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5. STRESZCZENIE

Bacillus cereus sensu stricto (zwane dalej B. cereus) to Gramdodatnie, tlenowe i
sporulujgce bakterie nalezace do grupy Bacillus cereus sensu lato. Laseczki tej grupy
charakteryzuje wysokie podobienstwo i zblizona organizacja struktury chromosomalnego
DNA, a réznice dotycza zasadniczo cech fenotypowych, determinowanych genami o
pochodzeniu plazmidowym, co jest gtdowna podstawa klasyfikacji tych bakterii do gatunkow.
Wiekszo$¢ izolatow B. cereus s.l. jest zaliczanych do B. cereus, bakterii powszechnie
wystepujacych w réznorodnych srodowiskach naturalnych 1 sporadycznie powodujacych
zatrucia pokarmowe i infekcje uktadu pokarmowego. Duze znaczenie gospodarcze i
medyczne ma tez B. anthracis jako czynnik wywotujacy waglik, grozng chorobg ludzi i
przezuwaczy oraz B. thuringiensis produkujacy biatka owadobdjcze stosowane w
przemystowej produkcji biologicznych preparatow owadobdjczych, wykorzystywanych w
rolnictwie, le$nictwie i ogrodnictwie. Glownym rezerwuarem B. cereus s.l. jest gleba, skad
dochodzi do transmisji endospor do produktow spozywczych, Kurzu badz przewodow
pokarmowych zwierzat.

Celami badan bylo okreslenie (i) stopnia polimorfizmu genetycznego, (ii) struktur
genetycznych populacji, (iii) powigzan filogenetycznych oraz (iv) stopnia zmiennoS$ci
genomowej izolatow B. cereus z prob gleby pobranych w Argentynie, Kazachstanie, Kenii
oraz Polsce. Przeprowadzenie badan umozliwito poglebienie wiedzy z zakresu genomiki B.
cereus. Nalezy podkresli¢, ze jednoczesne analizy kilku populacji tych laseczek z réznych
lokalizacji z zastosowaniem tak rozbudowanej i nowoczesnej metodologii badawczej nie jest
znane w literaturze przedmiotu i pozwolito na zapoznanie si¢ z Wlasciwosciami B. cereus w
wymiarze miedzykontynentalnym.

Analizy majace na celu wyznaczenie polimorfizmu genetycznego wsrod czterech
odlegtych geograficznie glebowych populacji B. cereus z zastowaniem typowania na
podstawie fragmentéw nukleotydowych kilku loci (MLST), wskazuja na wysoki stopien
zroznicowania (identyfikacja 354 alleli), przy czym populacja polska ujawnita najwyzszy
poziom réznorodnosci (385 miejsc polimorficznych w 40 typach sekwencyjnych). Tlos¢
przypisanych ST w poszczegdélnych lokalizacjach byla zréznicowania. W tym zakresie
wyréznia si¢ populacja B. cereus z Kanii, gdyz wszystkie izolaty sklasyfikowano do
oddzielnych, nieopisanych wczes$niej typow sekwencyjnych (42 ST). Zestawienia

poréwnawcze pokazaly zblizone tendencje ewolucyjne we wszystkich badanych loci w
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postaci liczby miejsc polimorficznych, niezaleznie od pochodzenia izolatow. Natomiast
wyznaczone przedzialy wartosci wspotczynnikow r/m wskazuja na zmienng czgstotliwosé
zachodzenia rekombinacji w poszczegdlnych populacjach (od 0,7 wsrdd izolatow z
Argentyny do 3,7 wérdd izolatow z Kenii i Polski). Z kolei niskie warto$ci wspotczynnikow
dN/dS (od 0,027 do 0,038), sugerujace klonalno§¢ wszystkich populacji, nie znalazty
odzwierciedlenia w ich strukturach genetycznych, gdyz sposrod 161 B. cereus, tylko 37%
tworzy kompleksy klonalne. Analizy sekwencji nukleotydowych typow sekwencyjnych za
pomoca algorytmu Ecotype Simulation ujawnity wystgpowanie domniemanych ekotypow
wsrod badanych populacji.

Odtworzenie filogenezy na podstawie fragmentdow siedmiu genéw metabolizmu
podstawowego (tacznie 2829 nukleotydow) ujawnito zréznicowany stopien pokrewienstwa z
szczepami referencyjnymi B. cereus s.l.. Laseczki z prob gleby z Argentyny i Kenii nie
wykazaly pokrewienstwa filogenetycznego ze szczepami psychrotolerancyjnymi, w
przeciwienstwie do B. cereus z Kazachstanu i Polski, co sugeruje dostosowanie zwigzane z
odmiennymi warunkami Klimatycznymi. Ustalenie powigzan filogenetycznych w aspekcie
migdzykontynentalnym ukazaly tendencje do formowania pigciu odrebnych linii
filogenetycznych (kladow), korespondujacych z pochodzeniem izolatow. Jednakze Zadna z
linii filogenetycznych nie zostata utworzona przez bakterie wylgcznie z jednego kontynentu.

Na postawie obecnosci determinant genetycznych biatek replikacji RepA oraz RepX
wykazano powszechno$¢ nosicielstwa plazmidow typu pXO1 i pXO2 wsrod glebowych
laseczek B. cereus, z przewaga pXO2-pozytywnych izolatow. Wzgledny stopien ekspres;ji
genow kodujacych biatka replikacji w/w plazmidéw na poziomie transkryptomu okazat sig¢
bardziej jednolity we wszystkich populacjach w przepadku genu repA_N, kodujacego biatko
replikacji plazmidu pXO2. Analizy poréwnawcze z replikonem plazmidu pXO2 oraz
plazmidow typu pXO2 w B. cereus wskazuja na taki sam uktadu poszczegdlnych elementow,
jednak plazmidy B. cereus charakteryzujg podstawienia nukleotydowe, odrdzniajgce ich
replikony od replikonu pXO2 B. anthracis.

Wyniki badan zaprezentowane w moim doktoracie znaczaco podnosza zakres wiedzy na

temat genetycznych uwarunkowan srodowiskowych populacji B. cereus.
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6. ABSTRACT

Bacillus cereus sensu stricto (B. cereus) are Gram-positive, aerobic and spore-forming
bacteria belonging to Bacillus cereus sensu lato (B. cereus group). Members of the group
display a high degree of genetic similarity, but different phenotyphic features, mainly
transferred on plasmids, will allow them to be classified into separate species. The highest
number of B. cereus s.l. isolates are classified as B. cereus, bacilli widely distributed in
various environments. These bacilli sporadically cause food poisoning and intestinal
infections. B. anthracis, another member of the group, is a very important in the area of
human economy and health as a factor causing anthrax — dangerous disease of human and
ruminants. In turn, B. thuringiensis producing insecticidial proteins, is used in biopesticides.
The main reservoir of B. cereus s.l. is the soil, from endospores are transmitted to foodstuffs,
dust or animal digestive tracts. Until now the occurrence of the gene transfer process (for
example virulence genes) between members of the B. cereus group has been repeatedly
revealed.

The aims of this PhD thesis were determine (i) the degree of genetic polymorphism, (ii)
genetic populations structures, (iii) reconstruction of phylogenetic relationships and (iv)
determination of genome variability of B. cereus isolates from soil samples collected in
Argentina, Kazakhstan, Kenya and Poland. This analysis made it possible to get acquainted
with the properties of the above bacteria in the aspect of the specific geographical location
and in the intercontinental dimension.

The application of typing based on nucleotide fragments of several loci (MLST) allowed
to obtain molecular data for the study of genetic differentiation and phylogeny of B. cereus
isolates. Analyzes of nucleotide sequence by Ecotype Simulation algorithm made it possible
to designate putative ecotypes among the studied populations. Additionally, on the basis of
the presence of genetic determinants of the RepA and RepX replication proteins, the
frequency of the pXOL1- and pXO2-like plasmids of B. anthracis among soil B. cereus isolates
were estimated. In turn, the sequencing of replicons of pXO2 plasmids enabled the
comparison of their organization and nucleotide structures.

Analyzes aimed at estimating genetic polymorphism among four geographically distinct
soil populations of B. cereus showed a high degree of differentiation in all of them
(identification of 354 alleles), while the Polish population revealed the highest level of
diversity (385 polymorphic sites among 40 sequence types). The number of assigned STs in
individual locations was differentiated, with all Kenyan isolates classified into separate,
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previously unwritten sequence types (42 STs). Comparative analysis showed similar
evolutionary tendencies in all examined loci in the form of the number of polymorphic sites,
regardless of the origin. However, the determined ranges of r/m coefficients indicate a
variable frequency of recombination occurrence in individual populations (from 0,70 among
the isolates from Argentina to 3,70 among the isolates from Kenya and Poland). On the other
hand, low values of dN/dS factors (from 0,027 to 0,038) suggesting the clonality of all
populations was not reflected in their genetic structures, because only 37% isolates from 161
B. cereus form clonal complexes.

The reconstruction of phylogeny in individual populations revealed a different degree of
relationship with the B. cereus sensu lato reference strains. Bacilli from Argentina and Kenya
did not show phylogenetic relationships with psychrotolerant strains, unlike to B. cereus from
Kazakhstan, which suggests the ecotypic nature of the B. cereus populations, probably
associated with different climatic conditions. Establishing phylogenetic relationships in the
intercontinental aspects showed a tendency to form five separate clades, corresponding to the
origin of the isolates. Importantly, none of them created bacteria from only one continent.

The ubiquity of the carriage of pXO1- and pXO2-like plasmids among soil B. cereus has
been demonstrated in all studied populations. The frequency of pXO2-like positive isolates in
all cases exceeding the number of pXOl-like positive bacilli. The relative degree of
expression of the genes encoding the replication proteins of these plasmids at the
transcriptome level has been proved more homogenous in all populations in the case of the
repA_N gene, carried on pXO2-like plasmids. Comparative analyzes with the replicon of B.
anthracis pXO2 plasmid revealed the same arrangement of its elements. However, the
nucleotide sequences of B. cereus replicons revealed the presence of characteristic nucleotide
substitutions among soil isolates, distinguishing their replicons from the B. anthracis.

The study presented in the doctoral thesis expand our knowlege on the genetic nature of

environmental B. cereus populations.
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7. WSTEP

7.1. Bacillus cereus sensu stricto

B. cereus sensu stricto (zwany dalej B. cereus) to Gramododatnia, tlenowa i sporulujaca
laseczka (Duport i wsp., 2016). Ze wzgledu na formowanie przetrwalnikoéw opornych na
dziatanie niekorzystnych czynnikéw zewnetrznych, ta bakteria jest szeroko rozpowszechniona
w roznorodnych $rodowiskach, przez co w istotny sposob wptywa na zdrowie oraz
gospodarke cztowieka. Miedzy innymi sporadycznie wywotuje zatrucia pokarmowe oraz
infekcje biegunkowe u ludzi (Dierick i wsp., 2005; Logan 2011; Michelet i wsp., 2006;
Tewari i Abdullah, 2015). Oprocz gleby, formy przetrwalne B. cereus przedostajg si¢ do
produktow spozywczych, osadéw sedymentacyjnych zbiornikéw wodnych 1 kurzu (Brillard i
wsp., 2015; Ceuppens i wsp., 2013; Jensen i wsp., 2003; Rosenquist i wsp., 2005). Zasiedlaja
tez przewody pokarmowe kregowcow i bezkregowcow (Swiccicka i Mahillon, 2006;
Swiecicka, 2008).

B. cereus, ze wzglegdu na dynamik¢ genomu (Bartoszewicz i Marjanska, 2017;
Hoffmaster i wsp., 2004) oraz stopien pokrewienstwa z gatunkami zaliczanymi do Bacillus
cereus sensu lato (dalej B. cereus s.I. lub grupa B. cereus) jest doskonalym modelem badan
struktur populacji oraz zaleznosci filogenetycznych mikroorganizméw. Ta grupa bakterii,
oprocz B. cereus, obejmuje miedzy innymi (i) B. anthracis, czynnik etiologiczny waglika,
groznej choroby ludzi i przezuwaczy (Fouet 2009), (ii) B. thuringiensis, entomopatogen,
zdolny do formowania biatkowych toksyn owadobojczych stosowanych w produkcji
naturalnych $rodkéw ochrony roslin (Schnepf i wsp., 1998; Rodriguez i wsp., 2015), (iii)
termotolerancyjne i chorobotworcze B. cytotoxicus oraz (iv) B. toyonensis, uzywany obecnie
w wytwarzaniu probiotykow dla zwierzat (Guinebretiére 1 wsp., 2013; Kantas 1 wsp., 2014).
Dodatkowo, grupe B. cereus stanowi (v) psychrotolerancyjny B. mycoides, ktory wspomaga
wzrost roslin szpilkowych oraz hamuje rozwéj grzybow z rodzaju Fusarium, jak tez obniza
jakos¢ w artykutow spozywczych przechowywanych w warunkach chtodniczych (Czaban i
wsp., 2004), a wraz z (vi) B. pseudomycoides, wyrdzniaja si¢ ryzoidalnym wzrostem kolonii
na podlozach agarowych. Najwiecej watpliwosci budzi przynalezno$¢ do grupy
psychrotolerancyjnego (vii) B. weihenstephanensis, charakteryzujacego si¢ obecnosScig
specyficznych sekwencji w obrgbie 16S rRNA oraz genu cspA (Lechner 1998). Ostatnie
analizy poréwnawcze szczepow B. weihenstephanensis DSM11821T oraz B. mycoides

DSM2048T rzucity nowe $wiatlo na rozroznianie ich jako oddzielnych gatunkéw. Na
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postawie porownan genomoOw i profili metabolicznych zaproponowano reklasyfikacje B.
weihentephanensis do B. mycoides (Liu i wsp., 2018). Z kolei analizy bioinformatyczne
wskazujg na zwigzek pomig¢dzy typem biatek rybosomalnych B. cereus s.l. a adaptacjami do
réznych nisz termicznych tych bakterii (Fiedoruk i wsp., 2017). Interpretacja sktadu
aminokwasowego tych bialek pozwolita na wyznaczenie prawdopodobnej S$ciezki
dywergencji pomigdzy cztonkami tej grupy, zaleznej od doboru naturalnego zwigzanego z
temperaturg srodowiska bytowania.

Podczas gdy badania dotyczace chorobotworczosci grupy B. cereus oraz zroznicowania
genetycznego bakterii z pojedynczych $rodowisk sa czesto podejmowane (Drewnowska i
Swiecicka, 2013; Dréan i wsp., 2015; Ko i wsp., 2004; Thorsen i wsp., 2015), to
wieloaspektowe analizy wielu populacji, w szczegdlnosci z odleglych lokalizacji, sg

niedostateczne.

7.2. Filogeneza bakterii

Droga rozwoju rodowego, pochodzenie i zmiany ewolucyjne organizmoéow (zwykle gatunkow)
sg przedmiotem badan filogenetycznych. Zrekonstruowanie relacji ewolucyjnych pomiedzy
mikroorganizmami shuzy zrozumieniu proceséw ewolucyjnych, mechanizméw narastania
zmienno$ci oraz udziela odpowiedzi na zasadnicze pytania dotyczace dystrybucji
specyficznych cech w obrebie badanej grupy, jak tez ich dyspersji w $rodowisku. Na
podstawie filogenezy mozliwe jest przewidywanie kierunkéw dalszego réznicowania si¢ cech
genotypowych 1 fenotypowych bakterii oraz ich ewentualnych skutkéw. Uzyskane dane sa
cennym zrodlem informacji nie tylko w obszarze naukowym, ale takze w wielu dziedzinach
zwigzanych z gospodarka 1 zdrowiem czlowieka. Jednakze odtworzenie zaleznoS$ci
filogenetycznych bakterii jest bardzo trudnym wyzwaniem. Pierwsze proby wyznaczenia
powiagzan filogenetycznych pomigdzy bakteriami opieraty si¢ na porownywaniu morfologii
i/lub cech metabolizmu (Sobczynski i wsp., 2005). Wkrétce okazalo sig, ze to bledna Sciezka,
poniewaz analizowane cechy fenotypowe sg plastyczne i wykazujg zmienno$¢ w zaleznosci
od warunkéw srodowiska. Te niedogodnosci w drugiej potowie XX wieku staty si¢ powodem
intensywnego poszukiwania i rozwoju technik umozliwiajacych wyznaczenie stopnia
pokrewienstwa bakterii. Rozpocz¢to nowg ere ustalania powigzan filogenetycznych w oparciu
0 dane molekularne, tj. izoenzymy (Selander i wsp., 1986), sekwencje nukleotydéw kwasow
nukleinowych (RNA i/lub DNA) (Seo i Yokota, 2003) oraz aminokwaséw w tancuchach
biatkowych (Pastor i wsp., 1990). Opracowywanie kolejnych technik pokazato, ze najbardzie;j

miarodajne dane uzyskuje si¢ poprzez analizg sekwencji genow kodowanych na chromosomie
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bakteryjnym, w tym typowania na podstawie skladu nukleotydowego kilku genéw
metabolizmu podstawowego (ang. Multi Locus Sequence Typing) (Maiden i wsp., 1998).
Koncepcja MLST opiera si¢ na sekwencjonowaniu fragmentow siedmiu genow
metabolizmu podstawowego, przy czym u roéznych gatunkow sg analizowane inne loci.
Nastepnie kazdej nowej, unikatowej sekwencji w obrebie kazdego z gendow nadawany jest
numer allelu. Kombinacj¢ konkretnych alleli ze wszystkich loci taczy si¢ w tzw. profil
alleliczny i przypisuje numeryczne oznaczenie typu sekwencji (ang. sequencing type, ST).
Wszystkie nowe allele analizowanych fragmentéw gendéw oraz typy sekwencyjne sg
deponowane w ogolnodostepnej bazie MLST (www.mlst.net). Udostgpnianie tego typu
sekwencji umozliwito m.in. poréwnywanie i analizowanie zgromadzonych danych w aspekcie
mi¢dzykontynentalnym. MLST jest doskonalym narz¢dziem do analizowania powigzan
filogenetycznych, polimorfizmu genetycznego oraz struktury genetycznej badanej populacji
(Drewnowska i Swigcicka, 2013; Tanabe i wsp., 2007) i z tego wzgledu zostaty zastosowane

W niniejszej pracy.

7.3. Ekotypowy charakter populacji bakteryjnych a filogeneza

Bakterie charakteryzuje naturalna zmienno$¢ sekwencji DNA chromosomu bakteryjnego.,
czego efektem jest dynamiczna i zréznicowana pula genowa, umozliwiajgca przetrwanie
komorek bakteryjnych w warunkach stresowych. Jednym z czynnikdéw, oprocz m.in.
rekombinacji 1 mutacji, wplywajacych na kompozycj¢ nukleotydowa chromosomu
bateryjnego, jest oddziatywanie czynnikow srodowiskowych (Cohan i Koeppel, 2008; Connor
1 wsp. 2010). Dotychczasowe badania udowodnity, ze wptyw na ksztaltowanie zmiennosci w
obrebie populacji glebowych maja m.in. poziom zasolenia, potencjat wodny, ilo$¢ substacji
organicznych w podtozu lub ekspozycja na swiatto (Ceuppens i wsp., 2013; Cohan i Koeppel,
2008; Drewnowska i Swiccicka, 2013). Zatem w celu zrozumienia powiazan
filogenetycznych wynikajacych z réznorodnos$ci genetycznej, nalezy uwzgledni¢ czynniki
ekologiczne oddziatywujace na badang grupe. Takie podejscie umozliwia ujawnianie
ekologicznych aspektow wczesnych rozbieznosci w historii ewolucyjnej badanej grupy oraz

pomaga w wyjasnianiu zrodet roznorodnosci bakteryjnej (Connor i wsp., 2010).
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W wyznaczaniu powstawania linii filogenetycznych wazne jest identyfikowanie
pierwszych zmian ekologicznych odrézniajacych rozbiezne $ciezki ewolucyjne. Propozycja,
ktéra utatwia zrozumienie tego zagadnienia byto wprowadzenie pojecia ekotypu (Cohan i
Perry, 2007), majacego na celu podkreslenie ekologicznego wymiaru specjacji. Przyjeto, ze
ekotyp to ekologicznie jednorodna subpopulacja danego gatunku, ktérej réznorodnos¢ jest
ograniczana silg kohezji, selekcjg okresowa i/lub dryfem genetycznym (Widenbeck i Cohan,
2011). Powstawanie nowych ekotypow jest nastgpstwem zachodzenia korzystnych zmian
(rekombinacji, mutacji) w obrebic genotypu, pozwalajagcych na =zajecie nowej niszy
ekologicznej. Co wigcej, dywergencja nowego wariantu ekotypu mozliwa jest po przejsciu
kompromisu z wyjsciowym ekotypem w zakresie dostosowania. W konsekwencji nie
dochodzi do konkurencji z ekotypem macierzystym w starej niszy (Wiedenbeck i Cohan,
2011). Nalezy jednak mie¢ na wzgledzie, ze dzialajaca na ekotypy selekcja okresowa
faworyzuje warianty (tzw. mutanty adaptacyjne) najlepiej dostosowane do warunkow
srodowiska (Ward 2006). Wynikiem dziatania tego zjawiska, oprocz usuwania réznorodnosci
w obrebie ekotypu, jest dominacja osobnikdw nowego typu. Co istotne, nie wplywa to na
polimorfizm innych ekotypow, poniewaz odrebne ekotypy ze soba nie konkuruja.
Dodatkowo, cykl selekcji okresowych zapewnia istnienie sity kohezji (spdjnosci) i w efekcie
utrzymywanie integralnosci w obrebie kazdej subpopulacji.W dywergencji nowych ekotypoéw
wazng role odgrywa horyzontalny transfer genow (HTG) (Wiedenbeck i Cohan, 2011).
Badania pokazaly, ze zyskanie nowej, przydatnej funkcji ekologicznej przez biorce (ang.
recipient) w wyniku tego zjawiska, moze by¢ przyczyng wystgpienia selekcji okresowe;,
utrwalajacej te cech¢ (Ryc. la). Niewykluczone, ze w innym wariancie nabyta cecha jest
bardziej korzystna od juz istniejacej (Ryc. 1b). W konsekwencji prowadzi to do rozdzielania

si¢ osobnikow o zrdznicowanych cechach przystosowawczych do osobnych ekotypow.
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Ryc. 1. Zmiany nisz ekologicznych jako konsekwencje horyzontalnego transferu gendéw. Na
podstawie Wiedenbeck i Cohan’a 2011.

