (attiecigi pie ph7,4 un +37°C). Kliidu stabini att€lo standartnovirzi no

tris atkartojumiem, titr&jot fagu uz platém, kas inkubétas pie +30°C.

Figure 6. Stability of phage Yanou at different pH values (A, B) and temperatures (C,
D). Graphs A and C show phage titer (pfu/mL) but B and D show percentage of titer, compared
to the optimal value (at ph7,4 and +37°C accordingly). Error bars represent the standart

deviation from three plaque assays incubated at +30°C.

4.6. C. davisae fagu genomiskas DNS restrikcijas analize

Lai jau pirms sekven€Sanas varétu aptuveni salidzinat visus jaunizol€tos C. davisae fagus
sava starpa, tika veikta to genomiskas DNS SkelSana ar restriktazi EcoRI péc 3.15. nodala
aprakstitas metodes. Ta ka péc SkelSanas ar So restriktazi nevienam no fagu izolatiem NAGE

att€los nebija noveérojami skaidri saredzami dazadu izméru fragmenti, eksperiments tika
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atkartots, Soreiz izmantojot restriktazu BamHI un HindIII kokteili (sk. 4. pielikumu). Vairaku
fagu izolatu restrikcijas profili bija loti Iidzigi, bet, pieméram, izolatiem 1-1 un F1 bija
raksturigi Cetri izteikti fragmenti, kuri at$kiras no visiem pargjiem paraugiem. Fagam Yanou
netika noveérota DNS fragmentu veidoSanas, gan Skelot ar EcoRI, gan ar BamHI+HindIIl, kas
ar1 péc sekvenéSanas apstiprinajas, faga genoma sekvenci skelot in silico programma Serial

Cloner v2.6.1.

Lai péc sekvengSanas un genoma sekvences apvienosanas parliecinatos, ka tas ir izdarits
pareizi, tika veikta padzilinataka restrikcijas analize fagam Yanou, ta genomisko DNS atseviski
Skelot ar Bsp1191, Munl, Pstl un Smil restriktazém. P&c tam restrikcijas profili tika salidzinati
ar in silico iegutajiem profiliem programma Serial Cloner (sk. 5. pielikumu). Ta ka gandriz visu
teorétiski iegiito DNS fragmentu garumi sakrit ar realajiem, tad var spriest, ka faga genoms tika
apvienots pareizi. Viena fragmenta nesakritibu (Bsp1191 8. fragments) var skaidrot ar to, ka ta
ka tas bija visisakais fragments, tad iesp&jams ta koncentracija nebija pietickami liela vai ar1
DNS netika pilnigi saskelta. V&l par iemeslu neveiksmigai DNS SkelSanai var kalpot DNS
metilacijas izraisita restriktazes blokéSana. No $aja darba izmantotajam restriktazém metilacija

var€ja bloket tikai EcoRI un Bsp1191 darbibu (Roberts et al. 2015).

4.7. C. davisae fagu genomu visparigs raksturojums

No visiem §1 darba gaita izolétajiem fagiem pilna genoma sekvenéSanai tika izvéléti C.
davisae fagi, jo to saimniekkulttira ir salidzinosi reta, un ka jau ieprieks€jas nodalas tika minéts,
l1dz $im saistiba ar So saimnieku ir aprakstits tikai viens fags (Jun-heon 2018). Tadé] noderigak
ir padzilinatak pétit tos fagu izolatus, kuri ir potenciali unikali zinamo fagu daudzveidibas

konteksta.

Lielakajai dalai C. davisae fagu izolatu genoma garums bija ~88000 bp, pargjiem
izolatiem ~45000 (sk. 3. pielikumu). Visiem izolatiem, iznemot F1 un 1-1, tika paredzéts SDTR
(short direct terminal repeats) genoma fizisko galu veids. Tapat visiem, iznemot F1 un 1-1,
tika paredzets Iitiskais dzives cikls, kameér jau pieminétajiem F1 un 1-1 potenciali ir raksturiga
headful genoma pakoSanas stratégija un lizogéns dzives cikls. Faga izolats 9-1 jeb fags Yanou
tika izvelets padzilinatakai genoma izpétei, jo tas ir relativi unikals Iitiskais podoviruss,

savukart vienigais 11dz §im zinamais Cedecea fags ir lizogéns sifoviruss (Jun-heon 2018).

DNS bibliotekas, kura ietilpa arT faga Yanou paraugs, sekven&Sanas rezultata tika iegtiti
88621 parveida nolastjumi, katrs Iidz 251 bp garS. P&c de novo apvienoSanas programma
Unicycler v0.4.8. (Wick et al. 2017) no attiecigas bibliote€kas nolastijumu kopas tika iegtti divi,

it ka cirkulari kontigi (contigs), no kuriem viens atbilda fagam Yanou (tas tika parbaudits arT ar
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restrikcijas analizi, sk. 4.6. nodalu) un bija 40706 bp garS. [zmantojot programmu PhageTerm
v1.0.12 (Garneau et al. 2017), tika noteikti 159 bp gari SDTR genoma fiziskie gali, attiecigi
pilnais linearais dsDNS faga Yanou genoms ir 40865 bp (40706 + 159 bp) gars. PakoSanas
stratégija velak tika arT parbaudita ar terminazes lielas subvienibas (TerL) filogenézes metodi
(sk. 4.10. nodalu). Neapstradatu nolasijumu salidzinasana ar jau korekti sakartoto kontigu, kas
reprezent€ pilnu genomu, atklaja, ka vid€jais pilna genoma dzilums (read depth) ir 561x. Faga
GC% 1patsvars ir 48,4%, savukart saimnieka C. davisae tipiskajam celmam DSM 4586 péc
NCBI datubazes Assembly datiem tas ir 54% (piekluves numurs: GCA 000412335.2). Ir
noverots, ka fagu genomu GC% saturs pozitivi korel€ ar attiecigo saimnieku GC% ipatsvaru,
turklat parasti tas ir nedaudz zemaks ka konkrétajam saimniekam (Simoén ef al. 2021). Vairaku
procentu GC% 1ipatsvara atSkiriba starp Yanou un ta saimnieka sugas reprezentativo genomu
varétu nozimét to, ka fags Yanou evoliicijas gaita v€l nav paspgjis pielidzinat sava genoma
GC% saturu saimniekam, kas var€tu vai nu liecinat par nesenu saimnieka mainu uz Cedecea
gints parstavjiem, vai arl par to, ka fags Yanou varétu biit polivalents fags, kas labak sp&tu
inficét kadu citu bakterialo sugu. Kamér méginat parbaudit pirmo hipotézi butu diezgan
sarezgiti, otras hipotézes parbaudiSanai varétu nakotné parbaudit faga Yanou sp&ju inficét citas
gintij Cedecea radniecigas bakterijas ar GC% Tpatsvaru, kas ir Iidzigaks fagam Yanou.
Salidzinajumam var pieminét, ka iepriekSminétajam C. davisae fagam $Cd2018 ir cirkulars
dsDNS genoms, kas ir 42587 bp gars, ar GC% 1patsvaru 53,95%, un tas satur 69 ORF. (Jun-
heon 2018).

