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Chciatabym podziekowac Matgorzacie i Krzysztofowi Waleron
za wsparcie merytoryczne i pomoc w realizacji badan.

Pracownikom Katedry i Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej
za Zyczliwos¢ i cieple przyjecie w zespole.

Moim rodzicom i siostrom, za wiare we mnie i motywacje do dziatania.

Szczegolnie dzigkuje mojemu mezowi Mikotajowi,
bez Twojego nieopisanego wsparcia nie udato by mi si¢ ukonczy¢ tej pracy.



Badania w ramach tej pracy doktorskiej byly czescig czterech projektow bilateralnych:

1. Program naukowej 1 technicznej wspolpracy pomiedzy Rzeczpospolita Polska i Walonia

(Belgia) 2013-2014, 2014-2016, 2017-2019:

e ARTHRO-GEN: ,Wykorzystanie technik Sekwencjonowania Nowej Generacji (NGS
sequencing) w opracowaniu metod inzynierii genetycznej jadalnych cyjanobakterii z rodzaju

Arthrospira” 2013-2014.

e ARTHRO-RNA ,Analiza funkcjonalna genomu jadalnej sinicy z rodzaju Arthrospira pod
katem charakterystyki ekspresji elementéw genetycznych istotnych dla transferu genow oraz

odpowiedzi na stres Srodowiskowy” 2014-2016.

e ARTHROBIOME: ,R6znorodno$¢ i funkcja mikrobiomu Arthrospira oraz jego wykorzystanie
w komercyjnych hodowlach tej cyjanobakterii” 2017-2019.

2. Polsko — Flandryjski wspdlny projekt badawczy w ramach porozumienia o wspolpracy

naukowej miedzy PAB 1 FWO na lata 2016-2018:

»Fizjologia, biologia komorki i biotechnologia jadalnych cyjanobakterii z rodzaju Arthrospira™.

Sekwencjonowanie genomow Arthrospira sfinansowane bylo w ramach:

Projektu sekwencjonowania genomow finansowanego przez ESF (European Science
Fundation) w ramach warsztatoéw "Generation and Analysis of Next Generation Sequencing
(NGS) Data" Uniwersytet w Gencie 2012, Lider: Dr Matgorzata Waleron - ,,How can genomes

help us to design genetic engineering tools for Arthrospira strains (Cyanobacteria)?”,

oraz

z dotacji projakos$ciowej finansowanej przez przez Ministerstwo Nauki i Edukacji Wyzszej

Rzeczpospolitej Polskiej (KNOW) 2012 — 2016 - dec. MNiSW-DS-6002-4693-23/WA/12.
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Cele pracy

. CELE PRACY.

Analiza genomow Arthrospira pod katem identyfikacji i charakterystyki specyficznych
struktur bakteryjnych systemoéw ochrony przed egzogennymi kwasami nukleinowymi —
systemow restrykcyjno-modyfikacyjnymi (R-M) i systeméw CRISPR/Cas.

Analiza porownawcza i okreslenie stopnia konserwacji struktur systemow R-M i
CRISPR/Cas Arthrospira na tle cyjanobakterii z rzedu Oscillatoriales.

Potwierdzenie obecnos$ci zidentyfikowanych in silico genéw potencjalnie kodujacych
systemy R-M i struktury CRISPR/Cas metoda PCR oraz okreslenie aktywnos$ci
potencjalnych metylotransferaz metoda trawienia genomowego DNA wybranymi
enzymami restrykcyjnymi.

Analiza zmian ekspresji gendw zwigzanych z systemami obrony przed egzogennym
DNA w komorkach szczepu Arthrospira sp. PCC 8005 poddanego dzialaniu
promieniowania gamma.

Badanie czysto$ci mikrobiologicznej preparatow zawierajacych suszong biomase
Arthrospira dostepnych na Polskim rynku zgodnie z standardami Farmakopei Polskiej
X.

Izolacja, identyfikacja 1 charakterystyka morfologiczna, biochemiczna i genetyczna
szczepOw bakterii ko-egzystujacych z Arthrospira.

Izolacja, identyfikacja 1 charakterystyka szczepdéw bakterii z hodowli Arthrospira

poddanych dziataniu promieniowania gamma.