Jednymi z pierwszych organizméw prokariotycznych, dla ktérych wykazywano adaptacje
do konkretnych mikrosiedlisk byly bakterie Bacillus simplex i Bacillus subtilis-Bacillus
licheniformis izolowane z gleby z podtnocnego oraz potudniowego stoku tzw. ,,Kanionu
Ewolucyjnego” w poétnocnym Izraclu. W tych badaniach, ksztattowanie oddzielnych
ekotypow zalezato od ekspozycji stonecznej stoku oraz tekstury/rodzaju gleby stokow (Cohan
1 Koeppel, 2008). Co wazne, oprocz izolatow glebowych, analizowano takze inne bakterie
pod katem przystosowania do réznorodnych §rodowisk w celu potwierdzenia teorii ekotypow,
m.in. Synechococcus z goracych zrodet Parku Yellowstone (Ward 2006) czy Mycobacterium
tuberculosis od roznych gospodarzy (Smith i wsp., 2006).

Przypisanie poszczegolnych izolatow do swoistych domniemanych ekotypow wymaga
dodatkowych analiz. W 2008 roku Koeppel 1 wspolpracownicy wykazali, ze rozdziat bakterii
do osobnych ekotypow nie moze zosta¢ przeprowadzony tylko i wylacznie na podstawie
drzewa filogenetycznego. Powodem byta niejasno$¢, na ktérym poziomie pokrewienstwa
mozna oszacowac czy odrebne badane izolaty mozna juz sklasyfikowac¢ jako ekologicznie
odrebne subpopulacje. Tym samym zaproponowano stosowanie m.in. algorytmu Ecotype
Simulation (ES), w celu wyodrebniania w badanej grupie bakterii oddzielnych ekotypow.
Zalozono, ze podstawg jest oszacowanie powigzan filogenetycznych pomiedzy
analizowanymi bakteriami na postawie sekwencji nukleotydowych. Algorytm przewiduje

histori¢ ewolucyjng badanych organizméw z uwzglgdnieniem stopnia formowania ekotypow
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(ang. ecotype formation, EF), selekcji okresowej (ang. periodic selection, PS) oraz dryfu
genetycznego (ang. drift, D). Na podstawie danych poddanych symulacji za pomoca
algorytmu ES, przewidywane sg substytucje nukleotydowe w obrgbie danego kladu a
nastepnie rozdziat jego cztonkow na domniemane ekotypy (PE). Stwierdzono, ze szczegolnie
wazne jest stosowanie teorii ekotypow dla trudnych do odrdznienia i bliskospokrewnionych
bakterii np. w obrebie grupy B. cereus (Cohan i Perry, 2007; Drewnowska i Swiecicka, 2013).
Jednakze nalezy pamictaé, ze ekologiczna odrgbno$é, ktorg si¢ obserwuje, jest zawsze Scisle

zwigzana z srodowiskiem/sposobami zycia.

7.4. Zmienno$¢ genetyczna a struktura populacji

W przystosowywania si¢ bakterii do zmieniajacych si¢ warunkéw $rodowiska, poza
mutacjami i rekombinacjami, istotng funkcje pelnig inne mechanizmy modulujgce ich
zmienno$¢ genomowg. Oprocz zwigkszania lub zmniejszania ilosci informacji genetycznej w
obrgbie genomu, bardzo wazng rolg odgrywaja tez rearanzacje genetyczne.

Jednym z podstawowych 1 rozpowszechnionych mechanizméw umozliwiajacym
nabywanie nowych genow jest horyzontalny transfser genow (ang. horizontal gene transfer,
HTG). Polega na wprowadzaniu do genomu elementow genetycznych od innych bakterii lub z
otoczenia na drodze koniugacji, transdukcji albo transformacji (Kasprzykowska i
Sobieszczanska, 2014). Dane literaturowe wskazuja, ze U bakterii ogromne znaczenie
odgrywa proces koniugacji, podczas ktorego dochodzi do wymiany mobilnych elementow
genomu, czyli plazmidow. Pomimo Ze, plazmidy nie sg niezbedne do przezycia ,,gospodarzy”,
to przenoszag geny warunkujagce wiele istotnych cech utatwiajgcych przystosowanie do
warunkow $rodowiskowych oraz konkurencj¢ z innymi bakteriami w danej niszy (Dziewit i
Bartosik, 2011). Dotychczas wykazano, ze pomigdzy laseczkami B. cereus s.l. réwniez
dochodzi do przeptywu plazmidow (Adams i wsp., 2014). O nasileniu koniugacji w tej grupie
bakterii $§wiadczy wystepowanie homologow plazmidoéw typu pXO1 i pXO2 B. anthracis u
innych przedstawicieli B. cereus s.l. z réznych §rodowisk (Swigcicka i wsp., 2013; Adams i
wsp., 2014; Bartoszewicz i Marjanska, 2017). Przeptyw tego rodzaju plazmidéw budzi
pewnego rodzaju obawg, gdyz u B. anthracis zlokalizowane sg na nich geny kodujace
determinanty zjadliwosci waglikowej (odpowiednio: pXO1l — czynnik obrzeku (EF),
letalnego (LF) i antygen ochronny (PA); pXO2 — otoczka poli-D-glutaminowa). Zauwazono,
ze dokonalym sposobem na identyfikacje obecnosci tego typu plazmidu w genomie
bakteryjnym jest potwierdzenie obecnosci gendw kodujacych biatka inicjacji ich replikacji, tj.

repX dla pXO1 oraz repA N dla pXO2 (Mock i Fouet, 2001). Badania wykazaty, ze akurat
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ten region plazmidéw charakteryzuje si¢ wysokim poziomem konserwatywnosci i jest celnym
markerem molekularnym do wyznaczania frekwencji plazmidéw typu pXO1 i pXO2.

Badania natury plazmidéw pXO2 (przenosi jedng z gtéwnych determinant zjadliwosci
waglikowej — gen kodujacy otoczke poli-D-glutaminowsg - ktora chroni bakterie B. anthracis
w organizmie gospodarza przed fagocytoza) ujawnily, ze nalezy on do duzej rodziny
plazmidow koniugacyjnych pAMp1, charakteryzujacych si¢ systemem replikacji typu theta.
Zawsze rozpoczyna sie¢ 0na W miejscu inicjacji replikacji zwanym ori (ang. origin) (Bruand i
wsp., 1993). Co wigcej, przeprowadzone dotychczas badania regionu odpowiadajacego za
powielenie tego plazmidu, ujawnity, ze kolejnym elementem niezbednym do tego procesu jest
tzw region CT, regulujacy transkrypcje genu repA_N na zasadzie antysensownego RNA
(Bruand i Ehrlich, 1998). Dotychczasowe analizy molekularne (Tinsley i wsp., 2004; Tinsley
i Khan, 2007) pokazaty, jak zorganizowany jest cate replikon plazmidu typu pXO2. Jednakze
dotychczas nie przeprowadzono badan replikonu typu plazmidow u srodowiskowych izolatow
B. cereus, w odr6znieniu do plazmidéw typu pXO1 (Bahl i Rosenberg, 2010).

Efektem dzialania proceséw ewolucyjnych i czynnikoéw ekologicznych jest ksztalttowanie
genetycznej struktury populacji (Greenbaum i Fefferman, 2017). MLST, bazujace na
sekwencjach nukleotydowych fragmentow genow metabolizmu podstawowego, to bardzo
dobre zrédto informacji o architekturze genetycznej badanych populacji bakteryjnych (Song i
wsp., 2016; Liu i wsp., 2017). Analiza sktadu nukleotydowego umozliwia réwniez uzyskanie
odpowiedzi na pytanie, jakie procesy wplywaja na uksztattowanie charakterystycznych dla
badanej grupy powigzan genetycznych. W tym zakresie szczegdlne znaczenie ma
zaproponowany przez Feila 1 wspotpracownikoéw (2004) algorytm eBURST. Zastosowanie go
do analizy danych MLST umozliwia wyznaczenie genotypu zatozycielskiego 1 wyznaczenie
kompleksoéw klonalnych w obrebie analizowanej populacji (na kompleks klonalny sktada sig¢
genotyp dominujacy i inne blisko z nim spokrewnione genotypy — typy sekwencyjne
posiadajace sze$¢ lub siedem identycznych alleli w obrgbie badanych genéw metabolizmu
podstawowego). Wyznaczenie w ten sposOb struktury genetycznej populacji bakteryjnej
zyskato ogromne uznanie wsrdd naukowcow. Umozliwito zbadanie sposobu rdznicowania si¢
klonow 1 identyfikacje komplekséw klonalnych o szczegdlnym znaczeniu klinicznym m.in.
Streptococcus pneumoniae badz Campylobacter jejuni (Feil i wsp., 2004).

Przeprowadzone dotyczas badania w obrgbie grupy B. cereus wykazywaly wystgpowanie
zarowno kompleksow klonalnych (ang. clonal complex, CC) oraz singletonow (S) (Cardazzo
1 wsp., 2008; Drewnowska i Swiqcicka, 2013; Bartoszewicz i Marjanska, 2017). Badania nad

B. cereus izolowanymi z zywnosci przez Cardazzo 1 wspotpracownikow (2008) ujawnily, ze
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przejawiaja one podobng tendencj¢ zardwno do tworzenia kompleksow klonalnych jak tez tez
singletonéw (izolaty posiadajace mniej niz sze$¢ wspolnych alleli genow metabolizmu
podstawowego). Wartosci wspolczynnikow asocjacji (1°4) oraz wspotczynnikéw mutaciji
niesynonimowych do synonimowych (dN/dS) otrzymane w badaniach Drewnowskiej i
Swigcickiej (2013) jednoznacznie sugerowaly klonalng struktura genetyczna glebowych
izolatéw z grupy B. cereus. Pozostawato to w sprzeczno$ci z wynikami uzyskanymi za
pomocag algorytmu eBURST, ktory wyznaczyl réwniez duzg ilo$¢ singletonow (19
kompleksow klonalnych i1 80 singletondw) oraz roznorodnos$cig ekologiczng pomiedzy blisko
spokrewnionymi izolatami. Jest to najprawdopodobniej wynik genetycznej dywersyfikacji
umozliwiajacej przystosowywanie si¢ do réznych nisz ekologicznych. Co wazne, podobne
obserwacje co do ekotypowej struktury populacji wykazala takze Hu wraz z

wspotpracownikami (2009 a).

Ze wzgledu na szeroke plaszczyzng oddziatywania izolatow B. cereus z wieloma
dziedzinami zycia czlowieka, wyznaczenie zaleznosci filogenetycznych pomigedzy
przedstawicielami tego gatunku z réznych lokalizacji jest konieczne. Dodatkowo, dzigki
rekonstrukcji filogenetycznej mozna wyznaczy¢ réznorodno$¢ w obrebie oraz pomiedzy
badanymi populacjami (Ramette i wsp., 2009). Ostatnie badania majace na celu oszacowanie
powigzan w obrebie omawianej grupy dowodza, jak nadal wazne do ustalenia oraz istotne jest

to zagadnienie (Liu i wsp., 2017; Yang i wsp., 2017; Méric i wsp., 2018).
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8. CELE BADAWCZE | HIPOTEZY

Najczestszym celem badan B. cereus sa wlasciwosci patogenne oraz aktywnosc
biochemiczna w produktach spozywczych, gtownie mleku oraz jego przetworach. Z tego
wzgledu w literaturze przedmiotu zazwyczaj sg opisywane pojedyncze szczepy, powigzane z
przypadkami chorobowymi. Tymczasem w odniesieniu do badan populacyjnych analizowane
sa jedynie pojedyncze, najcze$ciej male populacje. W istocie obecnie brak jest
wyczerpujacych danych na temat zmienno$ci genomowej i powigzan filogenetycznych
pomiedzy srodowiskowymi laseczkami B. cereus w aspekcie mi¢dzykontynentalnym. Jest to
niezmiernie istotne zagadnienie ze wzglgdu na powszechnos¢ ich wystepowania i potencjalne
znaczenie sanitarno — epidemiologiczne oraz wptyw na zdrowie cztowieka.

Glownymi celami badan przeprowadzonych na czterech izolowanych geograficznie
glebowych populacjach B. cereus z réznych kontynentow bylo 0szacowanie stopnia
polimorfizmu genetycznego, struktur genetycznych poszczegélnych populacji oraz
rekonstrukcja powigzan filogenetycznych tych bakterii takze w ujeciu miedzy-
kontynentalnym. Dodatkowym celem byto ustalenie domniemanych ekotypéw. W biologii B.
cereus duzg rolg odgrywaja plazmidy. Z tego wzglgdu za cel postawiono tez 0szacowanie
frekwencji i wybranych wlasciwosci plazmidow typu pXO1 i pXO2 wsrod badanych izolatow

B. cereus.

W celu realizacji powyzszych zadan, zatozono nast¢pujace hipotezy badawcze:

Hipoteza 1:
Odlegle geograficznie glebowe izolaty B. cereus sg polimorficzne i wykazuja tendencj¢ do

formowania odrebnych linii filogenetycznych.

Hipoteza 2:

Izolaty B. cereus z roznych lokalizacji geograficznych sa nosicielami plazmidoéw typu pXOl1 i
pXO02 charakterystycznych dla B. anthracis. U izolatow B. cereus odlegltych geograficznie
struktura replikonu plazmidow typu pXO2 jest zblizona.
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9. MATERIALY | METODY

9.1. Odczynniki chemiczne oraz podloza mikrobiologiczne zastosowane w

badaniach

Tabela 1. Bufory

Oznaczenie Bufor Sklad®
Bl TBE 100 mM kwas borowy
0,2 mM EDTA
100 mM Tris
B2 TE pH=7,5 1mM EDTA
10 mM Tris
B3 SE pH=7,5 25mM EDTA N,
75 mM NacCl
B4 Bufor lizujacy 2mM EDTA

20 mg/ml lizozym
20 mM Tris-HCI pH=8,0
1,2% Triton X-100

B5 Bufor lizujacy PFGE pH=9,5 500 mM EDTA

1% N-laurosarkozyl

®do przygotowania buforéw zastosowano odczynniki Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, Stany Zjednoczone.
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Tabela 2. Agarozy

Oznaczenie Agaroza

Producent

Al Agaroza Basica LE Prona, Hiszpania

A2 Agaroza Plus Prona, Hiszpania

A3 LMP (ang. Low Melting Point) Sigma-Aldrich
Tabela 3. Wzorce wielkosci fragmentow DNA

Oznaczenie Marker Producent

w1

w2

W3

w4

GeneRuler 100 bp DNA Ladder

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Lambda PFG Ladder

Yeast Chromosome PFG Marker

Thermo Fisher Scientific?
Thermo Fisher Scientific

NEB"

NEB

#Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone;
® New England Biolabs Inc., Ipswich, Massachusetts, Stany Zjednoczone.

Tabela 4. Podtoza mikrobiologiczne

Oznaczenie Podloze mikrobiologiczne

Producent

P1

P2

P3

Agar Luria-Bertani (agar LB)

Bulion Luria-Bertani (bulion LB)

Podtoze do przechowywania
1zolatow bakteryjnych (bulion
odzyweczy i glicerol, v:v 1:1)

A&A Biotechnology, Gdynia,
Polska
A&A Biotechnology

Biocorp, Warszawa, Polska
Sigma-Aldrich
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Tabela 5. Enzymy

Oznaczenie Enzym

Producent

El Notl Thermo Fisher Scientific
E2 lizozym Sigma-Aldrich
E3 proteaza Sigma-Aldrich
E4 polimeraza Taq Thermo Fisher Scientific
E5 RNAza Thermo Fisher Scientific

Tabela 6. Inne odczynniki

Oznaczenie Odczynnik Producent

01 Anode Buffer Container 3500 Applied Biosystems, Kalifornia,
Series Stany Zjednoczone
02 Cathode Buffer Container 3500 Applied Biosystems

Series

03 dNTP Thermo Fisher Scientific

04 etanol Sigma-Aldrich

05 izopropanol Sigma-Aldrich

06 Midori Green Advance DNA Stain  Nippon Genetics Europe,
Dueren, Niemcy

o7 Polimer POP-7 Applied Biosystems

08 woda jalowa A&A Biotechnology
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Tabela 7. Zestawy odczynnikow

Oznaczenie  Nazwa zestawu Producent

Z1 Big Dye Terminator Cycle Sequencing Applied Biosystems
Kit

Z2 CleanUp A&A Biotechnology

Z3 DNeasy Blood & Tissue kit Qiagen

Z4 ExTerminator A&A Biotechnology

Z5 High Capacity cDNA Applied Biosystems
Reverse Transcription Kit

Z6 HiSpeed Plasmid Midi Kit Qiagen

zZ7 SYBR® Green PCR Master Mix A&A Biotechnology

Z8 Total RNA Mini Kit A&A Biotechnology

Z9 lon Xpress Plus Fragments Library Kit Applied Biosystems

Z10 E-Gel Size Select 2% Applied Biosystems

Z11 lon Library Quantitation Kit Applied Biosystems

Z12 lon PGM Template OT2 200 Kit Applied Biosystems

Z13 lon PGM Enrichment Beads Applied Biosystems

Z14 lon PGM 200 Sequencing Kit Applied Biosystems

Z15 lon 314 Chip Kit v2 Applied Biosystems
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Tabela 8. Pary starterow PCR zastosowane w badaniach

Para Nazwa Sekwencja startera® Temperatura Wielkos$é Referencje
genu przylaczania produktu
) (p2)

Startery zastosowane do typowania szczepéw metoda MLST

S1 glpF 5’-GCGTTTGTGCTGGTGTAAGT-3’ 59 372 http://mww.ml
5’-CTGCAATCGGAAGGAAGAAG-3’ st.net

S2 gmk 5’-ATTTAAGTGAGGAAGGGTAGG-3’ 56 504 http://mww.ml
5’-GCAATGTTCACCAACCACAA-3’ st.net

S3 ilvD 5’-CGGGGCAAACATTAAGAGAA-3’ 58 393 http://mww.ml
5’-GGTTCTGGTCGTTTCCATTC-3’ st.net

S4 pta 5’-GCAGAGCGTTTAGCAAAAGAA-3’ 56 414 http://ww.ml
5’-TGCAATGCGAGTTGCTTCTA-3’ st.net

S5 pur 5’-CTGCTGCGAAAAATCACAAA-3’ 56 348 http://ww.ml
5’-CTCACGATTCGCTGCAATAA-3’ st.net

S6 pycA 5’-GCGTTAGGTGGAAACGAAAG-3’ 57 363 http://ww.ml
5’-CGCGTCCAAGTTTATGGAAT-3’ st.net

S7  tpi 5’-GCCCAGTAGCACTTAGCGAC-3’ 58 435 http://ww.ml
5’-CCGAAACCGTCAAGAATGAT-3’ st.net

Startery zastosowane do wyznaczania frekwencji analizowanych determinant genetycznych i/lub ich ekspresji:

S8 udp® 5’ACTAGAGAAACTTGGAAATGATCG-3’ 57 101
5’-GACGCTTAATTGCACGGAAC-3’

S9 repA° 5’-GGACARGCTTCTCACTGGAC-3’ 58 346
5’-GGCATTCTGAAGAAVCCAAA-3’

S10  repXx” 5’-CAGTTGTTGCAGGACTTCCA-3’ 57 188
5-TCTTTGCTGGTTGTGAATCG-3’

S11  repX© 5’-CCATATCGTGCGATTCTTG-3’ 54 1163
5-GATAATTTCTTCTTTGYTGGTTGTGA-3’

S12  repX© 5’-CCATATCGTGCGATTCTTG-3 52 583
5’-GAGCAAATTCACTCGCATCA-3

S13  repA° 5’-TAAATCTAAAAAYTCRAAAGCTG-3’ 52 1183

5’-GTGTAAAGTATAGCACAGGT-3’
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S14  repA° 5’-GGACARGCTTCTCACTGGA-3’ 58 386 Hu i wsp.,

5’-GGCATTCTGAAGAAVCCAAA-3’ 2009 (b)
S15  cap® 5’-GAAATAGTTATTGCGATTGG-3’ 57 873 Fasanella i
5’-GGTGCTACTGCTTCTGTACG-3’ wsp., 2001
S16  cya’ 5’-CAGCATGCGTTTTCTTTAGC-3’ 60 929 Fasanella i
5’-CCCTTAGTTGAATCCGGTTT-3’ wsp., 2001
S17  lef° 5’-GGATATGAACCCGTACTTGTAA-3’ 60 993 Fasanella i
5’-TAAATCCGCACCTAGGGTTGC-3’ wsp., 2001
S18 pag° 5’-CAGAATCAAGTTCCCAGGGG-3’ 64 747 Fasanella i
5’-TCGGATAAGCTGCCACAAGG-3’ wsp., 2001

SW=AIubT;Y=ClubT;R=Alub G; V=Alub G Ilub C; H=A lub Club T; D=Alub G lub T; S=G lub C;
K=GlubC; N=AlubGIlubClubT; B=GlubC lub T;

® analizy ekspresji genu metoda qPCR;

¢ obecnoé¢ i frekwencja genu.
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9.2. Szczepy bakteryjne

Lacznie badano 161 losowo wybrane izolaty z puli 713 B. cereus sensu stricto (zwanych dalej B.
cereus), wyizolowanych z prob gleby pozyskanych z roznych lokalizacji geograficznych (Tabela
9) i zdeponowanych w Kolekcji Mikroorganizméw Zaktadu Mikrobiologii UwB, stosujac
oznaczenia: Argentyna (AR), Kazachstan (AY), Park Narodowy Shimba Hills (SH), Park
Narodowy Tsavo East (TE), Biebrzanski Park Narodowy (BB), Bialowieski Park Narodowy
(BPN), gospodarstwo rolne w Jasiendwce (JAS). Do analiz wilaczono siedem szczepow
referencyjnych B. cereus s.|. z kolekcji migedzynarodowych i jeden szczep referencyjny z
kolekcji Zaktadu Mikrobiologii UwB (Tabela 10).