4.8. Faga Yanou genoma anotéSana

Genoma atvértie nolasiSanas ramji (ORF) tika paredzeti programma DNA Master
(Jacobs-Sera et al. 2011), izmantojot rikus Glimmer (Delcher ef al. 2007) un GeneMark
(Besemer and Borodovsky 2005), savukart tRNS génu paredzesanai tika izmantoti riki Aragorn
(Laslett and Canback 2004) un tRNAscan (Lowe and Eddy 1997). Faga Yanou genoma netika
atrasti tRNS géni. Savukart tika paredzeti 55 ORF, no kuriem visi atrodas uz dsDNS pozitivas
k&des. Japiemin, ka no sakuma automatiskas anotéSanas rezultata tika atrasti tris salidzinosi 1si
(~150 bp) OREF art uz negativas k&des, tomér tie peéc manualas apskatiSanas tika i1zdz€sti, jo to
paredzetas Shine-Dalgarno (SD) sekvences stipri atskiras no kanoniska AGGAGG motiva, ka
ar1 fagu genomiem parasti nav raksturigi tikai viens vai divi géni pec kartas, kas atrodas uz
pretéjas kédes neka visi pargjie ORF. Art pargjiem ORF tika izvertéta starta kodonu atbilstiba
(ATG, CTG, TTG, GTG), SD sekvences stiprums un attalums no attieciga starta kodona, lai
parbauditu, vai ORF paredz€Sanas programma ir tieSam izvél€jusies ticamako ORF sakuma
poziciju. NepiecieSamibas gadijuma tika ar1 izvéleta kada cita no piedavatajam iesp&jamajam
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sakuma pozicijam. Identificétiem ORF starta kodons ATG bija raksturigs 51 gadijumos, kodons

GTG — 4, kamér TTG un CTG starta kodoni netika atrasti.

Geénu (kas fagu gadijuma atbilst ORF) funkcijas tika paredz€tas, salidzinot to kod€to
produktu aminoskabju sekvences ar BLASTp (Altschul et al. 1990), Konservativo doménu
datubazu (Marchler-Bauer et al. 2017) un HHpred (S6ding et al. 2005) mekl&Sanas rezultatiem,
izmantojot katru individualo aminoskabju sekvenci ka pieprasijumu lidzigako sekvencu
meklésanai (konkrétas datubazes, iestadnes un metodologija aprakstitas 3.20. nodala). Pilna
genoma anotacija ar visiem paredzetajiem ORF un to funkcijam atrodama 6. pielikuma tabulas
veida. No visiem 55 identificétajiem ORF attieciga produkta funkciju bija iesp&jams kaut cik
drosi paredzet vismaz 36 ORF. No pargjiem 19 ORF, kuriem funkcija netika ticami paredzéta,
izmantojot salidzinosas genomikas pieeju, 14 tika nosaukti par hipotétiskiem proteiniem,
savukart pieci saturéja DUF (domain of unknown function). DUF klatesamiba proteina liecina
par to, ka lai gan vél dro$i nav zinama proteina funkcija, ir zinams, ka $adi proteini ir plasi
izplatiti arT citu fagu vai pat bakteriju genomos, un tie ir evolucionari konservativi, [idz ar to tie
varétu bt labs meérkis turpmakos pétijumos par proteinu funkcijam. Tas, iesp&jams, lautu
vienam vai paris proteiniem ar konkrétu DUF noteikto funkciju attiecinat art uz citiem So pasu
DUF saturoSiem proteiniem. Kopuma liela dala proteinu ar veiksmigi paredzetam funkcijam ir
homologiski plasi aprakstita un pétita Escherichia faga T7 proteiniem (7. att€ls). Savukart
vislielaka genoma nukleotidu sekvencu Iidziba fagam Yanou ir ar Escherichia fagu
JeanTinguely, ar kura proteoma identificétajiem produktiem homologiska ir ar7 liela dala

Yanou génu produktu.

Par faga Yanou morfogenézes moduli varétu uzskatit 36.—53. ORF, tacu tas icklauj ari
vairakus lizes proteinus, ka holinu (49. ORF) un spaninus (51., 52. ORF), kuri nav secigi
apvienoti viena funkcionala moduli, ka tas ir raksturigs vairakiem citiem fagiem. Pieméram,
starp Yanou holina ORF un spaninu ORF atrodas terminazes mazo subvienibu kodgjoSais ORF,
bet endolizina ORF (22. ORF Yanou genoma) identific€ts pavisam citd genoma vieta vairaku
ORF attaluma. Tada lizes proteinus kod€joSo ORF izkliedétiba genoma medz biit raksturiga T7
lidzigajiem fagiem. Gandriz visi strukturalie proteini ir analogi faga T7 proteiniem, pieméram,
lielais kapsida proteins, astes proteini un iekS€jie viriona proteini, tomér astes Skiedras (fail
fiber) proteins atSkiras, kam var€tu biit nozime saimnieku diapazonu dazadiba, jo tiesi §1 viriona
strukturas dala ir iesaistita sakotn€ja viriona adsorbcija pie saimnieksiinas lipopolisaharidiem
(LPS). 45., 46. un 47. ORF kode ieksgjos viriona proteinus, kas attiecigi ir analogi faga T7
protetniem gpl4, gpl5 un gpl6 (sk. 7. pielikumu). Svarigi pieminét, ka 43. ORF tika anotéts
ka DUF2833, jo lai gan kadreiz to uzskatija par T7 iek$gjo (strukturalo) proteinu A, ta funkcija
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tomér nav droSi zinama, turklat tas varétu nemaz nebit strukturalais proteins. Iesp&jams ta
funkcija faga T7 ir saistita ar to proteinu organizaciju, kuri atrodas tuvu portala protetnam gp8

(Kemp et al. 2005).