Streszczenie

2. STRESZCZENIE.

Cyjanobakterie z rodzaju Arthrospira to jadalne, fotosyntetyzujace 1 nitkowate
mikroorganizmy, naturalnie wystepujace w alkalicznych zbiornikach w regionach tropikalnych
i subtropikalnych. Uzyskanie i utrzymanie hodowli aksenicznych Arthrospira jest bardzo
trudne, a w niektorych przypadkach wrecz niemozliwe. Dotychczasowy podziat filogenetyczny
rodzaju Arthrospira opiera si¢ na réznicach w sekwencji 16S rRNA i1 wyodrebnia trzy klastry
ITS: I, 111 1.

Korzysci ptynace ze spozywania biomasy Arthrospira znane byly juz antycznej
cywilizacji Aztekow, a do tej pory jest ona sktadnikiem tradycyjnej potrawy ,,dihé” spozywanej
przez plemie Kanembu zamieszkujacej okolice jeziora Czad.

Obecnie suszona biomasa Arthrospira, ze wzglgdu na szereg warto$ci odzywcezych i
terapeutycznych, wykazanych prze naukowcow w ponad 50-letnim okresie badan nad tym
organizmem, sprzedawana jest na catlym $wiecie pod komercyjna nazwa ,,Spirulina”.
Dodatkowo, cyjanobakterie z rodzaju Arthrospira znajduja zastosowanie w procesie
bioremediacji, przy produkcji paliw alternatywnych oraz stanowig jeden z komponentow w
sztucznym ekosystemie opracowywanym na potrzeby dtugotrwatych misji kosmicznych takich
jak wyprawa na Marsa (Projekt MELiSSA).

Preparaty ,,Spirulina” dostgpne zaréwno na polskim jak 1 europejskim rynku
sklasyfikowane s3 jako suplementy diety. Wymogi co do kontroli jako$ci i czystosci
suplementow nie sg adekwatne, co moze budzi¢ zastrzezenia co do bezpieczenstwa ich
stosowania przez konsumentow.

Celem tej pracy byta analiza genomiczna Arthrospira koncentrujgca si¢ na: identyfikacji
1 charakterystyce systemow restrykcyjno-modyfikacyjnych (R-M), CRISPR/Cas, regionow
fagowych oraz klastrow biosyntezy metabolitow wtornych. Nastepnym krokiem byto
potwierdzenie eksperymentalnie obecno$ci w chromosomie zidentyfikowanych in silico
determinant genetycznych wybranych systeméw R-M, gendéw cas oraz RAMP. Za cel
postawiono rowniez okreslenie aktywnos$ci scharakteryzowanych metylotransferaz.

W drugiej czes$ci pracy zaplanowano analize czystosci mikrobiologicznej siedmiu
komercyjnych preparatow Arthrospira dostepnych w Polsce, a pochodzacych z réznych
regionow $wiata oraz badanie mikroorganizmow towarzyszacych Arthrospira w hodowlach
wielkoskalowych i laboratoryjnych. W tym celu wykonano izolacj¢ bakterii wystepujacych w
biomasie Arthrospira, a nastgpnie przeprowadzono ich charakterystyke biochemiczng i

genetyczna.



Streszczenie

W ramach niniejszej pracy zsekwencjonowano genomy pigciu szczepow Arthrospira,
w tym szczepu wyizolowanego z syberyjskiego jeziora. Dzigki temu mozliwe byto wykonanie
analiz genomicznych na genomach trzynastu szczepdw Arthrospira reprezentujacych
wszystkie opisane dotychczas genotypy. W efekcie przeprowadzonych analiz genomicznych
Arthrospira zidentyfikowano dziewie¢ kompletnych systemow R-M oraz dwie samotne
metylotransferazy. Dodatkowo okreslono liczbe potwierdzonych i przypuszczalnych loci
CRISPR (1-21) w puli genoméw Arthrospira oraz w genomach cyjanobakterii z rzedu
Oscillatoriales (Subsection III), dostgpnych w publicznych bazach danych. Zidentyfikowano i
scharakteryzowano geny zwigzane z systemami CRISPR/Cas: cas!.1, casl.2, casl.3, cas2.1,
cas2.2, cmrd, cmr6, csml, csm2, csm3, csm4, csm3, csx3 1 csx10, a takze okreslono ich
obecnos$¢ 1 orientacje w poszczegélnych genomach. Dodatkowo wykazano ich unikalno$¢ na
tle rzedu Oscillatoriales.