Szczegodtowy wykaz szczepow poddanych badaniom wraz z informacjami o pochodzeniu

i charakterystycznych cechach zamieszczono w Tabeli S1 w zatgcznikach.

Tabela 9. Pochodzenie oraz liczba glebowych izolatow B. cereus poddanych badaniom

Pochodzenie préob gleby Liczba izolatéw®
Argentyna 200 (23)
Kazachstan 199 (46)
Kenia 211 (42)
Polska 103 (50)

®w nawiasach podano liczbe izolatow zastosowanych w badaniach polimorfizmu
genetycznego, struktury populacji oraz filogenezy.
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Tabela 10. Szczepy referencyjne B. cereus s.l. zastosowane w badaniach

Szczep

Gatunek?

Pochodzenie

ATCC10987
ATCC14579
1S195

DSMZ12442

HD1

HD73

DSMZ11821

WSBC10364

B. cereus sensu stricto
B. cereus sensu stricto
B. thuringiensis
B

. pseudomycoides
B. thuringiensis
B. thuringiensis

B. weihenstephanensis

B. weihenstephanensis

American Type Culture Collection
American Type Culture Collection
Kolekcja Zaktadu Mikrobiologii UwB
German Collection of Microorganism and
Cell Collection

Bacillus Genetic Stock Centre

Bacillus Genetic Stock Centre

German Collection of Microorganism and
Cell Collection

Weihnstephan Bacillus Collection

®w najnowszych danych literaturowych (Liu i wsp., 2018) zaproponowano reklasyfikacje
B. weihenstephanensis do B. mycoides. Jednak ze wzglgdu na (i) matg ilos¢ doniesien literaturowych
oraz (ii) przypisywanie w trakcie wczesniejszych badan szczepom wowczas obowiazujacych nazw
gatunkowych przy zgloszeniach sekwencji nukleotydéw do bazy MLST, w pracy postugiwano si¢
dotychczas stosowang nomenklaturg.
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9.3. Metody

9.3.1. Startowe kultury bakterii

Izolaty i szczepy bakteryjne przechowywane w temperaturze -80°C w podtozu P3 (Tabela 4)
wysiewano na podloze P1 (Tabela 4), stosujac posiew redukcyjny i inkubowano ok. 16h w
temperaturze 30°C. Kultury bakterii przechowywano w 4°C, stosujac do kolejnych
eksperymentow. Kultury ptynne uzyskiwano poprzez posiew bakterii z podtoza P1 do 3 ml
podtoza P2 (Tabela 4) i inkubacj¢ przez 12-16h (w zaleznosci od wykonywanych analiz) przy
wytrzasaniu 180 obr./min. W celu uzyskania odpowiedniej gestosci optycznej OD (ang. optical
density), proby rozcienczano sterylng pozywka P2. Wartos¢ OD wyznaczano przy uzyciu
spektrofotomeru V-670 (Jasco International Corporation, Japonia) przy dtugosci fali $wietlnej
600 nm.

9.3.2. Izolacja DNA genomowego

Genomowe DNA analizowanych izolatow i szczepow szczepdw B. cereus izolowano z ptynnych
kultur bakteryjnych za pomoca zestawu Z3 (Tabela 7), zgodnie z instrukcja dla bakterii Gram-
dodatnich. Izolacj¢ DNA rozpoczynano od wirowania 2,5 ml nocnej kultury badanych bakterii
(10 minut, 2 000 x g) i zawieszenia osadu komorek w 180 ul buforu B4 (Tabela 1). Zawiesing
bakterii inkubowano przez 30 minut w 37°C, po czym do mieszaniny dodawano 200 ul buforu
AL (dotaczony do zestawu) oraz 25 ul proteinazy K (dotagczona do zestawu) i worteksowano.
Ponownie przeprowadzano 30 minutowa inkubacj¢ w 56°C, po ktorej dodawano 200 ul 96%
etanolu (O4, Tabela 6) i worteksowano. Otrzymane mieszaniny przenoszono na kolumny ze
ztozem krzemionkowym (dotgczone do zestawu) i wirowano (1 min.; 6 000 x g). Nastepnie
DNA osadzone na ztozu plukano buforami dotgczonymi do zestawu wedlug nast¢pujacej
kolejnosci: (1) 0,5 ml buforu AW1, wirowanie 1 minute przy predkosci 6 000 x g; (2) 0,5 ml
buforu AW2, wirowanie 3 minuty przy predkosci 20000 x g. DNA wyptukiwano z
oczyszczonych zt6z krzemionkowych poprzez naniesienie do kolumn 200 ul buforu AE
(dotaczony do zestawu) | wirowanie przez 1 minutg przy predkosci 6 000 X g. Stezenie i czystos¢

wyizolowanego DNA oceniano spektrofotometrem NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).
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9.3.3. Wyznaczenie stopnia polimorfizmu genetycznego, struktur populacji
oraz filogenezy B. cereus na postawie fragmentow sekwencji

nukleotydowych siedmiu genéw metabolizmu podstawowego

9.3.3.1. Amplifikacja fragmentow genéw metabolizmu podstawowego

W celu wyznaczenia sekwencji nukleotydowych fragmentow siedmiu gendéw metabolizmu
podstawowego (glpF — gen kodujacy glikoproteing AGP, gmk — gen kodujacy kinaze guanylowa,
ilvD — gen kodujacy dehydrataze dihidroksykwasow, pta — gen kodujacy acetylotransferaze
fosforanowa, pur — gen kodujacy transformylaze AICAR, pycA — gen kodujacy karboksylaze
pirogronianowa, tpi — gen kodujacy izomeraze triozofosforanowa), zastosowano schemat MLST
opracowany dla B. cereus s.l. i dostepny w bazie danych pod adresem http://www.mlst.net/.
Amplifikacjc DNA metodg PCR przeprowadzano w termocyklerze Veriti 96-Well (Applied
Biosystems). Sktad mieszanin reakcyjnych przygotowywano zgodnie z opisem w Tabeli 11.
Profil termiczny reakcji PCR dla wszystkich siedmiu fragmentéw gendéw réznit si¢
temperaturami przytaczania starterow dla poszczegdlnych genéw (Tabela 8) i mial nastepujacy
schemat: 95°C - 3 min.; 30x (95°C - 1 min., Ty - 1 min., 72°C - 1 min.); 72°C - 2 min.; 4°C -
. W badaniach MLST, w przypadku szczepéw B. cereus wyizolowanych z gleby pobranej w
Polsce, wykorzystano sekwencje nukleotydowe opisane przez Drewnowska i Swiecicka (2013)
zdeponowane w bazach danych pod adresem https://pubmilst.org/bcereus/. Z tej samej bazy

pobrano tez sekwencje nukleotydowe genow szczepow referencyjnych.

Tabela 11. Sktad mieszaniny reakcyjnej stosowanej przy amplifikacji DNA w MLST

L.p. Skladnik mieszaniny reakcyjnej Objetos¢ (ul)

1 woda podwojnie destylowana (ddH,0) 10,75

2 MgClI; (roztwor 25 mM) 2,0

3 dNTP (roztwor 10 mM w ddH,0) 2,5

4 bufor Taq (10x stgzony) 2,5

5 startery przedni (roztwor o stezeniu 10 uM w 10 mM Tris) 2,5

6 startery wsteczny (roztwor o stezeniu 10 uM w 10 mM Tris) 2,5

7 polimeraza Taq (stezenie 1,25 U/ul) 0,25

8 genomowe DNA (1 pg) 2,0
Calkowita objetos¢ proby 25,0
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9.3.3.2. Sekwencjonowanie

Produkty PCR oczyszczono za pomoca zestawu Z2 (Tabela 7) zgodnie z instrukcja dotaczong
przez producenta. Do mieszaniny reakcyjnej zawierajacej produkt PCR dodawano 125 ul
roztworu G (dotaczonego do zestawu) i worteksowano. Nastgpnie, calg objetos¢ mieszaniny
nanoszono na kolumienke¢ ze ztozem krzemionkowym i wirowano przez 30 s przy predkosci
15 000 x g. Po zakonczeniu wirowania, DNA na ztozu krzemionkowym dwukrotnie
przeptukiwano roztworem ptuczacym A1l (dotgczony do zestawu) wedtug kolejnosci: (1) 600 pl i
wirowanie 30 s przy 15 000 x g; (2) 300 ul i wirowanie 3 min. przy 15 000 x g. W celu
wyplukania DNA ze zloza, na membrang nanoszono 30 pl ddH,O. Po 3 minutowej inkubacji w
temperaturze pokojowej, odwirowywano kolumienke przez 1 min. przy 15 000 x g. W celu
potwierdzenia obecno$ci i czystosci DNA, 2 ul oczyszczonego produktu PCR rozdzielano
elektroforetycznie w 1% agarozie Al (Tabela 2) i w buforze B1 (Tabela 1). Wielkos¢
otrzymanych fragmentow DNA kontrolowano poprzez stosowanie do elektroforezy wzorca
wielko$ci fragmentow DNA W1 (Tabela 3). W celu detekeji fragmentow DNA do zelu
dodawano odczynnik O6 (Tabela 6) w stezeniu zgodnym z =zaleceniami producenta.
Oczyszczone DNA stanowito matryce do PCR sekwencyjnego, ktdry przeprowadzano w
termocyklerze Veriti 96-Well, stosujac zestaw odczynnikow Z1 (Tabela 7) o skladzie
mieszaniny reakcyjnej przedstawionej w Tabeli 12. Stosowano profil termiczny PCR
sekwencyjnego o nastgpujacych parametrach: 96°C - 2 min.; 30 x (95°C - 30 s, 50°C - 10 s,
60°C - 4 min.); 4°C - .

Tabela 12. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR sekwencyjnego

L.p. Skladnik mieszaniny reakcyjnej Objetos¢ (ul)

1 woda podwojnie destylowana (ddH,0) 4,0

2 bufor reakcyjny (5x stgzony) 1,0

3 mieszanina reakcyjna (2,5x stezona) 2,0

4 starter (roztwor 3,2 uM w ddH,0) 1,0

5 matryca DNA (produkt PCR) 2,0
Calkowita objetos¢ proby 10,0
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Produkty PCR oczyszczano za pomoca zestawu Z4 (Tabela 7). Procedure rozpoczynano
od dodania do mieszaniny reakcyjnej 5 ul roztworu Mix Blue (dotaczony do zestawu) oraz 100
ul roztworu wigzgco-ptuczagcego WP (dotaczony do zestawu), po czym delikatnie mieszano
przez pipetowanie. Nastepnie, catg objetos¢ proby przenoszono na kolumne i odwirowywano
przez 30 s przy 15 000 X g i ponownie plukano DNA na ztozu krzemionkowym 400 pl roztworu
wigzaco-ptuczacego WP. Po 2 minutowym odwirowaniu przy 15 000 x g, na ztoze nanoszono 25
ul wody wolnej od nukleaz (dotgczona do zestawu) i inkubowano w temperaturze pokojowej
przez 2 minuty. Ostatnie wirowanie (1 min., 15 000 x g) umozliwialo wyptukanie DNA z
podtoza. Oczyszczony produkt PCR sekwencjonowano w sekwenatorze kapilarnym ABI3500

(Applied Biosystems), przy uzyciu buforow O1 i O2 oraz odczynnika O7 (Tabela 6).

9.3.3.3. Analiza sekwencji nukleotydowych

W celu oszacowania stopnia polimorfizmu genetycznego badanych sekwencji zastosowano
program DNASpPS v.5.0 Z kolei wyznaczenie struktur genetycznych populacji odbylo si¢ za
pomocg programu PHYLoViZ v.1.0. Sekwencje nukleotydowe badanych fragmentow genow
analizowano réwniez za pomocg programow Chromas Lite 2.1 i BioEdit v.7.0.5. Typy
sekwencyjne ST (ang. sequence type) wyznaczono w systemie dostgpnym pod adresem
http://www.mlst.net/. Alignmenty potaczonych fragmentéw siedmiu gendéw o tacznej dtugosci
2829 par zasad (pz) postuzyly konstrukcjom drzew filogenetycznych metoda ,}aczenia
sgsiadow” (ang. neighbour-joining) przy zastosowaniu programu MEGAG6. Szacowanie
wiarygodnosci uzyskanych wynikow przeprowadzono testem samoprobkowania (ang. bootstrap)
przy 1 000 przyrownan sekwencji (replikacji). Szczep B. pseudomycoides DSMZ12442

stosowano we wszystkich analizach filogenetycznych jako grupe zewnetrzng (ang. outgroup).

9.3.4. Podzial glebowych izolatow B. cereus na domniemane ekotypy

Sekwencje nukleotydowe typoéw sekwencyjnych (ST) B. cereus oraz szczepu referencyjnego B.
pseudomycoides DSMZ12442 (sekwencja nukleotydowa ST pobrana z bazy danych PUbMLST
pod adresem http://pubmlst.org/bcereus), poddano dwuetapowej analizie za pomocg algorytmu
Ecotype Simulation (http://fcohan.web.wesleyan.edu/ecosim/; Koeppel i wsp., 2008). W
pierwszym etapie obliczono wartosci wspoOtczynnikow o (czesto$ci selekcji okresowej), Q
(formowania ekotypow), d (dryfu genetycznego) oraz n (liczbe domniemanych ekotypow) z 95%
przedzialem ufno$ci, zgodnie z wytycznymi Koeppela i wspotpracownikow (2008). Nastepnie

wyselekcjonowano domniemane ekotypy (PE) na podstawie zalecen Cohana i Perry’ego (2007).
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9.3.5. Elektroforeza fragmentéw genomowego DNA B. cereus w zmiennym

pulsowo polu elektrycznym

9.3.5.1. Przygotowanie bloczkéw agarazowych z genomowym DNA

Ptynne, nocne kultury szczepdéw B. cereus przesiewano do 10 ml podtoza P2 (Tabela 4) i
inkubowano 4h w 30°C, przy rotacji 180 obr./min. Po tym czasie kultury odwirowywano (10
min.; 2 000 x @), a osad komodrek zawieszano w buforze B3 (Tabela 1) i ponownie
odwirowywano (10 min., 2 000 x g). Czynno$¢ te powtarzano dwukrotnie. Po ustaleniu gestosci
zawiesiny bakteryjnej na poziomie ODsgy=2 (spektrofotomer Jasco V-670), zawiesine bakterii
mieszano z 2% agarozg A3 (Tabela 2) o temperaturze 50°C w stosunku objetosciowym 1:1.
Otrzymanymi mieszaninami napetniano sterylne foremki PFGE (Bio-Rad, Stany Zjednoczone).
Po spolimeryzowaniu agarozy otrzymywano bloczki agarozowe z komorkami bakterii, ktore
inkubowano w 1,5 ml buforu B3 (Tabela 1) z lizozymem (E2, Tabela 5) o stezeniu 3 mg/ml w
37°C przez 18h. Po zakonczeniu inkubacji bloczki ptukano trzykrotnie po 30 minut w 2 ml
buforu B2 (Tabela 1) i w temperaturze 4°C. Nastepnie, przeptukane bloczki inkubowano w 50°C
przez 18h w 1,5 ml buforu B5 (Tabela 1) z dodatkiem proteazy (E3, Tabela 5) o stezeniu 1
mg/ml. Po zakonczeniu inkubacji usuwano bufor lizujacy, a bloczki ponownie ptukano
trzykrotnie po 30 minut w 2 ml buforu B2 w temperaturze 4°C. Przygotowane w ten sposob

bloczki przechowywano do dalszych analiz w buforze B2 w temperaturze 4°C okoto 3 tygodni.

9.3.5.2. Trawienie genomowego DNA i rozdzial elektroforetyczny

DNA badanych bakterii, zawieszone w bloczkach agarozowych (2,5 x 8 mm), poddawano
dziataniu 30 U enzymu restrykcyjnego E1 z dodatkiem buforu (Tabela 5). Restrykcje
prowadzono przez 2,5h w 37°C w objetos¢ proby 50 pl, po czym dziatanie enzymu blokowano
przez zastgpienie mieszaniny reakcyjnej 1 ml buforu B2 i 5 min. inkubacja w 50°C. Fragmenty
DNA rozdzielano elektroforetycznie w 1% agarozie A2 (Tabela 2) oraz w 0,5-krotnie stgzonym
buforze B1 (Tabela 1) w temperaturze 14°C, w obecnosci markerow W3 i W4 (Tabela 3) w
aparacie Cheef Mapper® XA (Bio-Rad). Parametry elektroforezy przedstawiono w Tabeli 13.
Po zakonczeniu rozdziatu zele barwiono 15 min. w roztworze (1 ug/ml) odczynnika O6 (Tabela
6), a nastepnie ptukano w wodzie destylowanej w celu usunigcia odczynnika nieprzytaczonego

do DNA. Utozenie fragmentéw DNA obrazowano w aparacie GelDoc® XR System (BioRad).
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Tabela 13. Parametry elektroforezy w zmiennym pulsowo polu elektrycznym

Parametr Wartos¢ parametru
napiecie (V/cm®) 5,3
czas (h) 22,0
kat reorientacji (°) 120,0
poczatkowy czas pulsu (s) 10,0
koncowy czas pulsu (s) 130,0

9.3.6. Projektowanie sekwencji starteréw PCR

Startery do amplifikacji badanych genéw (frekwencja i ekspresja genow repA N i repX
szacowana odpowiednio metodg PCR i qPCR) zostaly zaprojektowane na postawie pelnej
sekwencji w/w genoéw dostepnych w bazie danych NCBI (National Center for Biotechnology
Information; https://www.ncbi.nlm.nih.gov) przy uzyciu funkcji Primer-BLAST. Jakosé¢
otrzymanych par starterow oceniano za pomocg programu Primer3 v.0.4.0 w celu
wyeliminowania nieprawidlowosci 1  wyboru wlasciwych parametrow  (fragmenty

komplementarne, zawarto$¢ procentowa par guanina-Cytozyna, temperatura topnienia).

9.3.7. Oszacowanie frekwencji wybranych genow

9.3.7.1. Frekwencja genéw bialek replikacji plazmidéw typu pXO1 i pXO2

W celu oszacowania frekwencji genow repX i repA_N, kodujacych biatka replikacji plazmidow
B. anthracis odpowiednio typu pXOl i pXO2, wsrod glebowych izolatow B. cereus,
przeprowadzono reakcje amplifikacji z polimeraza E4 (Tabela 5) w termocyklerze Veriti 96-
Well z parami starterow opisanymi W Tabeli 8. Zastosowano profile termiczne opisane przez
Swiecicka i wsp. (2013) wedhug schematu przedstawionego w Tabeli 14. W amplifikacji
zastosowano mieszaning reakcyjna o skladzie opisanym w punkcie 9.3.3.1. Produkty

amplifikacji analizowano w elektroforezie kapilarnej QIAxcel (Qiagen).
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Tabela 14. Profile termiczne reakcji amplifikacji genow repA_N i repX

Para Wstepna

starter6w®  denaturacja

Amplifikacja
(30 cykli)

Koncowa

elongacja

Przechowywanie

S11 95°C — 5 min.