Pie Iizes proteiniem ir pieskaitami 22. (endolizins), 49. (holins), 51. un 52. ORF (i-spanins
un o-spanins). Spanini ir proteini, kuri nodroSina p&dg€jo soli Stinas liz€, veicot Siinas argjas un
iekS€jas membranas apvienosanu, un tie ir funkcionali analogi Rz/Rz1 kompleksam faga A.
Verts pieverst uzmanibu tam, ka faga Yanou gadijuma o-spanina géna sekvence atrodas ieksa
i-spanina géna, kas ir noverojams ar1 faga T7 genoma. lemesls §im neparastajam izkartojumam
varétu but tas, ka $adi izkartoti géni pasargd sevi no parkartoSanas rekombinacijas laika

(Summer et al. 2007).

Devitais ORF kode DNS atkarigo RNS polimerazi. Liela (>100 kDa), no vienas
subvienibas sastavoSa RNS polimeraze kopa ar iepriek§ noteikto podovirusa morfotipu (4.3.
nodala) ir noteicosas pazimes dzimtai Autographiviridae (Walker et al. 2020), kas nozime to,
ka ar1 fags Yanou ir §is dzimtas parstavis. Literatiira ir minéts, ka Autographiviridae
parstavjiem raksturigs 35—50 kb gar§ genoms (Family et al. 2022), tap&c var secinat, ka Yanou

genoma garums (40865 bp) ir atbilstoss ta dzimtai.

Papildus veérts pieminét, ka datubazeés publiski pieejama faga JeanTinguely genoma
sekvence (piekluves numurs: MZ501081.1) visticamak netika pareizi savakta, jo T7 lidzigajiem
fagiem ir diezgan raksturiga konkréta genoma organizacija un definéti genoma Tsie, tieSie,
terminalie atkartojumi (SDTR), kas JeanTinguely genoma netika atrasti un nemti véra, pirms
autori to depon&ja GenBank datubaze, kaut gan tie diezgan precizi atrodami péc attiecigo
atkartojumu sekvencu homologijas gan ar T7, gan ar Yanou. Tap&c JeanTinguely genoms 7.
att€lam tika cirkularizets un parkartots ta, lai tas saktos no pieejamas sekvences (MZ501081.1)

3819. bazes, nodrosinot ta kolinearitati ar fagu T7 un Yanou genomiem.
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7. attels. Fagu Yanou, T7 un JeanTinguely savstarp&jais pilna genoma nukleotidu
sekvences salidzinajums péc BLASTN (A) un TBLASTX (B). Attéliem dots mérogs 3kbp,
bultas apzime katra ORF transkripcijas virzienu un iekrasotas atbilstosi funkciju grupai. Pelekas
trapeces apzimé lidzibu starp genomu regioniem, skalas lidzibai dotas katra attéla labaja

apaksgja stiirl. Att€la A pie katra Yanou ORF ir dota ta kodéta produkta paredzeta funkcija.

Figure 7. Pairwise genome nucleotide sequence comparison of phages Yanou, T7 and
JeanTinguely using BLASTN (A) and TBLASTX (B). Scale of 3 kbp is given, the arrows
represent transcription direction of each ORF and are colored according to each functional
group. Gray boxes represent the similarity between regions of genomes, scales for this
similarity are given in the bottom right corner of each image. In the image A the predicted

function of each ORF encoded product of phage Yanou is given.

4.9. Faga Yanou taksonomiska piederiba

Faga Yanou genoma funkcionalas anotéSanas (sk. 4.8. nodalu) laika jau tika noskaidrota
faga piederiba Autographiviridae dzimtai, bet v€l nebija zinama ta piederiba zemaka Itmena
taksoniem (gints, suga) oficialas $1 briza ratificétas fagu taksonomijas konteksta. Lai sikak
1zpétitu genomu lidzibas un taksonomiju starp fagu Yanou un vél 30 radniecigako (ar augstako
Total Score vertibu) fagu genomiem, kas identificeti ar BLASTN sekvencu salidzinasanas
serveri ar standarta iestatijumiem (pieci genomi nemti no nr/nt (non-redundant nucleotide)
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datubazes virusiem, savukart 25 — no RefSeq (“drosaki” un reprezentativi genomi) esosajiem
virusiem), ar programmas VIRIDIC (Moraru et al. 2020) palidzibu ar standarta iestatijumiem
tika izveidots attéls, kura uzskatami ir uzradita savstarp€ja So fagu genomu lidziba (sk. 8.
pielikumu). Vislielaka lidziba fagam Yanou ir ar Escherichia fagu JeanTinguely (84,2%),
kamer ar plaSi izpétito Escherichia fagu T7 ta ir 80,0%. Genomu nukleotidu sekvencu
pielidzinasana ar Siem fagiem (un daudziem citiem) lauj arT spriest par jaunizdalita faga
taksonomisko piederibu §1 briza zinamu fagu konteksta. ICTV fagu savstarpg€jas pilna genoma
nukleotidu sekvences lidzibas demarkacijas kritérijs gintij ir ~70%, bet sugai 95%. Ta ka fagam
Yanou lielaka lidziba ar radniecigako fagu ir jau iepriekSminétie 84,2%, tad var secinat, ka Sis

fags parstav jaunu Teseptimavirus gints sugu.

Lai noteiktu faga Yanou evolucionaras attiecibas ar citiem Autographiviridae dzimtas
fagiem, tika izveidoti divi filogengtiskie koki (sk. 9. pielikumu), vadoties atseviski péc RNS
polimerazes un liela kapsida proteina aminoskabju sekvencém. Sie abi proteini ir salidzinosi
konservativi, tapéc tie noder fagu radniecibas noteikSanai. Tika izmantotas 50 radniecigakas
attiecigas sekvences no datubazes RefSeq, un manuali tika pievienotas fagu Yanou un
JeanTinguely attiecigo proteinu aminoskabju sekvences. Abi koki apstiprina faga piederibu
Teseptimavirus gintij, kas ietilpst Autographiviridae dzimta. Japiemin, ka liela kapsida proteina
sekvencu kokam ir raksturiga ipatniba: daudzi fagi koka ir pieminéti divas reizes, jo Sim
protetnam var biit divas versijas — viena ir garaka, un otra ir 1saka (T7 gadijuma — gp10A un
gplOB). Isako versiju dazkart médz ari dévét par mazo kapsida proteinu, un ta rodas

programmeétas nolasiSanas fazes nobides (frameshift) rezultata (Kemp et al. 2005).