Wykorzystujac reakcje PCR potwierdzono obecnos¢ zidentyfikowanych in silico genow
kodujacych systemy R-M typu Il (Asull, Aval, Sacll, Nhel, Hindlll), cas (casl.1 icas 2.1) oraz
genow kodujacych biatka RAMP (cmr6, csm3, csm4, csm5). Potwierdzona zostala roéwniez
obecnos¢ 1 aktywno$¢ w komodrkach Arthrospira wszystkich zidentyfikowanych in silico
metylotransferaz. W pracy stwierdzono istotne zmiany w poziomach ekspresji gendéw
analizowanych systemow R-M typu II oraz CRISPR/Cas w sekwencjach transkryptomow
uzyskanych dla szczepu Arthrospira sp. PCC 8005 poddanego dziataniu promieniowania
gamma. Stwierdzono réwniez, iz wszystkie genomy Arthrospira zawieraja podobne regiony
fagowe oraz klastry biosyntezy metabolitéw wtérnych.

Wyniki przeprowadzonych analiz filogenomicznych pozwolity na potwierdzenie
dychotomii rodzaju Arthrospira, co wczesniej sugerowane byto przez Baurain et al. (2002), w
kontrascie do obecnie stosowanego podzialu jedynie na podstawie sekwencji ITS.
Wyodrgbnienie na podstawie przeprowadzonych badan dwoch ktadéw (I 1 II) potwierdza
hipoteze o wystepowaniu zaledwie dwoch gatunkow Arthrospira w naturze, w przeciwienstwie
do okoto 20 gatunkéw zaproponowanych z pomocg analiz morfologicznych.

Kolejna cz¢s¢ pracy dotyczyta badania czysto$ci mikrobiologicznej komercyjnych
preparatow Arthrospira. W efekcie prowadzonych prac wykazano przekroczenie norm
czystosci mikrobiologicznej ustalonych dla produktéw leczniczych jak i zywnosci. Dodatkowo
okreslono, iz w trakcie procesu obrobki technologicznej, ekstrakty metanolowe i wodne

uzyskane z biomasy Arthrospira traca zdolno§¢ hamowania wzrostu bakterii oraz grzybow.
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W efekcie prowadzonych badan wyizolowano i1 scharakteryzowano 45 izolatow
bakteryjnych z siedmiu preparatow Arthrospira. Analiza sekwencji 16S rRNA okreslita
przynaleznos$¢ 22 izolatow do rodzajéw Halomonas, 11 do rodzaju Bacillus, 6 do rodzaju
Roseinatronobacter oraz 1 do rodzaju Rhodobaca. W przypadku 6 izolatoéw okreslono
podobienstwo do niehodowalnych bakterii. Ponadto wyizolowano réwniez 46 izolatow
bakteryjnych z hodowli Arthrospira poddanych dzialaniu promieniowania gamma w dawkach
900-5000 Gy.

Badanie czystosci mikrobiologicznej siedmiu komercyjnych preparatow z suszong
biomasg Arthrospira potwierdza konieczno$¢ kontroli jakosci suplementdéw diety, ze wzgledu
na bezpieczenstwo konsumentéw. Dodatkowo, wyniki analizy metagenomu preparatow
komercyjnych z suszong biomasa Arthrospira obrazuja jak bogate jest konsorcjum bakteryjne
ko-egzystujace z tymi organizmami. Dane literaturowe sugeruja, ze rodzaje Bacillus 1
Halomonas, zidentyfikowane w konsorcjum utworzonym przez Arthrospira i towarzyszace mu
bakterie heterotroficzne, moga posiada¢ szereg wlasciwosci prozdrowotnych oraz ochronnych.
Moze to sugerowac, ze za cz¢s$¢ wlasciwosci Arthrospira odpowiada¢ moga bakterie z nig ko-

egzystujace, co powinno by¢ obiektem dalszych badan.
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ABSTRACT

Cyanobacteria from the genus Arthrospira are edible, photosynthetic, and filamentous
microorganisms. Their natural occurrence is settled in alkaline tanks in tropical and subtropical
regions of the world. Obtaining and sustaining axenic cultures of Arthrospira is very difficult,
in some cases even impossible. Current phylogenetic division of Arthrospira genus is based on
differences in 16S rRNA sequence and distinguishes three ITS clusters: I, IT and III.

The beneficial effect of Arthrospira biomass consumption has been discovered by
ancient Aztec civilization. Until now, Arthrospira biomass is a component of traditional dish
called ,,dihé” consumed by Kanembu tribe, that inhabits Chad lake surroundings in Africa.

Nowadays, because of its nutritional effects dried Arthrospira biomass is being sold all
over the world under commercial name ‘Spirulina’. Additionally, Arthrospira is being used in
bioremediation and alternative fuel production, and is one of the component of artificial
ecosystem maintained for long-time space expeditions on Mars (MELiSSA Project).