S12 95°C — 5 min.

S13 95°C — 3 min.

S14 95°C — 3 min.

95°C — 1 min.,
54°C — 1 min.,
72°C —1min. 30s
95°C — 1 min.,
52°C —1 min.,
72°C-30s

95°C — 1 min.,
52°C — 1 min.,
72°C —1min. 30 s
95°C — 1 min.,
58°C —1 min.,
72°C—-30s

72°C -10 min

72°C -10 min

72°C -10 min

72°C -10 min

4°C - ©

4°C -

4°C -

4°C - ©

® numer pary starteréw zgodny z Tabelg 8.

9.3.7.2. Frekwencja genow kodujacych determinanty wirulencji B. anthracis

W celu oszacowania frekwencji genow kodujacych czynniki wirulencji B. anthracis wsrod
izolatow B. cereus repA_N i/lub repX-pozytywnych, wykonano PCR z parami starteréw S15,
S16, S17 i S18 (Tabela 8). Do przeprowadzenia reakcji zastosowano profile termiczne wg
Fasanella 1 wsp. (2001) oraz mieszaniny reakcyjne o skladzie przedstawionym w Tabeli 11.
Detekcje produktéw amplifikacji przeprowadzono zgodnie z opisem w punkcie 9.3.3.2. Kontrolg
pozytywna byt wynik reakcji PCR dla w/w par starterow z DNA B. anthracis otrzymanego od
prof. Jacquesa Mahillona (Universite Catholique de Louvain, Laboratory of Food and

Environmental Microbiology, Louvain-la-Neuve, Belgium)
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9.3.8. Szacowanie wzglednego poziomu ekspresji wybranych genéw metoda

ilosciowego PCR

9.3.8.1. lzolacja RNA i odwrotna transkrypcja

RNA badanych szczepéw uzyskano z 2 ml ptynnej kultury nocnej, poddanej wirowaniu (10
min., 2 600 x g; 4°C). RNA izolowano z osadu komoérek za pomocg zestawu Z8 (Tabela 7),
stosujgc roztwory i kolumny krzemionkowe dotgczone przez producenta. Do osadu komorek
dodawano 0,8 ml fenozolu, delikatne mieszano i inkubowano 5 min w 50°C. Nast¢pnie
mieszanin¢ uzupetniano 200 pl chloroformu i ponownie mieszano. Po 5-cio minutowej inkubacji
w temperaturze pokojowej, proby wirowano 10 min. przy 15 000 x g, a nastgpnie pobierano 450
ul gornej frakceji supernatantu i taczono z 250 pl izopropanolu. Nast¢gpnie mieszaning nanoszono
na minikolumny. Po minutowym wirowaniu przy 15 000 x g, dwukrotnie przeptukiwano RNA
na ztozu minikolumny buforem Al, wedlug kolejnosci: (1) 700 ul i wirowanie 1 min. przy
15294 x g, (2) 200 pl i wirowanie 2 min. przy 15 000 x g. Na oczyszczone ztoza nanoszono 50
ul wody wolnej od RNAz i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 3 minuty. W wyniku
odwirowania przez 1 minut¢ przy 15 000 x g uzyskiwano catkowite RNA. Jakos¢ (stgzenie i
czystos¢) wyizolowanego RNA oceniano za pomoca spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo
Fisher Scientific), po czym niezwlocznie przystgpowano do reakcji odwrotnej transkrypcji.
Przepisanie sekwencji nukleotydow z RNA na cDNA wykonywano za pomoca zestawu Z5
(Tabela 7), stosujac mieszaning reakcyjng o sktadzie przedstawionym w Tabeli 15. Reakcje
przeprowadzano w temocyklerze Veriti 96-Well z profilem termicznym o nastepujacych
parametrach: 25°C — 10 min.; 37°C — 120 min.; 85°C — 5 min.; 4°C — 15 min.

Tabela 15. Sktad mieszaniny w reakcji odwrotnej transkrypcji

L.p. Skladnik mieszaniny transkrypcyjnej Objetos¢ (ul)

1 woda podwdjnie destylowana wolna od nukleaz 4,2

2 bufor RT (10x stezony) 2,0

3 dNTP (mieszanina 25x stezona; 100uM) 0,8

4 startery (10x stezone) 2,0

5 odwrotna transkryptaza 1,0

6 RNA (2 ng) 10,0
Calkowita objetos¢ proby 20,0
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9.3.8.2. Ilosciowy PCR (qPCR)

Ilosciowy PCR przeprowadzono zgodnie z wczesniej opracowanym przeze mnie protokotem
(Kaminska i wsp., 2014) w termocyklerze Step One Plus Real-Time System (Thermo Fisher
Scientific), stosujagc mieszaning reakcyjng zestawu Z7 (Tabela 7) o koncowym skladzie
przedstawionym w Tabeli 16. Profile termiczne reakcji ustalano osobno dla kazdego z badanych

genow (Tabela 17). Analize wykonywano w trzech niezaleznych powtorzeniach.

Tabela 16. Sktad mieszaniny reakcyjnej ilosciowego PCR

L.p. Skladnik mieszaniny transkrypcyjnej Objetos¢ (ul)

1 Master Mix SYBR A (2x st¢zony) 10,0

2 dd H,0 (wolna od nukleaz) 4,0

3 startery (przedni i tylny osobno; 10 uM roztwory w 10 mM Tris) 2,0

5 cDNA (1-10 png) 2,0
Calkowita objetos¢ proby 20,0

Tabela 17. Profile termiczne reakcji ilosciowego PCR

Para Wstepna denaturacja Amplifikacja zakonczona
starter6w® detekcja fluorescencji (40 cykli)
S8 95°C — 2 min. 95°C—-30s

57°C—-30s

72°C — 1 min.
S9 95°C — 3 min. 95°C—-30s

58°C—-30s

72°C — 1 min.
S10 95°C — 3 min. 95°C—-15s

57°C—-30s

72°C—45s

®numer pary starterow zgodny z Tabelg 8.
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9.3.8.3. Analiza uzyskanych wynikéw

Szacowanie wzglednego poziomu ekspresji poszczegdlnych badanych gendéw przeprowadzono
wzgledem szczepow referencyjnych i genu referencyjnego udp (fosforylaza urydynowa) wg
modelu Pfaffla (Pfaffl, 2001) w arkuszu kalkulacyjnym Excel (Microsoft, USA). Przyjeto, ze

warto$¢ ekspresji danego genu dla szczepu referencyjnego wynosi 1.

9.3.9. Struktura replikonu plazmidoéw typu pXO02

Do sekwencjonowania genow repA_N oraz ich otoczenia zastosowano sekwencjonowanie
nastepnej generacji lon Torrent PGM (Life Technologies). W pierwszym etapie wyizolowano
plazmidy B. cereus repA_N-pozytywnych (N=18) zestawem Z6 (Tabela 7), zgodnie z
protokotem producenta oraz z zastosowaniem odczynnikow O4 i OS5 (Tabela 6). RNA z
zawiesiny plazmidow usunigto za pomocg enzymu ES5 (Tabela 5). Dodatkowo, tej samej
procedurze w celach porownawczych poddano dwa szczepy repA_N-pozytywne B. thuringiensis
(B. thuringiensis BPN2/2, B. thuringiensis JAS63/5) z kolekcji Zaktadu Mikrobiologii UwB
(Tabela S1 w Zalgcznikach). Uzyskane DNA pocieto na fragmenty ok. 200 pz zasad za pomoca
ultrasonikatora M220 Focused-ultrasonicator™ (Covaris). Produkty ciecia postuzyly do
przygotowania bibliotek z zastosowaniem zestawow Z9, Z10 i Z11 (Tabela 7). Nastepnie
zamplifikowane biblioteki zostaly wzbogacone w emulsyjnym PCR z zastosowaniem zestawow
Z12 i Z13 (Tabela 7). W ostatnim etapie sekwencjonowano plazmidy zgodnie z instrukcja
producenta lon Torrent PGM za pomocg zestawow Z14 oraz Z15 (Tabela 7). Sktadanie i analize
poréwnawcza sekwencji nukleotydowych wykonano z zastosowaniem programoéw CLC
Genomics Workbench v.5, MIRA assembler v.3.4.0, Glimmer3 i Aretmis v.14.0.0 oraz serwisu
RAST. Oszacowanie pokrewienstwa genetycznego na podstawie uzyskanych sekwencji
wyznaczono metoda opisang w punkcie 9.3.3.3. Sekwencja referencyjng byla sekwencja
nukleotydowa plazmidu pXO2 B. anthracis pobrana z ogélnodostepnej bazy danych NCBI

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/).
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9.3.10. Analizy bionformatyczne

Zmienno$¢ genomowgq oraz strukture badanych populacji badano stosujac nastepujace programy

bioinformatyczne:

BioEdit v.7.0.5 — przygotowywanie alignmentéw (zestawien) sekwencji nukleotydowych do
dalszych analiz.

Program dostepny na stronie internetowej: http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/page2.html.

Chromas Lite 2.1 — analiza uzyskanych sekwencjonogramow. Program dost¢pny na stronie

internetowej: https://chromas-lite.software.informer.com/2.1/.

ClonalFrame — wyznaczenie wspotczynnika r/m (rekombinacji do mutacji) w oparciu 0 dane
uzyskane w typowaniu wielu loci (Vos i Didelot, 2009). Program dostepny na stronie

internetowej: http://www.xavierdidelot.xtreemhost.com/clonalframe.htm?i=1.

DNASpP5 v.5.0 (ang. DNA Sequence Polymorphism) — oszacowanie frekwencji alleli, liczby
miejsc polimorficznych oraz wspoélczynnikdw mutacji niesynonimowych do synonimowych
(dN/dS). Ponadto, ten program zastosowano do wyznaczenia stopnia zroznicowania ogolnej
ilosci mutacji i mutacji wspdlnych (Libardo i Rozas, 2009). Program dostgpny jest na stronie:
http://www.ub.edu/dnasp/.

Ecotype Simulation — rozgraniczanie prawdopodobnych ekotypow w obrebie populacji.

Algorytm dostepny na stronie: http://fcohan.web.wesleyan.edu/ecosim/.

MEGAG — ustalenie powigzan filogenetycznych pomigdzy organizmami, jak tez szacowanie
stosunku iloéci tranzycji i transwersji w sekwencjach, wzoru substytucji nukleotydéw oraz
prawdopodobienstwa ich zajScia (Tamura i wsp., 2013). Program dostgpny na stronie:

https://www.megasoftware.net.

PHYLoViZ v.1.0 — wyznaczenie kompleksow klonalnych i struktury genetycznej populacji
bakteryjnych za pomocg algorytmu goeBURST (Feil i wsp., 2004; Francisco i wsp., 2012).
Program dostegpny na stronie: http://www.phyloviz.net.
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Baza danych MLST (ang. Multi-locus Sequence Typing) - oznaczenie alleli
zsekwencjonowanych fragmentow gendw metabolizmu podstawowego 1 typow sekwencyjnych
oraz deponowanie nowych alleli oraz typow sekwencyjnych. Baza danych dostepna pod

adresem: https://pubmlst.org/bcereus/.

GLIMMERS3 (Microbial Gene Finding System, ang. Gene Locator and Interpolated Markov
ModelER) - poszukiwania genéw w sekwencjach DNA. Program dostepny pod adresem
internetowym: http://ccb.jhu.edu/software/glimmer/index.shtml.

Aretmis v.14.0.0 — analiza sekwencji nukleotydowych, wyznaczanie ramek odczytu oraz analizy

poréwnawcze sekwencji nukleotydowych (Carver i wsp., 2012).

CLS Genomics Workbench v.5 — analiza i wizualizacja danych otrzymanych w sekwencjono-

waniu nastgpnej generacji.

MIRA assembler v.3.4.0 — sktadanie i mapowanie sekwencji nukleotydowych uzyskanych w
sekwencjonowaniu nastepnej generacji. Program dostepny pod adresem internetowym:

http://sourceforge.net/projects/mira-assembler/.
RAST (ang. Rapid Annotation using Subsystem Technology) — serwis do annotacji catych

genomow prokariotycznych (Aziz 1 wsp., 2008). Program dostgpny pod adresem internetowym:

http://rast.nmpdr.org/.

9.3.11. Analizy statystyczne

Program R v.3.0.2 zostal zastosowany do wyznaczenia testem XZ (z poprawka Bonferroni) réznic
proporcji izolatdw z plazmidami typu pXO1 i pXO2 pomigdzy réznymi populacjami glebowych

B. cereus.
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10. WYNIKI

10.1. Polimorfizm genetyczny glebowych populacji B. cereus

W celu oszacowania stopnia zréznicowania genetycznego B. cereus z réznych lokalizacji
geograficznych, wyznaczono profile alleliczne sekwencji nukleotydowych fragmentow siedmiu
gendéw metabolizmu podstawowego populacji tych bakterii z prob gleby pobranej w Argentynie,
Kazachstanie, Kenii i Polsce. Dodatkowo, bazujac na unikatowej kombinacji alleli, okreslono

typy sekwencyjne izolatow (ST). Nowe typy sekwencyjne zdeponowano w bazie pubMLST.

10.1.1. Polimorfizm genetyczny glebowych izolatéw B. cereus z Argentyny
Analizg sekwencji nukleotydowych genow metabolizmu podstawowego izolatow B. cereus z

gleby pobranej w parku miejskim w Buenos Aires, przedstawiono w Tabeli 18.

Tabela 18.  Zroznicowanie fragmentéw gendéw metabolizmu podstawowego wsrod

izolatow B. cereus z gleby pobranej w Buenos Aires

Gen Miejsca polimorficzne®  Liczba alleli®
glpF 23 (6,2) 10 (2)

gmk 42 (8,3) 7(0)

ilvD 69 (17,5) 8(2)

pta 29 (7,0) 11 (3)

pur 49 (14,1) 9(1)

pycA 57 (15,7) 7 (1)

tpi 12 (2,8) 9 (1)

Lacznie 281 (9,9) 13 (8)°

% liczba miejsc polimorficznych; w nawisie podano procentowy udziat miejsc
polimorficznych w badanym fragmencie genu;

® w nawiasie podano liczbe nowych alleli oznaczonych w trakcie badan;

¢ liczba typow sekwencyjnych (ST); w nawiasie podano liczbe nowych ST.

45



Tabela 19. Prawdopodobienstwa substytucji nukleotydéw gendéw metabolizmu

podstawowego argentynskich izolatow B. cereus

A T C G
A - 3,78 2,32 12,84
T 4,5 - 16,0 3,38
C 4,5 26,12 - 3,38
G 17,09 3,78 2,32 -

Udziat miejsc polimorficznych w genach metabolizmu podstawowego B. cereus z gleby
pobranej w Argentynie wahat si¢ od 2,8% do 17,5%. Najmniejszg liczb¢ miejsc polimorficznych
stwierdzono dla tpi (12 z 435 pozycji nukleotydowych), a najwyzsza dla ilvD (69 z 393 pozycji
nukleotydowych). Najwiekszg liczbg homologéw (11, w tym trzy oznaczone po raz pierwszy)
opisano dla pta. Pozostate geny miaty zblizong ilo$¢ odmian, tj. glpF — 10 (dwa nowe), ilvD —
osiem (dwa nowe), pur — dziewi¢¢ (jeden nowy), pycA — siedem (jeden nowy) oraz tpi —
dziewie¢ (jeden nowy). Laczna liczba alleli wyniosta 61. Argentynskim izolatom przypisano 13
typow sekwencyjnych; osiem z nich wyznaczono po raz pierwszy (Tabela S1).

Wspodtczynnik tranzycji do transwersji wyniost 3,801 pomiedzy purynami (ki) i 6,902
(k2) pomiedzy pirymidynami. Analiza prawdopodobienstwa substytucji nukleotydow genoéw
metabolizmu podstawowego izolatow B. cereus z Argentyny przedstawiona w Tabeli 19,
wskazuje na zachodzenie w genach metabolizmu podstawowego B. cereus z Argentyny glownie

mutacji typu tranzycje.

10.1.2. Polimorfizm genetyczny glebowych izolatéow B. cereus z Kazachstanu

Cechy charakterystyczne sekwencji nukleotydowych loci metabolizmu podstawowego izolatow
B. cereus z prob gleby pobranej w Kazachstanie (okolice Almaty), przedstawiono w Tabeli 20.
Udziat miejsc polimorficznych w badanych genach zawart si¢ w przedziale od 4,1% (18 z 435
pz, gen tpi) do 19,3% (76 z 393 pz, gen ilvD). Najwigcej homologdéw stwierdzono dla glpF
(n=15), ilvD (n=15) oraz pycA (n=15), a pozostate geny wykazaty podobng ilo§¢ odmian, tj. gmk
— 11 (dwa nowe), pta — 11 (trzy nowe), pur — 13 (pig¢ nowych) oraz tpi — 10 (cztery nowe).
Najwigksza liczbe nowych alleli wyznaczono dla ilvD (n=8). Lacznie zidentyfikowano 90 alleli.

Szczepy bakteryjne zaklasyfikowano do 23 ST (91% ST opisano po raz pierwszy; Tabela S1).
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Tabela 20.  Zréznicowanie fragmentéw gendw metabolizmu podstawowego wsrod

izolatow B. cereus z gleby pobranej w Kazachstanie

Gen Miejsca polimorficzne® Liczba alleli®
glpF 31 (8,3) 15 (7)

gmk 48 (9,5) 11(2)

ilvD 76 (19,3) 15 (8)

pta 23 (5,5) 11 (3)

pur 49 (14,1) 13 (5)

pycA 57 (15,7) 15 (6)

tpi 18 (4,1) 10 (4)
L.acznie 306 (10,8) 23 (21)°

? liczba miejsc polimorficznych; w nawisie podano procentowy udziat miejsc
polimorficznych w badanym fragmencie genu;

® w nawiasie podano liczbe nowych alleli oznaczonych w trakcie badan;

¢ liczba typow sekwencyjnych (ST); w nawiasie podano liczbe nowych ST.

Analizy rozktadu substytucji nukleotydow w badanych genach wskazuja na zwickszong
czestotliwos$¢ tranzycji, w szczegdlnosci pomiedzy cytozyng i tyming, niz mutacji pozostatych
typow (Tabela 21). Wspotczynnik tranzycji do transwersji wyniost 1,087 pomigdzy purynami
(ky) 14,369 (ko) pomiedzy pirymidynami.

Tabela21. Prawdopodobienstwa substytucji nukleotydow gendéw metabolizmu

podstawowego kazachskich izolatow B. cereus

A T C G
A - 6,0 3,68 5,76
T 7,12 - 16,06 5,30
C 7,12 26,23 - 5,30
G 7,74 6,0 3,68 -
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10.1.3. Polimorfizm genetyczny B. cereus z gleby pobranej w Kenii

Dane dotyczace loci metabolizmu podstawowego B. cereus z gleby pobranej w dwu parkach
narodowych w Kenii, przedstawiono w Tabeli 22. Udzial miejsc polimorficznych w badanych
genach tych izolatow wahat si¢ w przedziale od 4,8% do 21,3%. Najmniejszg liczbe miejsc
polimorficznych zaobserwowano dla tpi (21 z 435 pozycji nukleotydowych), a najwyzsza dla
ilvD (84 z 393 pozycji nukleotydowych). Natomiast najwigksza liczbg homologow opisano dla
glpF, pta oraz pur. W kazdym przypadku zidentyfikowano po 19 odmian tych genow, przy czym
dla glpF i pur opisano po szes¢ nowych alleli, za$ dla pta — dziewig¢. Pozostate geny
wykazywaty zmienng liczb¢ homologow, tj. gmk — 13 (dwa nowe), ilvD — 16 (trzy nowe), pycA —
16 (pig¢ nowych) oraz tpi — 17 (dziewig¢ nowych). Lacznie opisano 119 alleli. Istotng cecha,
wyrdzniajacg izolaty z Kenii, byto zaklasyfikowanie kazdego z nich do osobnego oraz wczesniej

nieopisanego typu sekwencyjnego (Tabela S1).

Tabela 22.  Zrdéznicowanie fragmentéw gendw metabolizmu podstawowego wsrod izolatow

B. cereus z gleby pobranej w Kenii

Gen Miejsca polimorficzne® Liczba alleli®
glpF 36 (9,6) 19 (6)

gmk 48 (9,5) 13 (2)

ivD 84 (21,3) 16 (3)

pta 31(7,4) 19 (8)

pur 58 (16,6) 19 (6)

pycA 64 (17,6) 16 (5)

tpi 21 (4,8) 17 (3)
Lacznie 342 (12,1) 42 (42)°

% liczba miejsc polimorficznych; w nawisie podano procentowy udziat miejsc
polimorficznych w badanym fragmencie genu;

® w nawiasie podano liczbe nowych alleli oznaczonych w trakcie badan;

¢ liczba typow sekwencyjnych (ST); w nawiasie podano liczbe nowych ST.
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Tabela 23.  Prawdopodobienstwa substytucji nukleotydéw gendéw metabolizmu
podstawowego kenijskich izolatow B. cereus
A T C G
A - 3,67 2,27 13,39
T 4,36 - 15,91 3,30
C 4,36 25,77 - 3,30
G 17,72 3,67 2,27 -

W genach metabolizmu podstawowego kenijskich izolatow B. cereus zaobserwowano

nasilong czgstotliwosé tranzycji (Tabela 23). Warto$¢ wspotczynnikow tranzycji/transwersji dla

puryn ksztattowata si¢ na poziomie k;=4,061, a dla pirymidyn k,=7,013.