4.10. Faga Yanou genoma fiziskie gali un pakoSanas stratégija

Ka jau ieprieks tika miné&ts, faga Yanou genoma fiziskie gali tika jau paredz€ti genoma
apvienoSanas procesa, un tie ir 159 bp gari SDTR (isi tieSi terminalie atkartojumi). TieSo
terminalo atkartojumu (DTR) gadijuma faga viriona atrodas pilns genoms ar identiskam
sekvenceém abos genoma galos, kuras ir vienadas visiem virioniem. P&c infekcijas Sie gali
homologas rekombinacijas rezultata izveido cirkularu DNS molekulu, kuras sastava ir viena
DTR kopija, un notiek lineara konkateméra sintéze péc ritosa apla (rolling circle) principa. Tad,
griezot DNS un to pakojot prokapsida, tiek duplicétas So atkartojumu sekvences, lai katrai
genoma kopijai abos galos biitu identiski atkartojumi. Par SDTR sauc tadus atkartojumus, kuri
ir vairakus simtus bp gari, bet médz biit arT garie DTR (LDTR), kuru garums var bt Iidz pat 16
kpb (Merrill et al. 2016).

55



Par faga Yanou pakoSanas stratégiju bija ari iesp&jams parliecinaties, veicot TerL
aminoskabju (aa) sekvencu evolucionaro analizi. Tika izveidots filogenétiskais koks (8. att€ls),
izmantojot 45 fagu TerL aa sekvences, kuru pakosanas stratégijas ir eksperimentali parbauditas
(Merrill et al. 2016), un faga Yanou TerL aa sekvenci. Koka redzams, ka fagam Yanou
visradniecigaka TerL no §is datu kopas pieder jau ieprieks pieminétajam fagam T7. Ta ka par
So fagu skaidri zinams, ka tam ir raksturigi SDTR, tad var secinat, ka Yanou ir raksturiga tada
pati pakosanas stratégija. V&I, ja tas biitu nepiecieSams, papildus par pakosanas stratégiju un
precizu SDTR garumu bitu iesp&jams parliecinaties, veicot atkartotu sekven€Sanu ar
specifiskiem praimeriem, kuri spgj piesaistites DNS molekulai unikalas pozicijas tiesi pirms
tieSajiem atkartojumiem (Casjens and Gilcrease 2009). Tacu Saja gadijuma gan SDTR
klatbutne, gan to precizais garums, gan sekvence bija drosi identific€jami ari in silico

programma PhageTerm (Garneau et al. 2017).

99,8% l
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8. attels. Fagu lielas terminazes subvienibas aminoskabju sekvencu evolucionaras
attiecibas. Fagu nosaukumi ir iekrasoti péc to pakosanas stratégijas, kuras ir noraditas labaja
pusé, kopa ar fagu Yanou ir izcelta violeta krasa. Evolucionaras attiecibas tika noteiktas ar

“kaiminu savienoSanas” metodi (Saitou and Nei 1987). Attela redzams optimalais koks ar zaru
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garumu summu 12,77615483. Par koka sakni ir noteikts ta viduspunkts. Pie zariem ir noraditas
procentualas veértibas (ja >80%) no 1000 bootstrap testu replikatiem, kuros radniecigas
sekvences tika sagrupétas kopa (Felsenstein 1985). Koks ir Zzim&ts meroga, zaru garumi att€loti
vienibas, kas atbilst evolucionarajam distancém, att€la apak$a dots meérogs. Evolucionarie
attalumi aprekinati, izmantojot p-attaluma metodi (Nei and Kumar 2000), un ir izteikti vienibas,
kas atbilst aminoskabju atSkiribam uz poziciju. Analize ietvéra 46 aminoskabju sekvences.
Sekvencu pielidzinasana tika veikta ar programmu Clustal W (Thompson et al. 1994). Visas
pozicijas, kuras bija parstavétas mazak neka 90% sekvencu, tika izslégtas no analizes. Tatad
mazak ka 10% pielidzinasanas spraugu, trikstoSu datu un neskaidru bazu tika atlautas katra
pozicija. Kopa galigaja datu kopa bija 371 pozicija. Evolucionaras analizes tika veiktas
programma MEGA7 (Kumar et al. 2016), iegitais koks tika vizualizéts programma FigTree
v1.4.2 (Rambaut 2014).

Figure 8. Evolutionary relationships of phage terminase large subunit amino acid
sequences. The names of phages are colored according to their packaging strategy which is
written on the right side, the clade with phage Yanou is highlighted in purple. The evolutionary
history was inferred using the Neighbor-Joining method (Saitou and Nei 1987). The optimal
tree with the sum of branch length = 12,77615483 is shown. The tree is rooted at midpoint. The
percentage of replicate trees in which the associated taxa clustered together in the bootstrap test
(1000 replicates) are shown (if>80%) next to the branches (Felsenstein 1985). The tree is drawn
to scale, with branch lengths in the same units as those of the evolutionary distances used to
infer the phylogenetic tree, the scale is given at the bottom of the figure. The evolutionary
distances were computed using the p-distance method (Nei and Kumar 2000) and are in the
units of the number of amino acid differences per site. The analysis involved 46 amino acid
sequences. Sequence alignment was performed with Clustal W (Thompson et al. 1994). All
positions with less than 90% site coverage were eliminated. That is, fewer than 10% alignment
gaps, missing data, and ambiguous bases were allowed at any position. There were a total of
371 positions in the final dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGA7 (Kumar ef

al. 2016), and the resulting tree was drawn in FigTree v1.4.2 (Rambaut 2014).
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5. SECINAJUMI

Darba gaita no dazadu Latvijas rozu dzimtas (Rosaceae) auglkopibas kultiiru augu
lapam tika izol&tas devinu baktériju celmu individualas kultiiras, viena no tam péc
16S rRNS géna sekvenéSanas tika identificéta ka sugas Cedecea davisae
jaunizdalits celms, kas nosaukts par H1.