‘Spirulina’ products available on Polish and European market are classified as diet
supplements. Quality and purity standards for this type of products are inadequate, what
questions their consumption safety.

The prime aim of this study was genomic analysis of Arthrospira, focused on:
identification and characteristics of restriction-modification systems (R-M), CRISPR/Cas
systems, prophage regions and secondary metabolite biosynthesis clusters. Secondly,
experimental confirmation of presence of in silico identified genetic determinants of R-M
systems, cas and RAMP genes. One of the aims of this was also to evaluate identified
methyltransferases activity in Arthrospira cells.

In the second part of this work, analysis of microbiological purity of seven commercial
Arthrospira products available at Polish market, but originating from different parts of the
world, and analysis of Arthrospira co-existing bacteria has been planned. To achieve that,
isolation and biochemical and genetic characterization of bacteria present in Arthrospira
biomass has been performed.

In this study, five genomes of Arthrospira species, including one from Siberian lake,
has been sequenced. Due to genome sequencing, genomic analysis on thirteen Arthrospira
species representing all known genotypes was possible. As a result of performed genomic
analyses of Arthrospira genus, nine complete R-M systems and two solitary methyltransferases

have been identified. Additionally, number of confirmed and questionable CRISPR loci (1-21)
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in Arthrospira and publicly available Oscillatoriales (Subsection III) genomes has been
evaluated. Genes associated with CRISPR/Cas systems (cas!.1, casl.2, casl.3, cas2.1, cas2.2,
cmrd, cmr6, csml, csm2, csm3, csm4, csm5, csx3, and csx10) have been identified,
characterized, and their presence and orientation in Arthrospira genomes have been established.
Additionally, their uniqueness within the Oscillatoriales order have been shown.

With the use of PCR reactions, presence of in silico identified genes encoding type 11
R-M systems (Asull, Aval, Sacll, Nhel, Hindlll), cas genes (casl.l and cas 2.1), and genes
encoding RAMP proteins (cmr6, csm3, csm4, csm5) have been confirmed. Experiments
performed in this study also proved the activity of identified methyltransferases in Arthrospira
cells. What is more, compelling expression fold changes of analysed R-M and CRISPR/Cas
systems genes in transcriptome sequences from Arthrospira sp. PCC 8005 cells treated with
gamma-irradiation have been shown. It has also been settled that, all Arthrospira genomes
contain similar prophage regions and secondary metabolite biosynthesis clusters.

Obtained genomic analyses results allowed to confirm Arthrospira genus dichotomy,
what has been earlier suggested by Baurain et al. (2002), in contrast to currently used
diversification based on ITS sequence only. Based on performed analyses distinction of two
clades (I and IT) might suggest occurrence of rather only two Arthrospira species in nature than
almost 20 species proposed on the basis of earlier morphological analyses.

In the second part of this study, microbiological purity of seven commercial Arthrospira
products have been examined. Analyses showed, that majority of the products do not comply
purity standards for therapeutic products and food. Additionally, the results suggested that
probably due to technological processing, methanol and water extracts from Arthrospira dry
biomass lose their antibacterial and antifungal properties.

As a result of conducted studies, 45 bacterial isolates from seven Arthrospira
commercial products have been isolated and characterized. The 16S rRNA sequence analysis
revealed that 22 isolates belong to Halomonas genus, 11 to Bacillus genus, 6 to
Roseinatronobacter and 1 to Rhodobaca genus. 6 isolate’s 16S rRNA sequence show highest
similarity to uncultured bacteria. What is more, 46 isolates from Arthrospira cultures that
underwent gamma-irradiation in 900-5000 Gy doses have been isolated.

The microbiological purity assay of seven commercial, dried biomass Arthrospira
products confirmed the need for more rigorous quality control of diet supplements, due to
consumer’s safety. Additionally, metagenome analysis of commercial Arthrospira products

reveal richness of bacterial consortium that consists of Arthrospira cells and co-existing
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heterotrophic bacteria that might possess therapeutic and protective properties. Obtained results
might suggest that for some Arthrospira attributes are responsible the co-existing bacteria, what

should be an object of further studies.
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3. STOSOWANE SKROTY.