10.1.4. Polimorfizm genetyczny B. cereus z Polski

W populacji B. cereus z Polski udziat miejsc polimorficznych w badanych genach wahat si¢ w
przedziale od 5,0% do 24,4% (Tabela 24).

Tabela 24.  Zroznicowanie fragmentéw genéw metabolizmu podstawowego wsrdd izolatow

B. cereus z gleby pobranej w potnocno-wschodniej Polsce

Gen Miejsca polimorficzne® Liczba alleli®
glpF 37 (9,9 19 (7)

gmk 61 (12,1) 16 (8)

ilvD 96 (24,4) 19 (10)

pta 46 (11,1) 25 (10)

pur 61 (17,5) 20 (8)

pycA 62 (17,0) 21 (8)

tpi 22 (5,0) 19(3)

¥acznie 385 (13,6) 40 (32)°

? liczba miejsc polimorficznych; w nawisie podano procentowy udziat miejsc

Eolimorficznych w badanym fragmencie genu;

w nawiasie podano liczb¢ nowych alleli oznaczonych w trakcie badan;
¢ liczba typow sekwencyjnych (ST); w nawiasie podano liczbe nowych ST.
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Najmniejsza liczb¢ miejsc polimorficznych w polskiej populacji B. cereus stwierdzono
dla tpi (22 z 435 pozycji nukleotydowych), a najwyzsza dla ilvD (96 z 393 pozycji
nukleotydowych). Najwickszg liczbg alleli (n=25) ustalono dla pta. Pozostale geny wykazaty
zblizong ilo$¢ odmian, tj. glpF — 19 (siedem nowych), gmk — 16 (osiem nowych), ilvD — 19
(dziesi¢¢ nowych), pur — 20 (osiem nowych), pycA — 21 (osiem nowych) oraz tpi — 19 (trzy
nowe). Laczna liczba wszystkich alleli wyniosta 139. Polskim izolatom przypisano 40 typow
sekwencyjnych (wczesniejsze analizy wykonane przez J. Drewnowsks; Drewnowska i
Swiecicka, 2013; Tabela S1).

Rozktad zmiennosci nukleotydow w analizowanych sekwencjach nukleotydowych
wskazuje na wicksza czgstotliwoscia mutacji typu tranzycje, w szczegodlnosci pomiedzy
cytozyna i tyming (Tabela 25). Warto$¢ wspotczynnikéw tranzycje/transwersje wyniosty
k1=4,199 dla puryn oraz k,;=6,945 dla pirymidyn.

Tabela 25. Prawdopodobienstwa substytucji nukleotydow wsrod genéw metabolizmu

podstawowego polskich izolatow B. cereus

A T C G
A - 3,68 2,25 13,42
T 4,37 - 15,65 3,20
C 4,37 25,58 - 3,20
G 18,34 3,68 2,25 -

10.1.5. Polimorfizm genetyczny B. cereus w aspekcie miedzykontynentalnym

W badanych populacjach B. cereus stwierdzono lacznie 354 alleli gendw metabolizmu
podstawowego. Pomimo odrebnego pochodzenia izolatow, niektore warianty genow
wystepowaly w réznych populacjach (Ryc. 2). Przyktadowo, w trzech populacjach jednoczesnie
stwierdzono te same homologii genéw ilvD (allel 35), pur (allele 2 i 96), pycA (allel 4) oraz tpi
(allel 26). Dodatkowo, wykazano kilka wspélnych alleli wszystkich siedmiu genow wsrod
izolatow argentynskich 1 kenijskich. Jednakze nie zidentyfikowano ,,uniwersalnej” sekwencji

genow, ktora bylaby obecna we wszystkich populacjach.
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b) gmk

e) pur f) pycA

N=20 7 1
N=21

‘ Argentyna ’ Kazachstan N - liczba alleli
‘ Kenia Polska

Ryc. 2. llosciowy rozktad alleli genéw metabolizmu podstawowego izolatéw badanych populacji
B. cereus.
Cyfry na pokrywajacych sie polach wskazujg liczbe wspdlinych alleli.
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Ryc. 3. Procentowy udziat miejsc polimorficznych w genach metabolizmu podstawowego
izolatow B. cereus.

Najwiesza liczb¢ miejsc polimorficznych dla badanych genéw zanotowano wsrod
polskich izolatow B. cereus (n=385). Niemniej we wszystkich populacjach stwierdzono zblizone
tendencje w zmiennos$ci poszczegdlnych loci (Ryc. 3). Najbardziej zmiennym okazato si¢ locus
ilvD, gdzie miejsca polimorficzne obejmowaty od 17,5% (izolaty z Argentyny) do 24,4%
(izolaty z Polski) sekwencji nukleotydowej, a najbardziej konserwatywny charakter przejawit
gen tpi (miejsca polimorficzne od 2,7% w populacji argentynskiej do 5% w populacji polskiej).

Waznym parametrem zmiennosci genow jest wspotczynnik r/m, obrazujacy czestotliwosé
zachodzenia rekombinacji w stosunku do mutacji. Przedzialy wartosci tego wskaznika dla
tacznej sekwencji nukleotydowej fragmentow badanych gendow metabolizmu podstawowego (2
829 pz) przy 95% przedziale ufnosci, przedstawia Ryc. 4. Wsrdéd B. cereus czestotliwosé
zachodzenia rekombinacji jest zroznicowana w zalezno$ci od badanej populacji, np. izolaty
kenijskie i kazachskie charakteryzuje najwigksza czestotliwo$¢ rekombinacji, co obrazujg
wartosci otrzymanych wspotczynnik r/m w przedziale od 1,32 do 3,70 (populacja kenijska) oraz
od 1,18 do 3,70 (populacja kazachska). Polskie izolaty charakteryzowal S$redni poziom
wspotczynnika r/m (od 0,85 do 1,90), a dla izolatow argentynskich osiggal warto$¢ nie
przekraczajaca 0,70.
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Ryc. 4. Zakres wartosci wspdtczynnika r/m w glebowych populacjach B. cereus.

Wsérod badanych B. cereus opisano 116 ST (Tabela S1), z czego niemal 89%
zidentyfikowano po raz pierwszy. Az 86% ST wystapito jednokrotnie. Analizy statystyczne (test
Fishera) wykazaly znaczace roznice w proporcjach pomiedzy nowymi a wczesniej opisanymi
typami sekwencyjnymi wsérdéd badanych populacji (p=3,1e™). Natomiast poréwnania pomiedzy
populacjami (testem x* z poprawka Bonferroni) ukazaly roznice statystyczne w proporcjach
nowych i starych typoéw sekwencyjnych jedynie pomiedzy izolatami argentynskimi i kenijskimi
(p=0,022) oraz kenijskimi i polskimi (p=0,013). Zaobserwowano dwa identyczne typy
sekwencyjne w osobnych populacjach, tj. ST294 (populacja kazachska i polska) oraz ST885
(populacja argentynska i kenijska).
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10.2. Struktura genetyczna glebowych populacji B. cereus

Struktury genetyczne populacji B. cereus wyznaczono na podstawie profili allelicznych typow
sekwencyjnych izolatow. Dane analizowano za pomocg algorytmu goeBUSRT, umozliwiajacego
wyznaczenie komplekséw klonalnych (CC), tj. grup izolatéw posiadajacych co najmniej szes¢

lub siedem identycznych allei sposrod siedmiu wchodzacych w sktad typu sekwencyjnego.

10.2.1. Struktura genetyczna populacji B. cereus z gleby pobranej w Argentynie
W argentynskiej populacji B. cereus 84% typow sekwencyjnych tworzy tzw. singletony (Ryc. 5),
czyli ST réznigce si¢ migdzy sobg dwoma lub wigcej allelami. Zaledwie dwa sposrod trzynastu

ST tworzg kompleks klonalny CC 18-225, grupujacy zaledwie dwa izolaty, AR13-9 i AR15-3.

CC 18-225
‘ @ 480

@ 0‘,
@ ¢
(20

@

@

Ryc. 5. Struktura genetyczna populacji B. cereus z gleby pobranej w Argentynie.

Dendrogram wyznaczono za pomocg algorytmu goeBURST. Numery w poszczegdlnych polach oznaczajg
typy sekwencyjne (ST), zas 6ttg obwddka oznaczono jedyny kompleks klonalny (CC). Wielkosc¢
poszczegdlnych pdl koreluje z frekwencjg danego ST. Szczegdtowe informacje na temat izolatéw zawarto
w Tabeli S1 w Zatgcznikach.
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10.2.2. Struktura genetyczna populacji B. cereus z gleby pobranej w Kazachstanie

W strukturze genetycznej kazachskiej populacji B. cereus wyrdzniaja si¢ dwa kompleksy
klonalne, CC 294 obejmujacy 9% izolatow (AY5-1, AY9-4, AY14-9 i AY15-7), ktorym
przypisano trzy typy sekwencyjne (ST294, ST898, ST901) oraz kompleks C 889 z 22 izolatami
B. cereus (48% izolatow kazachskich), zaklasyfikowanych do czterech ST (ST815, ST889,
ST896, ST902) (Ryc. 6). Pozostate typy sekwencyjne, ze wzgledu na duze zrdéznicowanie

alleliczne zostaly sklasyfikowane do 16 singletonow.

CC 294

Ryc. 6. Struktura genetyczna populacji B. cereus z gleby pobranej w Kazachstanie.

Dendrogram wyznaczono za pomocg algorytmu goeBURST. Numery w poszczegdlnych polach oznaczajg
typy sekwencyjne (ST), zas 26ttg obwddkg oznaczono kompleksy klonalne (CC). Wielkos$¢ poszczegdlnych
pol koreluje z frekwencjg danego ST. Szczegdtowe informacje na temat izolatéw zawarto w Tabeli S1 w

Zatacznikach.
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10.2.3. Struktura genetyczna glebowej populacji B. cereus z Kenii
W strukturze genetycznej populacji kenijskich B. cereus stwierdzono tendencj¢ do formowania
singletonéw (Ryc. 7). Dwa wyrdznione kompleksy klonalne (CC 810-874 i CC 879-884)

obejmuja zaledwie cztery izolaty.

©

/CC 879-884

Ryc. 7. Struktura genetyczna populacji B. cereus z gleby pobranej w Kenii.

Dendrogram wyznaczono za pomocg algorytmu goeBURST. Numery w poszczegdlnych polach oznaczaja
typy sekwencyjne (ST), za$ z6ttg obwddka oznaczono kompleksy klonalne (CC). Wielko$¢ poszczegdlnych
pol koreluje z frekwencjg danego ST. Szczegdtowe informacje na temat izolatéw zawarto w Tabeli S1 w

Zatagcznikach.
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10.2.4. Struktura genetyczna populacji B. cereus z gleby pobranej w Polsce

W polskiej populacji B. cereus stwierdzono trzy kompleksy klonalne oraz 25 singletonéw (Ryc.
8). Kompleks CC 650 grupuje szczepy reprezentujgce 11 typoéw sekwencyjnych przypisanych 15
izolatom. Pozostate, mniej liczne kompleksy, CC 656-657 i CC 51-632, obejmujg po trzy

izolaty.
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Ryc. 8. Struktura genetyczna populacji B. cereus z gleby pobranej w Polsce.

Dendrogram wyznaczono za pomocg algorytmu goeBURST. Numery w poszczegdlnych polach oznaczajg
typy sekwencyjne (ST), zas 26ttg obwddkg oznaczono kompleksy klonalne (CC). Wielko$¢ poszczegdlnych
pol koreluje z frekwencjg danego ST. Szczegdtowe informacje na temat izolatéw zawarto w Tabeli S1 w
Zatacznikach.
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10.2.5. Struktura genetyczna populacji B. cereus w aspekcie miedzykontynentalnym

° 'cC 18-225

807

890

CC 551-632__

CC 656-657

“‘ @
)
# 1

{f ) Polska ‘ / “’,:i”‘cc 650

. szczep referencyjny

Ryc. 9. Struktura genetyczna glebowych populacji B. cereus z Argentyny, Kazachstanu,

Kenii i Polski.

Dendrogram wyznaczono za pomocg algorytmu goeBURST. Numery w poszczegdlnych polach oznaczaja
typy sekwencyjne (ST), zas 26ttq obwddkg oznaczono kompleksy klonalne (CC). Wielkos$¢ poszczegdlnych
pol koreluje z frekwencjg danego ST. Szczegdtowe informacje na temat izolatéw zawarto w Tabeli S1 w
Zatacznikach. Na podstawie Kaminska i wsp., 2015.
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Wsrod badanych szczepoéw B. cereus (N=161) wyodrgbniono 10 komplekséw klonalnych
(CC) obejmujacych 59 izolatow (37%) reprezentowanych przez 32 typy sekwencyjne oraz 88
singletonéw (Ryc. 9). Wigkszos¢ CC (osiem z 10) zostala utworzyly izolaty z tej samej
lokalizacji (CC 18-225, N=2; CC 810-874, N=2; CC 879-884, N=2; CC 889, N=21; CC 614-
682, N=3; CC 551-632, N=3; CC 656-657, N=3; CC 650, N=15). Jedynie dwa CC skupiaja
szczepy z odrebnych populacjach, tj. CC 294 (N=4) objat izolaty z Kazachstanu i z Polski oraz
CC 223-701 (N=4) z Argentyny i Polski.

Pomimo tendencji do tworzenia kompleksow klonalnych obejmujacych niska liczbe
szczepOw lub wystepowania izolatow w formie singletonow, niski wspotczynnik mutacji
niesynonimowych do synonimowych (dN/dS) sugeruje klonalny charakter badanych populaciji.
Warto$¢ tego wspodlczynnika wyniosta 0,029, 0,038, 0,027 oraz 0,031, odpowiednio dla
populacji B. cereus z Argentyny, Kazachstanu, Kenii i Polski.

10.3. Filogeneza glebowych izolatéw B. cereus
Pokrewienstwo filogenetyczne B. cereus wyznaczono w oparciu o sekwencje nukleotydowe
typéw sekwencyjnych i zobrazowano dendrogramami przedstawiajagcymi dystans genetyczny

pomiedzy izolatami. Do analiz wlaczono osiem szczepow referencyjnych B. cereus s.l..

10.3.1. Filogeneza izolatow B. cereus z Argentyny

Pokrewienstwo filogenetyczne argentynskich B. cereus testowano dla 23 losowo wybranych
izolatow oraz szczepow referencyjnych (Ryc. 10). Jak wykazaly wczesniejsze analizy,
dziewigciu izolatom przypisano ten sam typ sekwencyjny (ST885). W analizie filogenetycznej te
szczepy tworzg monomorficzng grupeg, nie wykazujaca bliskiego pokrewienstwa z zadnym z
zastosowanych w badaniach szczepow referencyjnych. Podobnie laseczki o ST223 (w bazie
MLST od 2006 roku, zgtoszone przez R.J. Ellisa) przejawity podobienstwo wytacznie do innych
glebowych B. cereus z Argentyny. Pozostale izolaty uplasowaly si¢ w roznych czesciach
dendrogramu, prezentujgc zroéznicowany stopien pokrewienstwa filogenetycznego pomiedzy
sobg 1 szczepami referencyjnymi. Trzy izolaty (AR13-9, AR15-3, AR8-1) ujawnity wysokie
podobienstwo do szczepow referencyjnych B. thuringiensis HD1 i B. thuringiensis HD73 oraz B.
cereus ATCC14579. Odlegte filogenetycznie dla wszystkich badanych izolatow okazaly sie¢ by¢
szczepy referencyjne B. weihenstephanensis DSMZ11821 oraz WSBC10364.
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Ryc. 10. Drzewo filogenetyczne B. cereus wyizolowanych z préb gleby pobranej w Buenos Aires
oraz szczepow referencyjnych B. cereus s.1.

Drzewo wykonane metodg ,faczenia sgsiaddw”. Obok nazwy szczepu podano numer ST. Szczepy
referencyjne wyrdzniono fioletowym znacznikiem. Liczby przy poszczegélnych weztach oznaczaja
wartos$¢ testu Boostrap przy 1000 powtérzeniach.

10.3.2. Filogeneza izolatéw B. cereus z Kazachstanu

Izolaty B. cereus z prob gleby z Kazachstanu (N=46) wykazaly zréznicowany stopien dystansu
genetycznego. Laseczki o ST 889 stanowig 39% wszystkich szczepow tej populacji (Ryc. 11) i
tworzag homogeniczng grupe blisko spokrewniong z izolatami 0 ST902 (AY15-2, AY15-6) oraz
ST896 (AY6-4). Wraz z 18 innymi szczepami 0 réznych ST konstytuuja Wspolng gataz o duzym
dystansie genetycznym w stosunku do szczepow referencyjnych. Pozostate 21% kazachskich
izolatow sa blisko filogenetyczne powiazane ze szczepami referencyjnymi. lzolat AY5-3
(ST460) tworzy wspolna gataz z B. anthracis Ames oraz B. cereus ATCC10987, a AY4-1
(ST797), AY8-1 (ST797) i AY15-8 (ST903) wykazuja pokrewienstwo do B. thuringiensis HD1 i

B. thuringiensis HD73 oraz B. cereus ATCC14579. Oddzielng gataz dendrogramu stanowig
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AY6-5 (ST814), AY5-8 (ST893), AY7-2 (ST897), AY7-8 (ST897) i AY19-1 (ST905), blisko
spokrewnionych jedynie z B. weihenstephanensis DSMZ11821oraz WSBC10364.
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Ryc. 11. Drzewo filogenetyczne B. cereus wyizolowanych z préb gleby pobranej w okolicach
Almaty oraz szczepéw referencyjnych B. cereus s.l. Drzewo wykonane metodg ,taczenia sgsiadéw”.
Obok nazwy szczepu podano numer ST. Szczepy referencyjne wyrdzniono fioletowym znacznikiem.
Liczby przy poszczegélnych weztach oznaczajg wartosc testu Boostrap przy 1000 powtdrzeniach.
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10.3.3. Filogeneza izolatow B. cereus z Kenii

807 SH2-3
874 TE8-8
872 TE8-3
809 SH5-1
827 SH8-1
883 SH6-6
808 SH3-1
870 TE8-1
810 SH6-1
881 SH5-3
824 SH1-1
828 SH9-1
885 SH8-8
805 TE8-4
64871 TE8-2
68 882 SH5-10
10 B. thuringiensis HD1 mm
801 TE3-1
95-806 TE10-1
822 TE7-1
8 B. thuringiensis HD73 wm
804 TE6-1
785 TE1-9
864 TE4-2
4 B. cereus ATCC14579 ==
877 TE2-13
799 TE2-1
803 TES-2
867 TE6-8

[ 829 SH10-2
100 886 SH10-7
109{ 879 SH2-1

884 SH7-4
826 SH7-1
54 1007 842 TE1-1
876 TE2-12
868 TE7-7
99— 823 TE9-1
873 TE8-6
32 B. cereus ATCC10987 mm

1 B. anthracis Ames =m
865 TE5-1

100

84

a

99

77- 863 TE3-8

—? 825 SH4-1

100 880 SH5-2

—E 447 B. weihenstephanensis DSMZ11821 =m
98 42 B. weihnstephanensis WSBC10364 mm

83 B. pseudomycoides DSMZ12442 wm

0.01

Ryc. 12. Drzewo filogenetyczne B. cereus wyizolowanych z préb gleby pobranej w Kenii

oraz szczepow referencyjnych B. cereus s.l.

Drzewo wykonane metodg ,fgczenia sgsiaddw”. Obok nazwy szczepu podano numer ST. Szczepy
referencyjne wyrdzniono fioletowym znacznikiem. Liczby przy poszczegdlnych weztach oznaczaja
wartos$¢ testu Boostrap przy 1000 powtérzeniach.
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Losowo wybrane kenijskie glebowe izolaty B. cereus w liczbie 42, tworza trzy odrebne
gatezie filogenetyczne (Ryc. 12). Pierwsza z nich stanowi 28 laseczek, wykazujacych
zroznicowany dystans genetyczny wzgledem siebie i szczepow referencyjnych B. thuringiensis
HD1 i B. thuringinsis HD73 oraz B. cereus ATCC14579. Z kolei bakterie drugiej gatezi (N=12),
wykazuja bliskie pokrewienstwo z szczepami referencyjnymi B. cereus ATCC10897 (TE9-1,
TE8-6) oraz B. anthracis Ames (TE5-1, TEG6-7, TE4-1, TE3-8). Zaledwie dwa izolaty z parku
Shimba Hills (SH4-1, SH5-2) charakteryzujg si¢ odrebno$cig filogenetyczng i tworzy oddzielng
galaz dendrogramu. Warto zauwazy¢, ze zaden z tych izolatdow nie tgczy si¢ z Szczepami

referencyjnymi B. weihenstephanensis DSMZ11821 (ST447) oraz WSBC10364 (ST42).