. No kulturabeles (Malus domestica) lapam un dazadu pils€tu notekiidenu
paraugiem tika iegtti 14 C. davisae fagu izolati, no kuriem talakai izpéetei tika
izvelets izolats 9-1 ar nosaukumu Yanou.

. Péc TEM atteliem tika noteikts, ka faga Yanou virioniem ir podovirusiem
raksturigais morfotips.

Optimala temperatiira faga Yanou pavairoSanai Skidraja barotng, ta titréSanai uz
platém ar cieto barotni, ka ar1 ta saimnieka kultiiras C. davisae H1 audzeSanai ir
+37°C.

Fags Yanou ir relativi stabils péc 1 h inkubacijas pie pH7,4 un pH9, ka ar1 péc 30
min inkubacijas temperatiiras +30°C un +37°C, bet ta inficetspéja kritas pie pH4,
pHS, pH11,5 (p&c 1 h) un temperatiras +50°C, +60°C, +70°C (p&c 30 min).

. Fagam Yanou ir 40865 bp gar§ dsDNS linears genoms ar 159 bp gariem SDTR
tipa genoma fiziskajiem galiem, un taja identificgjami 55 ORF, kuru funkcijas,
izmantojot salidzino$as genomikas pieeju, var diezgan drosSi noteikt 36 ORF
produktiem.

. RNS polimerazi kodgjosa ORF klatbiitne Yanou genoma, kombinacija ar ta
virionu podovirusiem raksturigo morfologiju, liecina par Yanou piederibu
Autographiviridae fagu dzimtai.

Péc genomiskas DNS sekvencu lidzibas fagam Yanou radniecigakais ir
Escherichia fags JeanTinguely, bet no padzilinatak raksturotiem fagiem tuvakais
ir Escherichia fags T7.

. Vadoties péc ICTV bakteriofagu taksonu demarkacijas kriterijiem, Cedecea fags

Yanou parstav Autographiviridae dzimtas, Teseptimavirus gints jaunu sugu.
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PIELIKUMI



Identificesanas

_ Baktériju . Augsanas temperatiira Antibiotiku rezistence rezultati,
Kulttirauga _ Koloniju .
suga kulttras morfologiia balstoties uz
g nosaukums gl . . . icili 16S rRNS
RT | +30°C +37°C Kanamicins | Ampicilins sekvenci
Ab
ele Mq/us H1 G_a I_S ! + + + - + Cedecea davisae
domestica pelécigas
Saldais kirsi -
alcais I,<|r.5|s H2 Kosi + + + - + Pantoea sp.
Prunus avium dzeltenas
Meza abele H3 Blavi + + + - + Pantoea s
Malus sylvestris dzeltenas p-
Meza abele Blavi
H4 + + + - + Pant .
Malus sylvestris dzeltenas antoea sp
Majas bumbiere Bésigi Pseudomonas
. H5 + + - - +
Pyrus communis dzeltenas sp.
Meza abele Pelecigi Pseudomonas
. H6 o + + - - +
Malus sylvestris caurspidigas sp.
Korinte Pelécigi Pseudomonas
) H7 e + + - - +
Amelanchier sp. caurspidigas sp.
Piladzis Sorbus Bésigi Pseudomonas
. H8 + + - - +
aucuparia dzeltenas sp.
Saldais I,<|r.5|s H9 Pelécigi N . B > > Pseudomonas
Prunus avium baltas sp.

1. pielikums. Darba gaita izol&tas bakteriju kultiiras. Doti ir kulttiraugi, no kuru lapam katra

kultara tika izol&ta, koloniju morfologijas apraksts, augSanas temperatiiras (“+” nozimg, ka aug,

¢ 9

ka arT piederiba sugai vai gintij pec 16S rRNS géna sekvenéSanas datiem.

neaug), rezistence pret kanamiciu (10 pg/mL) un ampicilinu (50 ug/mL) (“?” — nav datu),

Appendix 1. Newly isolated cultures of bacteria. Plant species from which each culture was

isolated, descriptions of colony morphology, growth temperatures (“+” means growth, “—” no

growth), resistence against kanamycin (10 pg/mL) and ampicilin (50 pg/mL) (“?” — no data),

and species or genus according to 16S rRNA gene sequencing data are given.




Saimniekkulturas Faga - -
_ oo Faga Faga plaku
Kulturauga suga suga un izolata .
morfotips | morfologija
nosaukums nosaukums
Abele Malus domestica Cedecea davisae H1 F1 mioviruss | mazi, dzidri
Saldais kirsis Prunus avium Pantoea sp. H2 F2 sifoviruss ma2|_, .
dulkaini
lieli,
Lo . F3BL podoviruss d””"f’"”' ar
MeZa abele Malus sylvestris Pantoea sp. H3 dzidru
centru
F3DZ podoviruss | mazi, dzidri
Meza abele Malus sylvestris Pantoea sp. H4 F4 podoviruss | mazi, dzidri
Majas bumbler'e Pyrus Pseudomonas sp. F5 mioviruss | mazi, dzidri
communis H5
vid&ji,
Meza abele Malus sylvestris Pseudomonas sp. F6 mioviruss du“’(?ml ar
H6 dzidru
centru
Korinte Amelanchier sp. Pseudomonas sp. F7 mioviruss Vldej.l' .
H7 dulkaini
Pseudomonas s lieli, dzidri,
Piladzis Sorbus aucuparia H8 p- F8 podoviruss | ar dulkainu
armalu
S . Pseud . _ T
Saldais kirsis Prunus avium seu orHrwgnas P F9 podoviruss | lieli, dzidri

2. pielikums. Darba gaita no kultiraugu lapam izolétie fagi. Faga morfotips noteikts, analizgjot
TEM attelus. Plaki péc to diametra aprakstiti: mazi (~0,5-1mm), vid€ji (~1-2mm), lieli

(>2mm), to izmeéri ir salidzinati, inkubgjot plates pie RT.