ACP
ANI
ARDRA

BSA
Ca-SP
CAS
CFU
CRISPR

Dam
Dcem
DR
EDTA
ESA
FAO

FDA
GLA
GRAS

Gy

ITS
MELiSSA

MGE
M-L
MLSA

Mpz
NGS
LAB
ORF
OTU

biatkowy no$nik grup acylowych (ang. Acyl Carrier Protein)

$rednia identycznos$¢ nukleotydowa (ang. Average Nucleotide Identity)

analiza restrykcyjna amplifikowanych fragmentow DNA rybosomalnego (ang. Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis)

albumina krwi bydlecej (ang. Bovine Serum Albumin).

spirulan wapnia (ang. Calcium Spirulan)

geny zwigzane z systemami CRISPR (ang. CRISPR-associated genes)

jednostki tworzace kolonie (ang. Colony Forming Units)

bakteryjny system obrony przed egzogennym DNA (ang. Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats)

adeninowa metylaza DNA (ang. DNA adenine methylase)
cytozynowa metylaza DNA (ang. DNA cytosine methylase)
sekwencje bezposrednio powtarzalne (ang. Direct Repeats)
kwas etylenodwuaminoczterooctowy

Europejska Agencja Kosmiczna (ang. European Space Agency)

Agencja ds. Zywnosci i Agrokultury Zjednoczonych Narodéw (ang. Food and Agriculture
Organization of the United Nations)

Agencja Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug Administration)

kwas gamma-linolenowy (ang. Gamma Linolenic Acid)

powszechnie uznawane za bezpieczne (ang. Generally Recognized As Safe)

jednostka miary promieniowania jonizujgcego (ang. Gray)

region pomigdzy genami 16S rRNA i1 23S rRNA (ang. Internal Transcribed Spacer)
Mikro-ekologiczny, alternatywny, system podtrzymywania zycia (ang. Micro-Ecological Life
Support System Alternative)

ruchome elementy genetyczne (ang. Mobile Genetic Elements)

maksymalne podobiefistwo (ang. Maximum-Likelihood)

analiza co najmniej kilku genéw metabolizmu podstawowego (ang. Multilocus Sequence
Analysis)

mega par zasad (azotowych), 1 000 000 pz

Sekwencjonowanie Nowej Generacji (ang. New Generation Sequencing)

bakterie kwasu mlekowego (ang. Lactic Acid Bacteria)

otwarta ramka odczytu (ang. Open Reading Frames)

najmniejsza jednostka taksonomiczna (ang. Operational Taxonomic Unif)
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PAM
PCC
PCR

pz
qRT-PCR
RFLP

RIP
RiPP

R-M

RpoS
ssDNA
TAMC
SSR
USP
UV-B
UVv-C
WHO

ang. Protospacer Adjacent Motifs

Kolekcja Kultur Cyjanobakterii w Instytucie Pasteura (ang. Pasteur Culture Collection)

tancuchowa reakcja polimerazy DNA (ang. Polymerase Chain Reaction)
par zasad (azotowych)

ang. qunatitative reverse-transcriptase real-time PCR

polimorfizm dhlugosci fragmentéw restrykcyjnych (ang. Restriction Fragment Length

Polymorphism)

regulowana proteoliza migdzybtonowa (ang. Regulated Intramembrane Proteolysis)

syntetyzowane rybosomalnie i modyfikowane post-translacyjnie peptydy (ang. Ribosomally

synthesized and Post-translationally modified Peptides)

system restrykcyjno-modyfikacyjny (ang. Restriction-Modification)

obroty na minute (ang. revolutions per minute)

czynnik sigma odpowiedzi na stres (ang. RNA polymerase sigma factor)
forma jednoniciowa DNA (ang. single-stranded DNA)

ogoblna liczba drobnoustrojow tlenowych (ang. Total Aerobic Microbial Count)
krotkie powtorzenia sekwencji (ang. Short Sequence Repeat)

Farmakopea Stanéw Zjednoczonych (ang. United States Pharmacopeia)
promieniowanie ultrafioletowe B

promieniowanie ultrafioletowe C

Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)
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4. WSTEP.