10.3.4. Filogeneza izolatow B. cereus z Polski

Losowo wybrane izolaty B. cereus z prob gleby z Polski (N=50) utworzyly dwie linie
filogenetyczne (Ryc. 13). Pierwsza z nich obejmuje 66% badanych bakterii, wykazujacych
zroznicowany stopien pokrewienstwa ze szczepami referencyjnymi B. weihenstephanensis
DSMZ11821 (ST447) oraz WSBC10364 (ST42). Najmniejszy dystans genetyczny w stosunku
do nich przejawiaja bakterie wyizolowane z prob gleby z gospodarstwa rolnego z Jasienowki.
Pozostate laseczki formuja druga grupe filogenetyczng, w ktorej znajduja si¢ takze szczepy
referencyjne B. cereus ATCC10987, B. cereus ATCC14579, B. anthracis Ames oraz B.
thuringiensis HD1 i B. thuringiensis HD73. Jednakze, bliskie pokrewienstwo w stosunku do B.

thuringiensis HD73 ujawniono jedynie dla izolatu JAS24/2.
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Ryc. 13. Drzewo filogenetyczne B. cereus wyizolowanych z préb gleby pobranych

w pétnocno-wschodniej Polsce oraz szczepdw referencyjnych B. cereus s.l.

Drzewo wykonane metodg ,tgczenia sgsiadow”. Obok nazwy szczepu podano numer ST. Szczepy
referencyjne wyrdzniono fioletowym znacznikiem. Liczby przy poszczegdlnych weztach oznaczajg
wartos¢ testu Boostrap przy 1000 powtdérzeniach.
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10.3.5. Filogeneza glebowych izolatow B. cereus w aspekcie miedzykontynentalnym

Izolaty B. cereus przejawiaja tendencj¢ do formowania odrgbnych linii filogenetycznych,
korelujacych z ich pochodzeniem (Ryc. 14). Na drzewie przedstawiajgcym powigzania
filogenetyczne 161 szczepow z prob gleby z Argentyny (N=23), Kenii (N=42), Kazachstanu
(N=46) oraz Polski (N=50) wyrdznia si¢ pie¢ kladow (Ryc. 15).

W kladzie I, obejmujagcym 33% wszystkich badanych izolatow (N=56), liczbowo
dominujg bakterie z Kazachstanu (N=37). Bliski stopien spokrewnienia genetycznego w
stosunku do nich zaprezentowatly takze pojedyncze szczepy argentynskic (AR2-1, AR15-1) oraz
kenijskie (SH2-1, SH7-1, SH7-4). Natomiast znaczng cze$¢ tego kladu stanowig izolaty B.
cereus z Polski (N=14), ale charakteryzuja si¢ matym dystansem genetycznym w stosunku do
bakterii kazachskich. Klad Il jest najmniej liczny (N=12) i obejmuje izolaty z prob gleby z Kenii
(N=9) i jeden izolat z Kazachstanu. Laseczki tego kladu cechuje bliski stopien pokrewienstwa z
chorobotworczymi referencyjnymi szczepami B. anthracis Ames (ST1) oraz B. cereus
ATCC10987 (ST32). Odmienng kompozycja charakteryzuje si¢ klad III (N=48), skupiajacy w
roéznych proporcjach izolaty ze wszystkich badanych prob gleb oraz szczepy referencyjne B.
thuringiensis (HD1 i HD73) jak rowniez B. cereus ATCC14579. W tym kladzie przewazaja
szczepy kenijskie, wykazujace podobienstwo filogenetyczne do pojedynczych typow
sekwencyjnych laseczek z odlegtych lokalizacji geograficznych (Kazachstan — ST797, ST798;
Polska — ST612; Argentyna — ST18, ST225, ST821, ST885). Podobnymi wiasciwosciami
cechuje si¢ klad IV (N=13). Pomimo niskiej liczebnosci, grupujg si¢ w nim B. cereus zaré6wno z
Argentyny, Kenii i Polski. W strukturze kladu V (N=39), dominujg liczbowo polskie izolaty
(N=33). Klad ten obejmuje tez bakterie z prob gleby pobranej w Kazachstanie (N=4), ktérym
przypisano trzy typy sekwencyjne (ST814, ST897, ST893) oraz dwa szczepy referencyjne B.
weihenstephanensis WSBC10364 (ST42) oraz DSMZ11821 (ST447).
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Ryc. 15. Drzewo filogenetyczne 161 izolatdw B. cereus oraz osmiu szczepow referencyjnych

B. cereus s.1.

Drzewo wykonane metodg “taczenia sgsiadéw”. Liczby przy weztach oznaczajg wartos¢ testu Boostrap
przy 1000 powtdrzeniach. lzolaty i szczepy referencyjne sg reprezentowane przez numery ST.
Szczegdtowe informacje na temat izolatdw i szczepdéw referencyjnych zamieszczono w Tabeli S1 w
Zatgcznikach. Na podstawie Kamirska i wsp., 2015.
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10.4. Domniemane ekotypy wsrod glebowych izolatow B. cereus

Domniemane ekotypy w populacjach B. cereus wyznaczono algorytmem Ecotype Simulation

(Koeppel i wsp., 2008) (Ryc. 16).
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Ryc. 16. Filogeneza na postawie sekwencji nukleotydowych ST i podziat na domniemane

ekotypy (PE) izolatéw B. cereus z prob gleby pobranej w Argentynie (a), Kazachstanie (b), Kenii

(c) i Polsce (d).

Drzewa filogenetyczne (metoda ,tgczenia sgsiadow”) oraz podziat na domniemane ekotypy zostaty

wykonane algorytmem Ecotype Simulation (Koeppel i wsp., 2008). Izolaty oznaczono typem ST.
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Polska populacja B. cereus charakteryzowata si¢ najwicksza liczba ekotypow (N=23;
przedziat ufnosci od 10 do 41), zas§ w populacjach kazachskiej i kenijskiej wyrdzniono ich
odpowiednio 16 (przedziat ufnosci od 11 do 23) i 19 (z przedzialem ufnosci od 10 do 31)
ekotypow. Izolaty argentynskie zostaly sklasyfikowane do siedmiu ekotypow (przedziat ufnosci
od 5 do 10). Wyznaczone ekotypy B. cereus objety od jednego do siedmiu izolatow (PE4 w
populacji kenijskiej).

W celu zobrazowania dynamiki proceséw ewolucyjnych w populacjach B. cereus,
sekwencje nukleotydowe typéw sekwencyjnych 161 izolatow oraz szczepu referencyjnego B.
pseudomycoides DSMZ12224 (jako grupy zewnetrznej, ang. outgroup), poddano dwuetapowej
analizie algorytmem Ecotype Simulation (ES). Wyniki tych analiz przedstawiono w Tabeli 26.

Najwicksze roznice zaobserwowano dla wspotczynnika o, obrazujacego czesto$é
zachodzenia selekcji okresowej. Jego wartosci wahaly si¢ od 0,334 w populacji kenijskiej do
3,564 w populacji polskiej. We wszystkich analizowanych populacjach wspoétczynnik o byt
wyzszy od wspotczynnika Q, obrazujgcego tempo tworzenia ekotypow (od 0,014 do 0,038).
Cecha wspolna izolatow niezaleznie od pochodzenia, byta zerowa warto$¢ dryfu genetycznego.

Wspotczynnik selekcji okresowej dla badanych populacji wyznaczono na poziomie
0=0,937 (z przedziatem ufnosci od 0,132 do powyzej 100), a wspolczynnik tempa tworzenia
ekotypow na poziomie Q=0,042 (z przedzialem ufnosci od 0,028 do 0,061). Ponadto, catkowita
liczbe domniemanych ekotypéw (Ryc. S1 w Zatgcznikach) oszacowano na 60 (z przedzialem
ufnoséci od 52 do 110) z dryfem genetycznym d=0. W wiekszosci przypadkéw, poszczegolne
ekotypy tworzyty bakterie pochodzace z tej samej lokalizacji. Niemniej w o$miu przypadkach
(Ryc. S1) izolaty z roznych lokalizacji zostaty przypisane do jednego ekotypu (PE 1, 7, 9, 12, 34,
41, 44, 58). Pomimo, ze wiele ekotypoéw stanowity pojedyncze izolaty, to wyznaczone tez cztery

ekotypy obejmujace od 10 do 22 izolatow.
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Tabela 26. Parametry obrazujace histori¢ ewolucyjng populacji B. cereus

Wspol- Pochodzenie izoladow B. cereus Ogolem
czynnik®®

Argentyna Kazachstan Kenia Polska
Q 0,014 0,027 0,030 0,038 0,042

(0,004; 0,032)  (0,012; 0,060) (0,013;0,045) (0,026 0,057) (0,028; 0,061)

o 0,362 3,564 0,334 1,058 0,937
(0,035;>100)  (0,001;>100)  (0,047;2,555) (0;033; >100)  (0,132; >100)

d 0 0 0 0 0

(0; 4,253) (0;>1€7) (0; 0,029) (0,>1€7) (0;>167)
N 7 16 19 23 60

(5; 10) (11; 23) (10; 31) (10; 41) (52; 110)

2Q, tworzenie nowych ekotypow; o, okresowa selekcja; d, dryf genetyczny; n, catkowita liczba
domniemanych ekotypow;
®w nawiasach podano wartoéci parametrow z 95% przedziatem ufnosci.

10.5. Profile genomowe B. cereus a przynaleznos$¢ filogenetyczna

Polimorfizm genomowy wybranych izolatow B. cereus wyznaczono na podstawie wzorow
elektroforetycznych fragmentow restrykcyjnych genomowego DNA w zmiennym pulsowo polu
elektrycznym. Wyniki analiz wykazaty duza réznorodno$¢ pulsotypéw wsrod badanych bakterii.
W wyniku trawienia genomowego DNA enzymem Notl uzyskano profile obejmujace od pigciu
(SH7-1, Ryc. 18) do 14 (JAS11/1, Ryc. 18) odcinkow. Wielkosci uzyskanych fragmentow DNA
réwniez byty bardzo zréznicowane. Cz¢$¢ szczepow B. cereus wykazywata obecno$¢ wspdlnych
prazkow pomimo roéznych miejsc pochodzenia, typow sekwencyjnych i przynaleznosci do
odmiennych kladéw filogenetycznych (np. AR4-4, AR4-10, SH6-1, SH5-3, TE8-1, Ryc. 19). Nie
wszystkie laseczki o tym samym ST posiadajg jednolity profil elektroforetyczny (np. AY20-3,
AY 18-4, AY18-3, Ryc. 17; AY 2-2, AY17-7, Ryc. 19). Niemniej wzory elektroforetyczne
szczepéw AR4-10 i SH8-8 o identycznym ST88S5, ale odrgbnym pochodzeniu (Argentyna i
Kenia) wykazaty klonalny charakter (Ryc. 17). Analiza izolatéw pod katem pokrewienstwa
filogenetycznego wskazuje na brak charakterystycznych wzorcow DNA dla poszczegdlnych
kladow. Pomimo przynalezno$ci izolatow do tego samego kompleksu klonalnego, ich wzory
pulsotypdéw mogg roznic si¢ znaczaco (np. AY20-3, AY18-4, AY18-3 — CC889; Ryc. 17).
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Ryc. 17. Pulsotypy genomowego DNA trawionego enzymem Notl izolatdw B. cereus i szczepu
referencyjnego B. thuringiensis HD73.

W badania zastosowano wzorce wielkosci DNA podane w Tabeli 3.

Informacje o izolatach B. cereus: AY20-3: ST889, klad I; SH8-8: ST885, klad IIl; AY18-4: ST889, klad |;
BPN13/1: ST650, klad V; SH7-4: ST884, klad |; AY18-3: ST889, klad I.
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Ryc.18. Pulsotypy genomowego DNA trawionego enzymem Notl izolatow B. cereus.

W badania zastosowano wzorce wielkosci DNA podane w Tabeli 3.

Informacje o izolatach B. cereus: SH5-2: ST880, klad IIl; AR8-1: ST821, klad Ill; AY5-7: ST892, klad I; SH7-
1: ST826, klad I; BPN33/4: ST737, klad |; SH10-2: ST829, klad IV; AR13-1: ST800, klad 1V; BPN25/5:
ST705, klad IV; AY9-6: ST889, klad I; AR15-1: ST888, klad I; JAS11/1: ST682, klad .
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Ryc. 19. Pulsotypy genomowego DNA trawionego enzymem Notl izolatéw B. cereus.

W badania zastosowano wzorce wielkosci DNA podane w Tabeli 3.

Informacje o izolatach B. cereus: AY2-2: ST889, klad |; AY17-7: ST889, klad I; AY18-3: ST889, klad I; AY20-
3: ST889, klad I; AR4-4: ST885, klad I1I; AR4-10: ST885, klad IIl; SH6-1: ST810, klad I1I; SH5-3: ST881, klad
IIl; TE8-1: ST870, klad IIl; JAS11/1: ST566, klad V.

10.6. Polimorfizm B. cereus na podstawie wybranych genéw
Plazmidy odgrywaja znaczaca rol¢ w biologii bakterii klasyfikowanych do grupy B. cereus. Ta
przestanka zadecydowata o wyborze do analiz poréwnawczych gendéw kodujacych biatka

replikacji plazmidow typu pXO1 i pXO2 B. anthracis.

10.6.1. Frekwencja i stopien ekspresji genow bialek replikacji plazmidéw typu
pXO1lipXO2

Analizy czestosci wystgpowania determinant genetycznych bialek replikacji plazmidoéw typu

pXO1 i pXO2 (odpowiednio: gen repX i repA_N) B. anthracis przeprowadzono wsrdd

wszystkich glebowych izolatow B. cereus (n=713). Wyniki tych analiz zebrano w Tabeli 27 oraz

Tabeli S1 w Zatagcznikach.
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Tabela 27. Frekwencja genow repA_N i repX wérdd glebowych izolatow B. cereus

Pochodzenie Szczepy repA_N Szczepy repX Szczepy repA_N
izolatow pozytywne® pozytywne® i repX pozytywne®
Argentyna 12 (6%) 1 (0,5%) -

Kazachstan 21 (10,5%) 16 (8%) -

Kenia 11 (5,2%) 11 (5,2%) 1 (0,5%)

Polska 35 (34%) 11 (10,6%) 8 (7,7%)

# w nawiasach podano warto$¢ procentowg w odniesieniu do liczebnosci danej populacji.

Homologi repA_N i repX najczesciej notowano wsrdd polskich izolatow B. cereus. W tej
populacji gen repA_N stwierdzono u 35 z 103 szczepdéw, a u osmiu izolatow (JAS06/1, klad V;
JAS06/3, klad V; JAS74/3, klad V; JAS78/2, klad V; JAS90/2, klad I; JAS94/5, klad V;
BPN13/1, klad V; BPN37/1, klad V) zanotowano oba geny kodujace biatka replikacji plazmidow
typu pXO1 i pXO2. Jednoczesnie oba geny stwierdzono jeszcze tylko w jednym szczepie, TE3-
8, wyizolowanym z gleby pobranej w parku Tsavo East w Kenii. Warto zauwazy¢, ze izolat
TE8-3 wraz z B. anthracis Ames nalezy do kladu II. W pozostatych populacjach czestotliwos¢
wystepowanie genow repX i repA_N byla znacznie nizsza i wahala si¢ od 6,5% (populacja
argentynska, N=13/200) do 18,6% (populacja kazachska, N=37/199). Niemniej jednak dla
wszystkich populacji liczba repA_N-pozytywnych izolatow przewyzszala liczbg szczepow repX-
pozytywnych. Analizy statystyczne rozktadu izolatow repA_N- i/lub repX—pozytywnych oraz
repA_N- i repX—negatywnych wykonane testem x* wskazuja, ze ich proporcje w poszczegdlnych
populacjach roznia si¢ znaczaco (p<2,2e™®). Jednakze pomiedzy badanymi populacjami (z
poprawka Bonferroni), frekwencje izolatow repA_N- i/lub repX — pozytywnych, byta
statystycznie istotna jedynie dla polskich i kazachskich B. cereus (p od 9e™ do 0,039).

Poziom ekspresji genow repA_N (wzgledem szczepu referencyjnego B. thuringiensis
HD73) i repX (wzgledem szczepu referencyjnego B. thuringiensis 1S195) mierzony za pomoca

PCR w czasie rzeczywistym, byt zroznicowany wsrod badanych izolatow (Ryc. 20).
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Ryc. 20. Zakres ekspresji gendw repA_N i repX wsrdd izolatdw B. cereus wzgledem szczepdw
referencyjnych oszacowany metodga Real-time PCR.
Na podstawie Kaminska i wsp., 2015.

Najwigkszg rozpigtos¢ ekspresji repA_N stwierdzono w populacjach kazachskiej (od 0,687
dla AY19-6 do 1,809 dla AY15-2) oraz polskiej (0,615 dla B.c. 06/1 do 1,895 dla JAS11/1.
Natomiast w B. cereus pochodzacych z prob gleby z Kenii obserwowano posredni stopien
transkrypcji badanej determinanty, zawierajacy si¢ w granicach od 0,662 (TES8-3) do 1,454
(TE6-8), zas w populacji argentynskiej oszacowano poziom ekspresji od 0,642 (AR4-6) do 1,518
(AR1-10).

W odniesieniu do izolatow repX-pozytywnych najszerszy zakres ekspresji (od 0,304 dla
BPNO08/1 do 2,514 dla JAS06/3) wykazywaty polskie izolaty. Co ciekawe, jedyny repX-
pozytywny argentynski izolat AR15-1 ujawnil wyzsza ekspresje (1,558) wzgledem szczepu
referencyjnego, anizeli repX-pozytywne izolaty kazachskie (0,420 dla AY6-8 do 1,179 dla AY4-
8) i kenijskie (od 0,365 dla TE8-1 do 0,483 dla SH10-1) (Ryc. 20).

10.6.2. Heterogeniczna natura replikonu plazmidow typu pXO2 wsréd izolatéw B. cereus

Analizy sekwencji genu kodujacego biatko replikacji plazmidow typu pXO2 oraz jego otoczenia,
obejmujgce miejce inicjacji replikacji tzw. origin (ori) oraz region CT regulujacy transkrypcje
genu repA N na zasadzie antysensownego RNA, ukazaty ich niejednorodny charakter wsrod
badanych izolatow B. cereus (Ryc. 21). Replikony plazmidow typu pXO2 B. cereus nie sa
identyczne z replikonem wystgpujacym w komorkach B. anthracis. Uktad nukleotydow w ori
wskazuje na cechy charakterystyczne replikonu wsréd srodowiskowych izolatow B. cereus.
Wsrod nich jest 7 substytucji nukleotydowych (nukleotyd 24, 39, 53, 55, 56, 59, 60) u
wigkszosci izolatow. Substytucje nukleotydowe wystepuja takze w miejscu wigzania z biatkiem

replikacji, ktore u wszystkich badanych B. cereus jest dtuzsze o tyming (Ryc. 21). W replikonie
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zauwaza si¢ do$¢ konserwatywny charakter sekwencji origin do 51 nukleotydu, za$ sekwencja
zakonczenia tego fragmentu charakteryzuje si¢ wigkszg zmiennoscig. Jednakze u izolatow
AY15-8, AR4-3, AR4-5, AR4-6, AR4-7 i SH8-8 zaobserwowano kilka charakterystycznych
podstawien nukleotydowych, co w zestawieniu pokrewienstwa genetycznego na bazie
omawianej sekwencji spowodowato przypisanie ich do oddzielnej grupy (Ryc. S2a). Podobng
cechg¢ zaprezentowaly takze pozostate izolaty kazachskie (AY?20-3, AY6-2, AY1-4, AY16-6,
AY19-6, AY13-6). Z kolei najwickszg zbieznos¢ z sekwencjg inicjacji replikacji plazmidu pX0O2
mialy izolaty zastosowane w celach porownawczych tj B.thuringiensis JAS63/5 oraz
B.thuringiensis BPN2/2. Zblizone wtasciwosci, jak zaobserwowane w sekwencjach origin,

przejawity rowniez fragmenty CT oraz sekwencje genow repA_N (Ryc. 21, Ryc. S2).
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Ryc. 21. Organizacja replikonu plazmidéw typu pX02 oraz alignment sekwencji nukleotydowych
fragmentu genu repA_N oraz regionu CT wsrdd izolatow B. cereus i dwu izolatéw
B. thuringiensis (B. t. BPN2/2, B.t. JAS63/5).
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10.6.3. Determinaty waglika wsréd izolatow B. cereus

Stwierdzenie obecnosci plazmidow typu pXO1 i pXO2 w czeéci badanych szczepow, pociaggneto
za sobg potrzeb¢ zbadania wystepowania determinant waglika, czyli genow kodujacych czynnik
letalny (lef), czynnik obrzgku (cya), antygen ochronny (pagA) oraz otoczki poli-D-glutaminowej
(cap) wsrod izolatow B. cereus. Jednakze nie stwierdzono w/w sekwencji nukleotydowych

wsrdd repA_N- oraz repX-pozytywnych izolatéw.
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11. DYSKUSJA

Analiza zroéznicowania genetycznego populacji B. cereus z czterech lokalizacji zostata
przeprowadzona na podstawie sekwencji nukleotydowych fragmentow gendéw metabolizmu
podstawowego. Uzyskane wyniki generalnie potwierdzajg polimorficzng nature izolatow grupy
B. cereus i pozostaja w zgodzie z wczeSniejszymi publikacjami (Helgason i wsp., 2004;
Bartoszewicz i Marjanska, 2017). Jednakze, ze wzgledu na unikatowy charakter
przeprowadzonych badan, mozliwe stato si¢ doktadne oszacowanie i poréwnanie polimorfizmu
genetycznego glebowych populacji B. cereus z réznych czgsci $wiata. Niewatpliwie, szeroki
zasi¢g przeprowadzonych analiz pozwala na rozszerzenie wiedzy o biologii glebowych populacji
B. cereus oraz stworzenie wspolnej koncepcji o naturze tych bakterii. Jest to niezmiernie istotna
kwestia, gdyz to wlasnie gleba jest gtdwnym rezerwuarem form przetrwalnikowych B. cereus,
skad odbywa si¢ transmisja tych laseczek do zréznicowanych lokalizacji, w tym produktow
spozywczych (Bartoszewicz i Marjanska, 2017; Ceuppens i wsp., 2013).