Appendix 2. Newly isolated phages from plant leaves. The morfotype of phages was
determined by analysing TEM images. Plaques are described by their diameter: small (mazi)
(~0,5-1mm), average (vid€ji) (~1-2mm), big (lieli) (>2mm), their sizes are compared after

incubating plates at RT.



Genomu

o= Saimniekkultiras Faga - - Genoma | Paredzétie | Genomiski
Pilseta/ oo Faga Faga plaku . savstarp
_ suga un izolata . garums, genoma noteiktais s
kultdraugs morfotips | morfologija ). . - . éja
nosaukums nosaukums bp fiziskie gali | dzives cikls .
lidziba
Abele Mqlus F1 mioviruss mazi, dzidri 45482 Headful Lizogénais
domestica
mazi, dzidri
Riga 1-1 mioviruss ar dulkainu 45563 Headful Lizogénais
malu
mazi, dzidri
Salaspils 2-1 mioviruss ar dulkainu 89055 SDTR (570 Litiskais
bp)
malu
3-1 mioviruss mazi, dzidri 86270 SDT:p()SGQ Litiskais
Tukums mazi, dzidri
3-2 mioviruss ar dulkainu 89109 SDT: ()569 Litiskais
malu P
Valmiera 4-1 mioviruss | vidéji, dzidri 88754 SDT:p()57O Litiskais
vidéji, dzidri
Jékabpils 5-1 mioviruss ar dulkainu 88491 SDTR (570 Litiskais
bp)
malu
Cedecea davisae vid&ji, dzidri
Jelgava H1 6-1 mioviruss | ar dulkainu 88491 SDTR (570 Litiskais
malu bp)
mazi, dzidri
Ventspils 7-1 mioviruss ar dulkainu - - -
malu
mazi, dzidri
8-1 mioviruss ar dulkainu 89291 SDT:: ()570 Litiskais
Jarmala malu P
8-2 mioviruss | videji, dzidri 88756 SDTSp()SGQ Litiskais
videji, dzidri
Rézekne Yanou (9-1) | podoviruss | ar dulkainu 40865 SDTR (159 Litiskais
malu bp)
mazi, dzidri
Liepaja 10-1 mioviruss ar dulkainu - - -
malu
mazi, dzidri
Daugavpils 11-1 mioviruss ar dulkainu 89044 SDTR (570 Litiskais
malu bp)

3. pielikums. Darba gaita izolétie C.davisae fagi. Morfotips noteikts, analiz&jot TEM att€lus.

Plaki péc to diametra aprakstiti: mazi (~0,5—-1mm), vidgji (~1-2mm), lieli (>2mm), to izméri ir

salidzinati, inkubgjot plates pie +30°C. Genomu lidziba paradita ar dazadam krasam — viena

krasa ir dota tiem fagu izolatiem, kuri péc genoma nukleotidu sekvencu savstarpgjas lidzibas

potenciali pieder vienai sugai un reprezent€ tas izolatus.



Appendix 3. Newly isolated C. davisae phages. Morfotype was determined by analysing TEM
images. Plaques are described by their diameter: small (mazi) (~0,5-1mm), average (vidgji)
(~1-2mm), big (lieli) (>2mm), their sizes are compared after incubating plates at +30°C. The
similarity of genomes is shown by colors — those phage isolates which have the same color (by
the similarity of genome nucleotide sequences) potentially belong to one species and represent

its isolates.



4. pielikums. C. davisae fagu DNS restrikcijas profili, Skelot ar BamHI un HindIII restriktazu

kokteili. M — markieris (1 kb Plus DNA Ladder, ne visiem fragmentiem ir noraditi to garumi),

(1321

fagu izolatu paraugu nosaukumi ir doti virs attiecigajam kolonnam, apzimé ar So darbu

nesaistitu paraugu.

Appendix 4. DNA restriction profiles of C. davisae phages, after using BamHI and HindIII
restriction enzyme coctail. M — marker (1 kb Plus DNA Ladder, not all fragments are annotated
with their lengths), the names of phage isolates are given above the corresponding columns, -

” is used to label a sample which was not involved in this thesis.



DNS restrikcijas fragmentu garumi, bp
Fragmenta |Yanou + Yanou +

Nr. Bsp119I Munl Yanou + Pstl [Yanou + Smil
1 11061 8872 35696 24118
2 8564 8389 5169 6482
3 6526 7070 - 5169
4 4890 6248 - 5096
5 4603 4852 - -

6 3545 4131 - -

7 1283 1303 - -

8 _ - _

5. pielikums. Faga Yanou DNS restrikcijas profils un ta salidzinajums ar SkelSanu in silico. A
—restrikcijas profils: M — markieris (1 kb Plus DNA Ladder), 1 — Yanou + Bsp1191, 2 — Yanou
+ Munl, 3 — Yanou + Pstl, 4 — Yanou + Smil, ar sarkanu * simbolu apziméti loti vaji redzami
fragmenti. B — in silico genoma SkelSanas rezultata iegtitie DNS fragmenti un to garumi, zala
krasa — restrikcijas profila labi saskatami fragmenti, dzeltena — vaji saskatami vai parklajas ar

[

citiem fragmentiem, sarkana — fragments netika novérots, nav attiecinams.

Appendix 5. Restriction profile of phage Yanou and a comparison with restriction in silico. A
— restriction profile: M — marker (1 kb Plus DNA Ladder), 1 — Yanou + Bsp1191, 2 — Yanou +
Munl, 3 — Yanou + Pstl, 4 — Yanou + Smil, barely noticeable fragments are represented with a
red * simbol. B — expected DNA fragments in in silico restriction and their lengths, green color
— fragments are clearly visible in restriction profile, yellow — barely noticeable or overlapping

[ XA

fragments, red — fragment was not observed, not applicable.



Shine-Dalgarno (SD) sequence assuming antiSD of Cedecea davisae DSM 4568
ORF Strand Start End Pro.duct p:‘:,:‘:;,s: J:::E:i: ’ DeltaG Spacer Start Assigned product function
size 20 bp upstream of start » codon
and only helix (keal/mol} (bases)
formation)
ORF1 + 900 1250 116 ACACTATGAGGT AACACAAG GAGGU -5,86 8 ATG
ORF2 + 1250 1408 52 GAAGAGGAGG ATGAAGAGTA GAGGAGG -10,19 10 ATG
ORF3 + 1476 1682 68 ACTAACTGAAGGT ATCTATC AGGU -3,50 7 ATG
ORF4 + 1698 1898 66 GATAAAAT AGGA CTAACATC AGGA -3,61 ATG
ORFS + 2000 2143 47 CTTAACTTTGAATGGGAG TA GGGAG -5,73 2 ATG
ORF6 + 2140 2301 53 ATCAGAGGGG TACTGCACAA GAGGGG -6,17 10 ATG
ORF7 + 2285 2503 72 TAACAAGATAGGT TCCATCT AGGU -3,50 7 ATG
ORF8 + 2526 3605 359 AACATACAGGA CAAACTGCA AGGA -3,61 9 ATG
ORF9 ¥ 3676 | 6327 | 883 CTAACCGGAAGAGG CACGAA GAGG 3,61 5 ATG
ORF10 + 6513 6644 43 ACTAAGAGAGGA CTTTAAGT GAGGA -4,87 8 ATG
ORF11 + 6646 6918 90 TAGCTGGGAGG GTCAATAAG GGGAGG -8,98 9 ATG
ORF12 + 6943 7359 138 ACTCAGTATAGGAGG AAACC AGGAGG -8,93 5 ATG
ORF13 + 7356 8369 337 GGAAAGAATAGGAG ATTTGT AGGAG -5,68 6 ATG
ORF14 + 8552 8812 86 CTCACTAAAGGAG ACACTAT AAGGAG -6,61 7 ATG
ORF15 + 8812 9405 197 CGAATCAAGGAGGTG TTCTG AAGGAGGUG -14,21 5 ATG
ORF16 + 9395 9622 75 GAAACATAAGGA TAAGTGCT UAAGGA -5,87 8 ATG
ORF17 + 9615 9734 39 CTGTGTTATGGTGA ACCGCT GGUGA -5,88 6 ATG
ORF18 + 9736 9930 64 GCTATCGAGAGGT TACTGAT GAGGU -5,86 7 ATG
ORF19 + 9997 10695 232 ACCTAAAGGAG ATTAACATT AAGGAG -6,61 9 ATG
ORF20 + 10696 11151 151, ACGAAGACGGAG ATTTCTAA GGAG -3,61 8 GTG
ORF21 + 11148 11597 149 CAAGCGAAAGGAGTTAAGAA AAGGAG -6,61 7 GTG
ORF22 + 11578 12033 151 CAACAAGTGGAGG CATTTAA GGAGG -6,86 7 ATG
ORF23 + 12101 13801 566 GTTGATTAAGGA ATAACCAT UAAGGA -5,87 8 ATG
ORF24 + 13890 14102 70 CACTAAAGGAG ACACACATC AAGGAG -6,61 9 ATG
ORF25 + 14122 14391 89 ATCAAACAGGAG AAACCATT AGGAG -5,68 8 ATG
ORF26 + 14465 14872 135 TCACTATAGGAG ATATTACC AGGAG -5,68 8 ATG
ORF27 + 14891 17047 718 AATCAAT AGGAG AAATCAAC AGGAG -5,68 8 ATG
ORF28 + 17067 17363 98 ATTCTATAGGAG AAATTATT AGGAG -5,68 8 ATG
ORF29 + 17363 17572 69 ACTGTACGGGAGGTG TTCTG GGGAGGUG -13,33 5 ATG
ORF30 + 17572 17730 52 CGAATGGGAGG GTGTGTATA GGGAGG -8,98 9 ATG
ORF31 + 17717 18619 300 TGAGCTAGAGGAG AAACTTA GAGGAG -6,94 7 ATG
ORF32 + 18607 18720 37 ATTGACAAGGAG ATTTACCT AAGGAG -6,61 8 GTG
ORF33 + 18818 19072 84 CTCTAAGAGGA ATCTTTATC GAGGA -4,87 9 ATG
ORF34 + 19077 19343 88 TGATGGGGAGG ATTGACCTT UGGGGAGG -10,48 9 ATG
ORF35 + 19343 19744 133 GCATTTGGAGG CAAGAAGTG GGAGG -6,86 9 ATG
ORF36 + 19748 20068 106 ACTTTAAGGAGGT ATAAGTT UAAGGAGGU -13,44 7 ATG tail assembly protein
ORF37 + 20083 21693 536 ATTTAATCAGGAGGTGA CAC AGGAGGUGA -15,64 3 ATG portal protein
ORF38 + 21790 22713 307 ACTTTAAGGAG ACAATAATA UAAGGAG -7,94 9 ATG capsid assembly scaffolding protein
ORF39 + 22808 23839 343 TTTAAGAAGGAG ACATACAT AAGGAG -6,61 8 ATG major capsid protein
ORF40 + 23839 23997 52 GTGGTTTTCAAGGGGAAGTA AAGGGG -5,84 5 ATG
ORF41 + 24065 24655 196 CTGAAAGGAGGAGG AACTAT GAGGAGG -10,19 6 ATG T7 gp11-like tail tubular protein A
ORF42 + 24676 27063 795 TAATCAATAAGGAGG CTCTA UAAGGAGG -11,19 5 ATG T7 gp12-like tail tubular protein B
ORF43 ¥ 27144 | 27560 | 138 GACTACGGGAGG GTTTTCTT GGGAGG 8,98 8 ATG _
ORF44 + 27565 28155 196 CACGAAAGGAGG ATAACCAT AAGGAGG -9,86 8 ATG T7 gpl14-like internal virion protein
ORF45 + 28162 30423 753 AGACGGGGAGGT AATGAGCT GGGGAGGU -11,73 8 ATG T7 gp15-like internal virion protein
ORF46 + 30450 34424 1324 GCTACATAAGGAGG CCCTAA UAAGGAGG -11,19 6 ATG T7 gpl6-like internal virion protein
ORF47 + 34497 36293 598 ATTTACTTTAAGGAGGT CAA UAAGGAGGU -13,44 3 ATG tail fiber protein
ORF48 + 36306 36833 175 TTTACTGATAGGAGG ACGAT AGGAGG -8,93 5 ATG tail fiber assembly protein
ORF49 + 36888 37091 67 GGACTAATTTAGGAGG ATAC AGGAGG -8,93 4 ATG h
ORF50 + 37095 | 37364 | 89 AAGCCAATAAGGAG TAATAT UAAGGAG 7,94 3 ATG
ORF51 + 37459 37902 147 GAAAGTTAACGGGAGG CATT GGGAGG -8,98 4 ATG
ORF52 + 37574 37825 83 ATGGAAACAGGAGGT ACACA AGGAGGU -11,18 5 ATG -Sp:
ORF53 + 37912 39672 586 AAATCAAGTAAGGAGG CAAC UAAGGAGG -11,19 4 GTG
ORF54 + 39710 40153 147 GGCCAATTTAAGGAGGT AAT UAAGGAGGU -13,44 3 ATG
ORF55 + 40318 40467 49 AACATAA AGGGAGG AGACTT AGGGAGG -9,52 6 ATG