Z kilkoma wyjatkami, poszczegolne typy sekwencyjne B. cereus sa generalnie swoiste dla
konkretnych lokalizacji geograficznych. Warto zauwazy¢, ze liczba szczepow reprezentujacych
typy sekwencyjne jest zmienna. Doskonatym tego przyktadem sg bakterie wyizolowane z prob
gleby z Afryki, gdzie kazdy izolat zostal sklasyfikowany do oddzielnego ST, podczas gdy w
populacji kazachskiej wyodrebniono 23 ST posrod 46 izolatow. Niemniej, pomimo wysokiego
polimorfizmu genetycznego we wszystkich populacjach, tylko wsrod kenijskich bakterii
zaobserwowano tak wysoka heterogenicznos¢. W literaturze przedmiotu (Drewnowska i
Swiecicka, 2013; Patifio-Navarette i Sanchis, 2016) za gldowna przyczyne réznicowania sie
genotypéw w danej niszy, uznaje si¢ wptyw warunkéw $rodowiskowych. Stad tez mozna
wnioskowac, ze specyficzne czynniki naturalne oddzialywujace na kenijskie B. cereus, m.in.
temperatura, poziom wilgotnosci badZ chemizm gleby, wspomagajg utrzymanie tak ogromnego
polimorfizmu genetycznego wsrdd tych bakterii. Warto rowniez zwroci¢ uwage na spostrzezenia
Brauna i wspotpracownikow (2015) dotyczace stopnia zmiennosci blisko spokrewnionych
laseczek B. anthracis izolowanych z gleby w Parku Narodowym Pollino (potudniowe Wtochy).
Zauwazono, ze wystepuje pewien stopien polimorfizmu genetycznego wsérod zasadniczo
monomorficznych B. anthracis, izolowanych z prob gleby pochodzacych z niewielkich
glebokosci, gdzie uprzednio zakopywano zwierzeta zmarte na skutek waglika. Jako jedng z grup
czynnikow wspierajagcych zréznicowanie genotypow Wwskazano sporadyczne kietkowanie
endospor w korzystnych warunkach srodowiskowych (lub tez w przej$ciowych wektorach) oraz
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replikacje i ponowna sporulacj¢. Nawigzujac do cyklu zyciowego B. cereus (Jensen i wsp., 2003)
mozna zatem przypuszczac, ze W przypadku izolatow kenijskich wystepuje podobna dynamika
form przetrwalnych w glebie. Natomiast Drewnowska i Swiecicka (2013) w pracy na temat eko-
struktury genetycznej glebowych przedstawicieli B. cereus s.l. z pétnocno-wschodniej Polski,
stwierdzily, ze obecno$¢ ekologicznie odrebnych genotypow jest wyrazem adaptacji do danego
siedliska. Co wazne, najwiekszg roznorodno$¢ wykazano w populacji laseczek B. cereus s.l.
wyizolowanych z prob gleby z Bialowieskiego Parku Narodowego. Za powod uznano brak
ingerencji antropogenicznej na tym terenie, co w konsekwencji sprzyja wystgpowaniu mnogosci
»mikro-nisz ekologicznych” 1 réznicowaniu si¢ genotypow jako efekt przystosowan do
warunkéw srodowiskowych. W nawigzaniu do otrzymanych w niniejszej pracy wynikOw mozna
wnioskowac, ze dodatkowo prawdopodobnie mnogos¢ miko-nisz na terenie kenijskich parkow
narodowych Shimba Hills i Tsavo-East, pozytywnie oddziatywuje na ksztattowanie wysokiego
poziomu polimorfizmu genetycznego B. cereus w tej populacji. Co ciekawe, zupelnie odmienny
charakter ujawnity m.in. Listeria monocytogenes izolowane z zywnosci gotowej do spozycia
(Wu i wsp., 2016). Na podstawie danych MLST wsrod 80 izolatow tych pateczek, opisano
zaledwie cztery nowe ST. Dodatkowo, izolaty L. monocytogenes zaprezentowaty stosunkowo
niski stopien zmiennos$ci genetycznej (14 typow sekwencyjnych wsrod 80 izolatow), co jest
typowe m.in. dla emetycznych B. cereus (Yang i wsp., 2017). Zestawienie tych danych z
wynikami otrzymanymi dla glebowych B. cereus w niniejszej pracy jednoznacznie sugeruje, ze
znaczacy wplyw na stopien polimorfizmu bakterii maja oddziatywujace czynniki zewng¢trzne.
Pomimo, ze populacje B. cereus réznig si¢ liczbg typow sekwencyjnych, to poziom
zmiennosci poszczegolnych loci przejawia podobne tendencje we wszystkich lokalizacjach (Ryc.
3). Zatem, niezaleznie od kontynentu, z ktdrego pochodza badane bakterie, plastycznosc
sekwencji genoéw i ewolucji genotypow B. cereus sg zblizone w izolowanych $rodowiskach.
Nalezy jednak pamietac, ze polimorfizm genetyczny to wypadkowa, m.in. izolacji geograficznej,
selekcji okresowej, rekombinacji oraz horyzontalnego transferu genéw (Whitaker i wsp., 2003,
Doolittle i Zhaxybayeva, 2009). Warto zauwazy¢, ze analizy zmian molekularnych w
sekwencjach nukleotydowych (Oliveira i wsp., 2016), wskazuja na najczestsze zachodzenie we
wszystkich populacjach mutacji typu tranzycje (Tabele 19, 21, 23, 25). Podobne tendencje
zostaly zaobserwowane rowniez w badaniach nad Mycobacterium smegmatis (Kucukyildirim i
wsp., 2016) i Pseudomonas aeruginosa (Dettman i wsp., 2016). Hershberg i Petrova (2010),
szczegblowo analizujac typy mutacji w genomach bakteryjnych, stwierdzili, ze najczestsze sg

tranzycje G/C do A/T. Autorzy przyczyn¢ tego zjawiska upatruja w podatnosci cytozyny do
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deaminacji, podobnie jak w organizmach eukariotycznych. Ze wzglgdu na zbiezno$¢ tendencji
tego typu mutacji wsrod glebowych B. cereus z wczesniejszymi doniesieniami literaturowymi,
mozna zatozy¢, ze ten mechanizm wystepuje rowniez wsrod badanych izolatow B. cereus we
wszystkich lokalizacjach geograficznych.

Dane ptyngce z analizy sktadu nukleotydowego fragmentéw genéw metabolizmu
podstawowego mierzone iloscig typow sekwencyjnych, alleli i liczbg miejsc polimorficznych,
jednoznacznie wskazujg na wysoki poziom polimorfizmu genetycznego glebowych populacji B.
cereus. W literaturze przedmiotu podkresla sie rolg¢ zroznicowania genetycznego w zwigkszeniu
dostosowywania si¢ tych bakterii do roznych mikrosiedlisk oraz w tworzeniu oddzielnych
subpopulacji — ekotypow (Cohan i Koeppel, 2008; Cohan i Perry, 2007; Koeppel i wsp., 2013).
Jednakze przeciwstawne wnioski nasuwajg si¢ po analizie wspotczynnikow dN/dS w izolatach
badanych populacji. Wartoéci tego parametru we wszystkich badanych populacjach
jednoznacznie wskazuja na wystepowanie selekcji negatywnej wsrod testowanych alleli.
Konsekwencja tego faktu powinien by¢ klonalny charakter poszczegélnych populacji oraz
populacji B. cereus w aspekcie mig¢dzykontynentalnym. Pozostaje to w sprzecznosci ze
strukturami genetycznymi populacji (Ryc. 5 - 9), wyznaczonymi za pomocg algorytmu
goeBURT. Zbiezne wyniki uzyskano w analizach klinicznych i $rodowiskowych Vibrio
parahaemolyticus (Liideke i wsp., 2015). Wartosci wspotczynnika dN/dS ponizej 1 rdwniez nie
wspotgraty z wyznaczong strukturg genetyczng, gdzie posrdd 58 izolatow z przypisanymi 48
rodzajami ST nie wystgpit zaden kompleks klonalny. Cohan (2006) przedstawit tezg, ktora taczy
te pozornie wykluczajace si¢ wyniki. Okreslit to zjawisko jako selekcje okresowa (ang. periodic
selection), a polega na dziataniu doboru oczyszczajacego we wszystkich badanych loci
odrebnych ekotypow w odstepach czasu. Oszacowane niskie wartosci wspotczynnikow r/m,
swiadczace o rzadkosci zachodzenia procesu rekombinacji, wskazujg na ,.cykliczng” naturg
badanych populacji, tzn. przejsciowos$¢ wysokiego polimorfizmu genetycznego. Spowodowane
to jest prawdopodobnie wystepowaniem selekcji okresowych w pewnych odstgpach czasu.
Dobrym przyktadem na potwierdzenie tego zatozenia jest obecno$¢ wyznaczonych w tej pracy,
specyficznych typow sekwencyjnych dla danej lokalizacji geograficznej, np. ST889 wsrod
szczepow kazachskich badz ST885 wsrod szczepow potudniowoamerykanskich (Rye. 9).
Wedhug Wiedenbecka 1 Cohana (2011) wlasnie te typy sekwencyjne moga zapewnia¢ dominacje
w opanowywaniu danego siedliska. Natomiast klonalno$¢ izolatow B. cereus z powyzszymi
typami sekwencyjnymi jest prawdopodobnie nastepstwem ostatniej selekcji okresowej. Co

ciekawe, otrzymane zakresy wspotczynnikow r/m pozostaja w zgodzie z wynikami otrzymanymi
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dla przedstawicieli grupy B. cereus we wczesniejszych badaniach (Didelot i wsp., 2009; Zwick i
wsp., 2012). Warto zauwazy¢, ze zwigkszona czestotliwo$¢ zachodzenia rekombinacji zostata
stwierdzona u niektorych patogennych gatunkow bakterii, np. Salmonella enteritica (Didelot i
wsp., 2007) i Staphylococcus pseudintermedius (Pires dos Santos i wsp., 2016). Jednakze w
odniesieniu do niniejszych badan najbardziej trafny wydaje si¢ argument wskazujacy na wplyw
zréznicowanych warunkéw srodowiskowych na czesto$¢ zachodzenia procesu rekombinacji.
Dotychczas niejednokrotnie postulowano koniecznos¢ uwzgl¢dniania w analizach wptywu
czynnikow ekologicznych na zmienno$¢ genetyczng oraz systematyke bakterii (Cohan 1
Koeppel, 2008; Connor i wsp., 2010). Ta propozycja byla uwzglgdniana w badaniach wielu
rodzajow bakterii z roznych $rodowisk, m.in. morskich Thalassospira (Lai i wsp., 2014) badz
cyjanobakterii Synechococcus spp. pochodzacych z goracych zrodet (Melendrez i wsp., 2015).
Uzyskane konfiguracje nukleotydowe typdéw sekwencyjnych glebowych B. cereus z réznych
lokalizacji geograficznych sg takze doskonatym zrodtem danych do analiz ich dywergencji
ekologicznej i tworzenia wspomnianych wczesniej ekotypéw. Melendrez 1 wsp. (2011)
zauwazyli, ze stosowanie sekwencji pojedynczego genu do wyznaczania ekotypéw moze by¢
niemiarodajnym sposobem na ustalenie ich powigzan (adaptacji) z siedliskami. Natomiast
wiarygodno$¢ uzyskanych wynikéw w rozgraniczaniu poszczegdlnych ekotypdéw wzrasta po
zastosowaniu wigkszej ilosci loci, stad tez stosowanie sekwencji nukleotydowych fragmentow
siedmiu genow metabolizmu podstawowego i wyznaczanie typow sekwencyjnych jest jak
najbardziej stuszne. Dotychczasowe badania w obrgbie grupy B. cereus jednoznacznie
wskazywaly na wystgpowanie grup ekologicznych w obszarze testowanych populacji. Analizy
przeprowadzone na glebowych izolatach B. thuringiensis (Swigcicka i wsp., 2013) ukazaty
obecnos¢ termicznych ekotypow w zwigzku ze wzrostem w niskiej temperaturze oraz bliskich
powigzaniach filogenetycznych z psychrotoleranycjnym szczepem B. weihenstephanensis.
Ekologiczny wymiar przystosowan genotypéw do specyficznych warunkéw $rodowiskowych
przedstawiono rowniez W odniesieniu do innych czionkéw grupy B. cereus (Drewnowska i
Swiecicka, 2013). Analiza przeprowadzona wéréd glebowych m.in. B. thuringiensis oraz B.
mycoides z terenow parkow narodowych oraz gleby uprawnej pokazata, ze oprocz termicznych
przystosowan czesci izolatow do wzrostu w niskich temperaturach (ekotyp psychrotroficzny),
izolaty z prob gleby pobranej w gospodarstwie rolnym charakteryzuje obecno$¢ genu
kodujacego cytotoksyne K (ekotyp cytotoksyczny). Wystepowanie tej determinanty jedynie
wsrod czgdci izolatbw z prob gleby uprawnej, moze mie¢ zwigzek z oddzialywaniem
antropogenicznym. Nalezy takze pamigtaé, ze gleba jest srodowiskiem silnie niejednorodnym
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(Chase i wsp., 2018, co sprzyja formowaniu si¢ odrgbnych ekotypow. Ze wzgledu na wysokie
prawdopodobienstwo wystgpienia drobnych zmian $rodowiskowych nawet w obrgbie matych
przestrzeni, obecnos$¢ ogromnej roznorodnosci ekotypowej bakterii w badanym obszarze nie jest
niczym zdumiewajacym. Ponadto, zréznicowanie ekotypowe bakterii danego taksonu umozliwia
opanowanie wickszej ilosci siedlisk (Moore i wsp., 1998; Chase i wsp., 2018). Jednakze
identyfikacja czynnikow srodowiskowych determinujacych sktad ekotypowy na danym terenie
nie jest latwa do ustalenia, co doskonale obrazujg badania Chase’a i wsp. (2018)
przeprowadzone na bakteriach z rodzaju Curtobacterium. Autorzy wskazujg, ze na bakterie
glebowe oddzialywuje wiele czynnikow fizycznych i chemicznych, stad tez ksztaltowanie
preferencji ekologicznych bakterii moze zaleze¢ od wielu z nich jednoczesnie oraz od interakcji
pomiedzy tymi czynnikami. Dodatkowo, ze wzgledu na specyfike badan, analizom poddawane
sg proby gleby, nie za$ cata przestrzen. Gleba jako $rodowisko wysoce niejednorodne jest
rezerwuarem ogromnej ilo$ci mikrosiedlisk, w zwiazku z czym ekotypy moga reagowaé na
zmiany $rodowiskowe nawet w bardzo waskich skalach przestrzennych (Chase i wsp., 2018).
Dlatego tez w celu jak najbardziej rzetelnego rozdzielenia badanych izolatow B. cereus do
osobnych ekotypéw oraz oszacowania wartos§ci parametrow dynamiki ewolucyjnej
poszczegolnych populacji, sekwencje nukleotydowe typoéw sekwencyjnych poddano analizie w
programie Ecotype Simulation (Koeppel i wsp., 2008). Wartos$ci wspotczynnikéw uzyskane dla
poszczegblnych lokalizacji geograficznych okazaly si¢ zréznicowane, jednakze ich wspdlnym
elementem jest warto$¢ dryfu genetycznego oszacowana we wszystkich przypadkach na 0.
Okazuje si¢, ze identyczny rezultat uzyskano w badaniach izolatow B. simplex i B. subtilis-B.
licheniformis w 2008 (Koeppel i wsp., 2008). Co ciekawe, populacja kazachska wyroznia si¢
najwyzszym tempem selekcji okresowej sposrod wszystkich badanych puli izolatow, jednakze
nie koreluje to z tempem tworzenia nowych ekotypoéw. Nalezy réwniez mie¢ na uwadze, Ze
izolaty reprezentujagce oddzielne ekotypy moga by¢ niekiedy izolowane jako endospory, ktore
losowo znalazly si¢ w danym siedlisku. Bedzie to wowczas zmniejszalo moc statystyczng
przeprowadzanych analiz (Connor i wsp., 2010).

W 2005 woku Swigcicka i Mahillon wskazali, ze jednym ze sposobow wyznaczania
pokrewienstwa genetycznego pomiedzy przedstawicielami grupy B. cereus jest analiza
porownawcza ich pulsotypéw otrzymanych metoda PFGE. Uzyskane w niniejszej pracy
genomowe profile elektroforetyczne wybranych glebowych izolatow B. cereus z réznych
populacji generalnie nie koreluja z wynikami MLST. Unikatowos¢ wzoréw PFGE/Notl

badanych B. cereus wykazano zarowno pomigdzy izolatami nalezagcymi do tego samego typu
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sekwencyjnego oraz pochodzacymi tej samej lokalizacji. Pomimo rozbiezno$ci, zaobserwowane
wyniki sg potwierdzeniem wysokiego stopnia polimorfizmu genetycznego badanych bakterii 1
zmiennosci genomowej glebowych B. cereus we wszystkich badanych lokalizacjach
geograficznych.

Genomy B. cereus oraz innych laseczek im pokrewnych B. cereus s.l. zawieraja liczne
plazmidy (Murawska i wsp., 2013; Hu i wsp., 2009b; Zwick i wsp., 2012), ktore w sposob
zasadniczy wplywaja na zmienno$¢ genetyczng tych bakterii. W odniesieniu do B. cereus w
szczegblnoSci zwracajg uwage plazmidy o replikonach typowych dla plazmidéw pXO1 i pXO2
w B. anthracis. Z tego wzgledu postanowilam oszacowa¢ wystepowanie tych struktur
genetycznych wsrod glebowych izolatow B. cereus w aspekcie migdzykontynentalnym.
Obecnos¢ plazmidoéw typu pXO1 i pXO2 B. anthracis byla wczesniej identyfikowana wsrod
glebowych populacji B. cereus s.I. z Belgii (Hu i wsp., 2009b), Maryland (Zwick i wsp., 2012)
oraz w poszczegdlnych szczepach B. thuringiensis (Swiecicka i wsp., 2013). W niniejszej pracy
zaprezentowano ich wystgpowanie W glebowych izolatach B. cereus pochodzacych z czterech
kontynentéw na podstawie obecnosci genéw kodujacych homologi biatek replikacji plazmidéw
typu pXO1 i pXO2 — odpowiednio repX i repA N. We wszystkich badanych populacjach
zidentyfikowano B. cereus posiadajace w swoim genomach plazmidy typu pXOl1 i pX0O2. Co
ciekawe, frekwencja genu repA_N zostala zanotowana ze znacznie wigkszg czestotliwoscia
anizeli repX, co pozostaje w zgodzie z wynikami prezentowanymi w literaturze (Hu i wsp.,
2009b; Bahl i Rosenberg, 2010, Liu i wsp., 2015). Niemniej jednak pod tym wzglgdem
populacja polskich B. cereus jest najbardziej swoista, poniewaz prawie potowa izolatow okazata
si¢ nosicielami sekwencji typu repA_N, podczas gdy sekwencje homologiczne do repX
stwierdzono zaledwie u okoto 10% izolatow. Ponadto, badania ekspresji genow repA_N oraz
repX na poziomie transkryptomu ukazaty wyzsza ekspresj¢ replikondow plazmidow typu pXOl
posrod polskich B. cereus, co moze wskazywa¢ na wigksza liczbg kopii tych plazmidéow w
genomach. Jednakze determinanty wirulencji waglikowej kodowane na plazmidach B. anthracis,
takie jak geny kodujace komponenty egzotoksyny waglikowej i/lub zaangazowane w biosynteze
otoczki poli-D-glutaminowej, nie zostaly znalezione posréd badanych izolatow z zadnej
lokalizacji.