6. pielikums. Faga Yanou genoma anotacija. Tabula att€lots ORF numurs péc kartas, k&des
virziens, ORF sakums, beigas, géna produkta izmérs, SD sekvence, starta kodons un géna
produkta funkcija. * — (16s rRNA aste C. davisae DSM 4568 genoma (piekluves Nr.:
NZ KE161030.1): 3'-AUUCCUCCACUAG-5")

Appendix 6. Annotation of phage Yanou genome. ORF number, strand direction, ORF start,
end, gene product size, SD sequence, start codon and assigned product function are shown. * —
(16s rRNA DSM 4568 (accession: NZ KE161030.1): 3'-
AUUCCUCCACUAG-5")
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7. pielikums. Escherichia faga T7 viriona uzbtive un strukturalie proteini (Kemp et al. 2005).

Appendix 7. Structure and proteins of Escherichia phage T7 virion (Kemp et al. 2005)
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8. pielikums. Genomisko nukleotidu sekvencu lidziba starp fagu Yanou, piecu tam
radniecigako fagu pilniem genomiem (nr/nt datubaze) un 25 radniecigako datubazé RefSeq
atrodamo “references” fagu genomiem, aprékinata, izmantojot riku VIRIDIC (Moraru et al.
2020). Ne visi izmantotie fagi ir oficiali ieklauti ICTV taksonomija. Labaja pus€ ir redzama
fagu savstarpgja lidziba, krasojuma skala ir dota virs attéla. Kreisaja pusé katram fagu parim ir
noradita pielidzinata 1. faga genoma dala, atSkiriba abu genomu garumos un pielidzinata 2. faga

genoma dala, krasojuma skalas ir dotas augSpuse.

Appendix 8. Intergenomic similarity between phage Yanou, complete genomes of five most
closely related phages to Yanou (nr/nt database) and 25 full genomes of most closely related
“reference” phages to Yanou found in RefSeq database, similarity was calculated with a tool
VIRIDIC (Moraru et al. 2020). Not all used phages have been officially included in ICTV
taxonomy. On the right side the intergenomic similarity is shown, the colored scale is given at
the top of the figure. On the left side for each pair of phages is given aligned fraction genome
1, genome length ratio and aligned fraction genome 2, colored scales are given at the top of the

figure.
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9. pielikums. Fagu RNS polimerazes (A) un liela kapsida proteina (B) aminoskabju
sekvencu evolucionaras attiecibas. Fagu nosaukumi ir iekrasoti péc to saimnieka gints, pasu

fagu gintis ir rakstitas labaja pus€, ne visi fagi ir oficiali ieklauti ICTV taksonomija.



Evolucionaras attiecibas tika noteiktas ar “kaiminu savienoSanas” metodi (Saitou and Nei
1987). Attela redzami optimalie koki ar zaru garumu summu 0,94508003 (A) un 1,07344106
(B). Par koku sakni ir noteikti to viduspunkti. Pie zariem ir noraditas procentualas veértibas (ja
>80%) no 1000 bootstrap testu replikatiem, kuros radniecigas sugas tika sagrupétas kopa
(Felsenstein 1985). Koki ir zim€ti meéroga, zaru garumi att€loti vienibas, kas atbilst
evolucionarajam distanceém, att€lu apaksa doti merogi. Evolucionarie attalumi aprékinati,
izmantojot p-attaluma metodi (Nei and Kumar 2000), un ir izteikti vienibas, kas atbilst
aminoskabju atSkiribam uz poziciju. Katra analize ietvéra 52 aminoskabju sekvences. Sekvencu
pielidzinasana tika veikta ar programmu Muscle (Edgar 2004). Visas pozicijas, kuras bija
parstavétas mazak neka 90% sekvencu, tika izslégtas no analizes. Tatad mazak ka 10%
pielidzinasanas spraugu, trukstosu datu un neskaidru bazu tika atlautas katra pozicija. Kopa
galigaja datu kopa bija 850 (A) un 334 (B) pozicijas. Evolucionaras analizes tika veiktas
programma MEGA7 (Kumar et al. 2016), iegiitie koki tika vizualizéti programma FigTree
v1.4.2 (Rambaut 2014).

Appendix 9. Evolutionary relationships of RNA polymerase (A) and major capsid protein (B)
amino acid sequences. The names of phages are colored according to their host genus, their
own genus are written on the right side, not all phages have been officially included in ICTV
taxonomy. The evolutionary history was inferred using the Neighbor-Joining method (Saitou
and Nei 1987). The optimal trees with the sum of branch length = 0,94508003 (A) and =
1,07344106 (B) are shown. The trees are rooted at midpoint. The percentage of replicate trees
in which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (1000 replicates) are shown
(if >80%) next to the branches (Felsenstein 1985). The trees are drawn to scale, with branch
lengths in the same units as those of the evolutionary distances used to infer the phylogenetic
trees, scales is given at the bottom of the figure. The evolutionary distances were computed
using the p-distance method (Nei and Kumar 2000) and are in the units of the number of amino
acid differences per site. Each analysis involved 52 amino acid sequences. Sequence alignment
was performed with Muscle (Edgar 2004). All positions with less than 90% site coverage were
eliminated. That is, fewer than 10% alignment gaps, missing data, and ambiguous bases were
allowed at any position. There were a total of 850 (A) and 334 (B) positions in the final dataset.
Evolutionary analyses were conducted in MEGA7 (Kumar ef al. 2016), and the resulting tree
was drawn in FigTree v1.4.2 (Rambaut 2014).
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