Czgste wystgpowanie plazmidow typowych dla B. anthracis wsrod B. cereus jest
przypuszczalnie zwigzane z warunkami Ssrodowiskowymi zwigkszajacymi prawdopodobienstwo
zaj$cia horyzontalnego transferu genow (Wiedenbeck 1 Cohan, 2011). Wydaje si¢, Zze przewaga

repA_N-pozytywnych izolatow w geograficznie odlegtych populacjach moze by$ skorelowana z
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czestszym wspotwystepowaniem tego replikonu z plazmidami koniugacyjnymi. W istocie
horyzontalny transfer genow, a w szczegolnosci koniugacji, zachodzi u bakterii zaliczanych do
grupy B. cereus w réznych warunkach (Hu i wsp., 2009a, Modrie i wsp., 2010). W $rodowisku
naturalnym, gleba bogata w material organiczny moze stymulowac¢ horyzontalny transfer genow
(Bizzarii i Bishop, 2007). Niemniej jednak w badaniach wtasnych uzyskane wyniki ujawnity
dyspersje repA_N- oraz repX-pozytywnych izolatow B. cereus we wszystkich populacjach i
zréznicowang zmienno$¢ genomowg badanych izolatow. Warto zauwazy¢, repA_N- oraz repX-
pozytywne B. cereus nie przejawiajg monofiletycznej natury B. anthracis (Cherif i wsp., 2003) i
nie tworza jednej wspdlnej linii genetycznej (Ryc. 15). Obecnos¢ plazmidow typow pXOl i
pXO2 jako potencjalnych czynnikéw wirulencji wsrod testowanych izolatow, nie jest przypisana
tylko do konkretnych lokalizacji. Jednakze ich wystepowanie jest najprawdopodobniej wyrazem
ekologicznego przystosowania do warunkéw srodowiskowych (Guinebretiére i wsp., 2017).

Waznym aspektem zwigzanym z funkcjonowaniem plazmidoéw sg ich systemy replikacji.
Dotychczasowe badania pXO2 B. anthracis akcentuja wysoki poziom konserwatywnoSci
replikonu tego plazmidu (Tinsley i wsp., 2004; Tinsley i Khan, 2007). Co wazne,
zaobserwowano, ze po wprowadzeniu zrekombinowanych plazmidow (plazmid pBSCmrepS —
6853 pz) z tym replikonem do innych bakterii, tj B. cereus, B. subtilis czy E. coli, dochodzi do
ich powielania (Tinsley 1 wsp., 2004). Pozytywne i zroznicowane wyniki ekspresji genu
kodujacego bialko replikacji plazmidow typu pXO2 wsrod badanych izolatéw, sktonity do
wnikliwej analizy struktury miejsca inicjacji replikacji oraz jego otoczenia. W celu porownania
struktury replikonéw plazmidéw typu pXO2 glebowych izolatow B. cereus z replikonem
plazmidu pXO2 B. anthracis, poddano je procedurze sekwencjonowania. Na tej podstawie
stwierdzono organizacja identyczng organizacj¢ replikonow B. cereus oraz pXO2 B. anthracis.
Jednakze miejsce inicjacji replikacji (origin) plazmidéow typu pXO2 oraz jego otoczenie (gen
repA_N oraz region CT) w zadnym izolacie nie sg identyczne z fragmentem sekwencji plazmidu
pXO2. Co wigcej, analiza sekwencji nukleotydowych nie pozwolita na wyznaczenie podstawien
typowych dla danej lokalizacji geograficznej. Uwage zwraca fakt, ze analizy pokrewienstwa
pomiedzy izolatami na postawie catego replikonu oraz jego poszczegdlnych fragmentow
wskazuja na odrebnos$¢ szesciu izolatow.

We wszystkich przypadkach topologia dendrogramoéw opiera si¢ na kilku liniach
filogenetycznych, ale tylko izolaty B. cereus z gleby pobranej w Polsce, rozdzielity si¢ na dwie
gatezie. Dodatkowo laseczki z poszczegdlnych lokalizacji specyficznie tacza si¢ ze szczepami

referencyjnymi B. cereus s.l. Interesujace, ze W populacji kazachskiej i polskiej odnotowano
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izolaty wykazujace Dbliskie pokrewienstwo z  psychrotroficznymi  szczepami  B.
weihenstephanensis (Ryc. 11 i 13), co jest wyrazem adaptacji ekologicznej do chtodniejszych
warunkow klimatycznych w tych dwoéch lokalizacjach. Juz we wczesniejszych badaniach
wykazywano obecno$¢ psychrotolerancyjnych glebowych izolatow z grupy B. cereus
pochodzacych z prob gleby z potnocno-wschodniej Polski i Litwy (Swiecicka i wsp., 2013). Co
ciekawe, podobnych wlasciwosci nie stwierdzono w zadnej populacji w stosunku do szczepu
referencyjnego B. antharcis Ames. Zaobserwowano zroznicowany dystans genetyczny w
stosunku do tej bakterii, ale najblizsze powinowactwo stwierdzono w puli izolatow z
Kazachstanu (jeden izolat) oraz Kenii (cztery izolaty z Parku Narodowego Tsavo East).
Otrzymane dane wskazuja na zbiezno$¢ z danymi literaturowymi (Doganay i Demiraslan, 2015),
ktore wyraznie eksponuja Afryke jako jeden z terendow endemicznych laseczek waglika, stad tez
prawdopodobnie wynika najwigksza liczebno$¢ izolatow zblizonych filogenetycznie do B.
anthracis.

W analizach filogenetycznych zatozono, ze badane glebowe izolaty B. cereus beda
tworzyly oddzielne linie filogenetyczne korelujace z pochodzeniem. Otrzymane wyniki ukazaty
formowanie przez nie pigciu odrgbnych kladow, ktorych kompozycja jest powigzana z
przynaleznoscig geograficzng. Otrzymane wyniki doskonale wpisuje si¢ w nature izolatow z
grupy B. cereus (Guinebretiére i wsp., 2008; Raymond i wsp., 2010). Wyznaczenie powigzan
filogenetycznych pomigdzy bakteriami od dawna stanowito trudne wyzwanie. Wraz z postgpem
naukowym wykazywano, ze powigzania filogenetyczne sa cennym zrodtem informacji o
badanych mikroorganizmach. Poszukiwanie miarodajnej i funkcjonalnej metody przyczynito si¢
do opracowania szeregu technik molekularnych z powodzeniem uzywanych w poznawaniu
pokrewienstwa pomigdzy badanymi bakteriami. Korelacja pomiedzy dostepnymi danymi
literaturowymi a rezultatami rekonstrukcji powiazan filogenetycznych glebowych izolatow B.
cereus z réznych cze$ci §wiata w niniejszych analizach wytania zarys tendencji ewolucyjnych
tych bakterii oraz umozliwia wyznaczenie prawdopodobnych wlasciwosci wynikajacych z
przynaleznosci poszczegolnych izolatow do kladow. Pomimo znacznej liczebnosci kladu 1, w
ktorym skupity sie¢ w wiekszosci izolaty kazachskie, nie uplasowal si¢ w nim zaden z
zastosowanych w badaniach szczepow referencyjnych. Natomiast zgromadzone w kladzie 11
izolaty afrykanskie wykazaty bliskie pokrewienstwo filogenetyczne z szczepami referencyjnymi
B. anthracis Ames oraz B. cereus ATCC10987. Przynalezno$¢ tych szczepow do kladu Il
pozostaje w zgodzie z wczesniejszych analizami (Priest i wsp., 2004; Cardazzo i wsp., 2008;

Hoffmaster 1 wsp., 2008). Z kolei wigkszos$¢ izolatow kenijskich i argentynskich utworzyly
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odpowiednio klady IIl oraz IV. Natomiast pigta linia filogenetyczna zostata uformowana w
ogromnej przewadze z polskich izolatéw, wykazujacych podobne genotypy do psychro-
toleranycjnych szczepow referencyjnych B. weihenstephanensis WSBC10364 i DSMZ 11821.
Pomimo dominujacych frakcji w kazdym z kladéw, zaden z nich nie byl monomorficzny i
zawieral takze izolaty z innych lokalizacji geograficznych. Zaprezentowana architektura kladéw
jednoznacznie sugeruje formowanie oddzielnych linii filogenetycznych wsrod glebowych B.
cereus sprzezonych z pochodzeniem, ale rownocze$nie ukazuje wystepowanie pokrewnych
genotypow w oddalonych od siebie populacjach. Zwigzane jest do najprawdopodobniej z
transmisja form przetrwalnikowych bakterii pomiedzy réznymi lokalizacjami geograficznymi.
Otrzymane wyniki doskonale wpisuja si¢ w nature bakterii Bacillus spp., ktore z powodzeniem
migruja miedzy roznymi lokalizacjami geograficznymi, nawet kontynentami (Roberts i Cohan,
1995). Co wazne, podobne tendencje powiazania filogenezy z miejscem pochodzenia ujawniono
rébwniez w innych grupach bakterii m.in. morskich Bacillus pumilus (Liu 1 wsp., 2013).
Przeprowadzone analizy filogenetyczne metoda MLST wérod 76 srodowiskowych izolatow tego
gatunku wskazuja na grupowania si¢ poszczegélnych izolatow w osobne zespoty korelujace z w
pewnym stopniu z glgbokoscig wody, z ktérej sie wywodza.

Jednym z aspektow wplywajacych na ksztaltowanie filogenezy w obrgbie grupy B. cereus sa
oddziatywujace czynniki $rodowiskowe, co skutkuje ekotypowym charakterem populacji B.
cereus (Cohan i Perry, 2008; Patifio-Navarette i Sanchis, 2016). Analizy przeprowadzone przez
Guinebretiére i wsp. (2008) oraz Bartoszewicza i wsp. (2009) ukazujg, ze jednym z nich jest
temperatura. Dostosowanie si¢ bakterii do warunkow bytowania, modeluje procesy ewolucyjne
zachodzace w obrebie B. cereus s.l., co bezposrednio ksztattuje kierunki rozwoju linii
ewolucyjnych. Zastosowane w badaniach populacje bakteryjne pochodzace z réznych szerokosci
geograficznych oraz topologia ich drzew filogenetycznych moga sugerowaé dostosowywanie
genotypow si¢ do odmiennych warunkow termicznych/klimatycznych, jednakze wyjasnienie
tego zagadnienia wymaga dodatkowych badan. Nawigzujac do przedstawionych ustalen, warto
odnies¢ si¢ do analiz przeprowadzonych Fiedoruka i wsp. (2017), wskazujacych na bezposredni
zwigzek pomigdzy zmianami w biatkach rybosomalnych a termotypami w grupie B. cereus. Co
ciekawe, zestawienia sekwencji aminokwasowych tych bialek pokazaty, ze wsrdéd psychro-
toleranyjnych izolatow wystepuje preferencja izoleucyny oraz seryny odpowiednio nad waling 1
alaning. Zaproponowano, ze za tymi zmianami stoi m.in. pozytywny dobor naturalny zwigzany z
panujacymi warunkami termicznymi, prowadzacy do wzrastania udzialu konkretnych

aminokwaséw w sekwencjach biatek rybosomalnych oraz faworyzowanie okre§lonych
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wariantow biatek rybosomalnych, charakterystycznych dla danego termotypu. Reasumujac,
wyniki przedstawione w powyzszej publikacji wyraznie sugeruja, ze temperatura jest
czynnikiem wplywajacym ksztaltowanie genotypoéw bakteryjnych, niezaleznie od pozycji
filogenetycznej.

Ustalanie stopnia polimorfizmu, filogenezy i zmienno$ci genomowej izolatow B. cereus
niewatpliwie stanowi wazki problem badawczy ze wzgledu na szerokie rozpowszechnienie tych
bakterii i wielowymiarowe oddzialywanie w roéznych aspektach zycia czlowieka. W
szczegbdlnoSci wilasciwosci glebowych laseczek B. cereus, z powodu tatwosci transmisji do
roznych $rodowisk, wymagaja dokladnej eksploracji, wyjasnienia podloza zmiennosci i
przewidywania dalszych mozliwych $ciezek ewolucyjnych. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy
wyraznie pokazuja ogromng przydatnos$¢ do tego typu badan analiz MLST. Nalezy zauwazy¢, ze
MLST to doskonale narze¢dzie nie tylko do analizowania powigzan filogenetycznych. Na bazie
uzyskanych danych przeprowadza si¢ réwniez analizy polimorfizmu genetycznego (Alvares-
Pérez 1 wsp., 2013) oraz struktury genetycznej badanej populacji (Sorokin i wsp., 2006; Liu i
wsp., 2017), co zostato takze zastosowane do analiz glebowych B. cereus w niniejszej pracy.
Poszukiwanie coraz bardziej szczegdtowej i rzetelnej charakterystyki blisko spokrewnionych
szczepOéw bakteryjnych doprowadzito do rozpowszechnienia typowania na podstawie Kilku
sekwencji genéw metabolizmu podstawowego. Jego przewaga polega na uwzglednieniu w
analizach pionowego i poziomego transferu genéw, co w konsekwencji doprowadzilo do
intensywnego rozwoju i powszechnego uznania zaproponowanej techniki (Maiden i wsp., 2013).
Wykazano, ze jest ona niezwykle uzyteczna w analizach filogenetycznych zrdéznicowanych
gatunkow bakteryjnych m.in. z rodzaju Staphylococcus czy tez Neisseria. Co wazne, pozyskane
dane okazaly si¢ by¢ cennym instrumentem (tzw. ,,zloty standard”) w S$ledzeniu dyspersji
bakterii chorobotwdrczych w kontekscie identyfikacji ognisk choréb czy monitorowaniu
trendow epidemiologicznych danego schorzenia w aspekcie krajowym i/lub globalnym (Enright
I Spratt, 1999; Urwin i Maiden, 2003). Stato si¢ to mozliwe dzieki publikowaniu otrzymywanych
danych w ogdlnodostepnej bazie co w rezultacie dato sposobno$¢ m.in. porownywania i

analizowania zgromadzonych informacji.
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12. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Wyniki badan zaprezentowane w niniejszej pracy doktorskiej umozliwily szczegdtowe
zapoznanie si¢ z polimorfizmem, strukturg genetyczna, filogenezg oraz zmienno$cia genomowa
glebowych populacji B. cereus w aspekcie miedzykontynentalnym. Zastosowanie metody
typowania na podstawie fragmentow sekwencji nukleotydowych genow metabolizmu
podstawowego, umozliwitlo wyznaczenie najwyzszego POziomu zroéznicowania genetycznego
wsrdd izolatow polskich, przy czym laseczki z pozostatych lokalizacji (Argentyna, Kazachstan,
Kenia) przejawity zblizone tendencje we wszystkich loci, co zostalo potwierdzone analizami
technika PFGE. Jednakze przypisanie poszczegolnych izolatow do typow sekwencyjnych
pokazato przynaleznos$¢ kazdej analizowanej bakterii z prob gleby z Kenii do oddzielnego ST, co
wyroznito te populacje na tle innych. Co wazne, w dwoch populacjach ujawniono
charakterystyczne dla nich ST tj ST889 (Kazachstan) oraz ST885 (Argentyna), wskazujace na
ich warto$¢ przystosowawcza do warunkow srodowiskowych wiasciwych dla tych lokalizacji
geograficznych. Uzyskane niskie wartosci wspotczynnikow dN/dS w badanych pulach B. cereus,
sugerujace klonalny charakter wszystkich populacji nie znalazty odzwierciedlenia w strukturach
genetycznych wyznaczonych algorytmem goeBURST. Z kolei odtworzenie powigzan
filogenetycznych pomiedzy 161 analizowanymi izolatami odstonito formowanie si¢ pigciu
oddzielnych kladéw, jednakze w zadnym z nich nie skupity si¢ bakterie wytacznie z jednego
kontynentu. Analiza ich sktadow umozliwita wyznaczenie dominujacego typu geograficznego w
kazdym z nich. Co ciekawe, ujawnily one takze zr6znicowany stopien pokrewienstwa
genetycznego z zastosowanymi w badaniach szczepami referencyjnymi. Uwage zwraca brak
pokrewienstwa potudniowoamerykanskich i kenijskich B. cereus z psychrotolerancyjnymi
szczepami referencyjnymi B. weihenstephanensis.

Wszystkie badane populacje cechujg si¢ obecnoscig W genomach czesci izolatow plazmidow
typu pXO1 i pXO2 B. anthracis, przy czym ich najwyzsza frekwencje wyznaczono wsrod
polskich B. cereus. Oszacowanie wzglednego poziomu ekspresji biatek replikacji powyzszych
plazmidow pokazato, ze ich najwigeksza rozpigtos¢ wystepuje wsrdd laseczek izolowanych z
prob gleby z Polski. Natomiast badania konfiguracji fragmentow replikonow plazmidow typu
pXO2 ujawnity organizacj¢ tozsama z replikonem plazmidu pXO2 B. anthracis. Jednakze
poréwnanie sekwencji umozliwito wyznaczenie w nich charakterystycznych podstawien

nukleotydowych dla srodowiskowych B. cereus.
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Z przeprowadzonych badan plyna nastepujace wnioski:

Glebowe populacje B. cereus charakteryzuje wysoki stopien polimorfizmu genetycznego,
niezaleznie od pochodzenia izolatow. Niemniej bakterie o tym samym typie
sekwencyjnym wystepuja w roznych lokalizacjach geograficznych.

Pomimo stosunkowo wysokiego polimorfizmu genetycznego, populacje B. cereus
podlegaja selekcji negatywnej o charakterze okresowym.

Glebowe izolaty B. cereus formujg linie filogenetyczne generalnie korelujace z miejscem
ich pochodzenia. Jednakze czgs¢ laseczek z odrgbnych geograficznie lokalizacji
wykazuje pokrewienstwo filogenetyczne.

Glebowe populacje B. cereus charakteryzuje ekotypowy charakter o zr6znicowanej
liczebnosci subpopulacji. Cz¢$¢ pojedynczych izolatow stanowi oddzielne ekotypy co
potwierdza wielo$¢ mikronisz obecnych w srodowisku glebowym.

B. cereus zawieraja plazmidy typu pXOl1l i/lub pXO2. lzolaty z tymi plazmidami
wystepuja ze zmienng frekwencja w poszczegdlnych populacjach i nie przejawiaja
monofiletycznej natury B. anthracis.

. Pomimo, ze struktura replikonu plazmidéw typu pXO2 B. cereus ma taki sam uktad
poszczegdlnych fragmentéw jak w plazmidzie pXO2 B. anthracis, to ro6zni je zmienno$é

nukleotydowa w miejscach inicjacji replikacji (origin) oraz jego otoczeniu.
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Ryc. S2. Pokrewienistwo genetyczne repA_N-pozytywnych izolatéw B. cereus, B. thuringieisis BPN2/2, B. thuringiensis JAS63/5
oraz szczepu B. anthracis AMES wyznaczone metodg neighbour-joining na postawie sekwencji nukleotychowych: a) odcinka

origin, b) regionu CT oraz c) genu repA_N.



Tabela S1. Charakterystyka glebowych izolatow B. cereus z Argentyny, Kazachstanu, Kenii
I Polski oraz szczepow referencyjnych

Izolat® Kraj° repX° ST¢ Ccce Klad
JAS06/1 PL 222 CC 650 Y,
JAS15/2 PL 222 CC 650 \Y;
JAS21/1 PL 566 CC 650 \Y;
JAS21/5 PL 410 CC 650 \Y;
JAS30/3 PL 735N CC 650 \Y;
JAS39/1 PL 697" CC 650 \Y;
JAST78/2 PL 734N CC 650 \Y;
JAS83/3 PL 615N CC 650 \Y;
JAS85/1 PL 410 CC 650 \Y;
JAS86/1 PL 697" CC 650 \Y;
BB20/1 PL 410 CC 650 \Y;
BPNO08/1 PL 649N CC 650 \Y;
BPN13/1 PL 650" CC 650 \Y;
BPN37/1 PL 655" CC 650 \Y;
BPN60/1 PL 624N CC 650 \Y;
JAS11/1 PL 682N CC 614-682 |
JAS36/3 PL 682" CC 614-682 |
JAS6B7/5 PL 614N CC 614-682 |
BB19/4 PL 632" CC 551-632 |
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HD1 10 Il

WSBC10364 42 \Y;
HD73 + 8 S I
B.t. 1S195 +

B.t. BPN2/2 PL + 709"

B.t. JAS63/5 PL + 622"

B.c., B. cereus; B. weihenstephanensis DSMZ11821; B. pseudomycoides DSMZ12442;

B. weihenstephanensis WSBC10364; B. thuringiensis HD1; B. thuringiensis HD73;

B. cereus ATCC10987; B. cereus ATCC14579; B. anthracis Ames;

bPL, Polska; KE, Kenia; AR, Argentyna; KZ, Kazachstan;

°+, obecnoé¢ genu repA_N i/ lub repX w reakcji PCR;

43T, typ sekwencyjny. Nowe typy sekwencyjne oznaczono indeksem N. Nowe typy sekwencyjne
polskich izolatow zostaty oznaczone przez J. Drewnowska (Drewnowska J., Swiecicka 1., 2013);
¢ CC, kompleks klonalny; S, singleton.
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