4.1. Charakterystyka cyjanobakterii z rodzaju Arthrospira.

4.1.1. Ogodlna charakterystyka cyjanobakterii.

Cyjanobakterie, potocznie nazywane sinicami, to organizmy zdolne do

przeprowadzania fotosyntezy oksygenowej oraz syntetyzujace chlorofil a. Zielono-niebieskie
zabarwienie komorek jest spowodowane obecno$cig barwnikow — chlorofilu oraz
fikocyjaniny, stad pochodzi potoczna angielska nazwa cyjanobakterii blue-green algae.
Sinice to najbardziej rozpowszechniona grupa fotoautotroféw na ziemi, a przy tym
najbardziej zrdznicowana. Cyjanobakterie maja dtuga histori¢ ewolucji. Naukowcy szacuja
ich pojawienie si¢ na ziemi na okoto 3,5 miliona lat temu, o czym $wiadcza skamieliny
znalezione migdzy innymi w zachodniej Australii (Whitton & Potts, 2000). Teoria
endosymbiozy natomiast zaklada, ze w wyniku wchtoniecia komorki cyjanobakteryjnej do
komorki eukariotycznej powstat plastyd, ktorego funkcja jest przeprowadzanie fotosyntezy w
komorkach roslinnych (Raven & Allen, 2003).

Cyjanobakterie pod wzglgdem morfologicznym mozna podzieli¢ na jednokomoérkowe
oraz nitkowate (ang. filamentous). Jednokomoérkowe sinice wystepuja jako pojedyncze
komorki oraz jako agregaty pokryte warstwa sluzu lub otoczkg. Natomiast cyjanobakterie
nitkowate mogg tworzy¢ charakterystyczne lancuchy komorkowe ulozone w jednym lub
wielu rzedach oraz tzw. trichomy. Trichomy to postacie, w ktorych komdrki cyjanobakterii
oddzielong sg migdzy sobag cienkimi przegrodami, a cato$¢ otoczona jest wspolng $ciang
komorkowsg. Filament to trichom pokryty §luzowa otoczka (pochewka) (Castenholz &
Waterbury, 1989). Cyjanobakterie posiadaja réwniez wyspecjalizowane komodrki zwane
heterocytami, ktore odpowiadaja za wigzanie azotu atmosferycznego ze S$rodowiska.
Powstaja one przy niedoborze azotu w Srodowisku, a za proces wigzania azotu
odpowiedzialny jest enzym — nitrogenaza (Schlegel et al., 2000). Aktywnos$¢ nitrogenaz jest
uwarunkowana obecnos$cig tlenu — tlen dziata hamujaco na jej biosynteze oraz wptywa na jej
strukture (Estevez-Fereira et al., 2017). Do wigzania azotu zdolne sg wszystkie cyjanobakterie
nitkowate za wyjatkiem rzedu Oscillatoriales. W warunkach braku substancji odzywczych w
otoczeniu, z komoérek wegetatywnych powstaja wyspecjalizowane komorki zwane akinetami
(inaczej spory spoczynkowe), ktére wypelnione sg substancjami zapasowymi (mi¢dzy innymi
glikogenem 1 lipidami) (Castenholz & Waterbury, 1989). Wegetatywne rozmnazanie
cyjanobakterii mozliwe jest dzigki komoérkom o nazwie hormogonia, ktore sg rowniez zdolne

do poruszania si¢ (Whitton & Potts, 2000).
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Cyjanobakterie to to bakterie Gram-ujemne, ktorych $ciana komodrkowa sktada si¢ z
btony zewnetrznej oraz peptydoglikanu. Grubo$¢ sciany komorkowej waha si¢ od 1 do nawet
200 nm, a niektore rodzaje cyjanobakterii nie posiadaja jej wcale (Halfen & Castenholz,
1971).

Cyjanobakterie to bardzo zroznicowana klasa organizméw ze wzgledu na
zapotrzebowanie na tlen, optymalne natgezenie $§wiatla, tolerancje H,S w $rodowisku,
optymalng temperatur¢ wzrostu, wrazliwo§¢ na promieniowanie UV-B oraz UV-C,
dostepno$¢ mikro i makroelementow, tolerancji zasolenia, optymalnego pH, zdolnosci do
wigzania azotu czasteczkowego, tworzenia heterocyst i innych. Za poszczegoélne cechy
odpowiadaja wyspecjalizowane elementy komdrkowe oraz produkowane enzymy (Whitton &
Potts, 2000).

Sinice ze wzgledu na swoj pionierski charakter charakteryzuja si¢ wysoka tolerancja
na czynniki $rodowiskowe co pozwala im na przetrwanie w ekstremalnych warunkach.
Spotyka si¢ je w tropikalnych regionach Afryki jak i na Antarktydzie. Zazwyczaj wystepuja w
srodowisku wodnym, zarowno w wodach stodkich jak i stonych, ale mogg rowniez bytowac
na skatach oraz w glebie (Miklaszewska et al., 2008).

Negatywne skojarzenia z sinicami zwigzane sg z masowymi zakwitami gatunkow
zdolnych do wytwarzania r6znego rodzaju toksyn na zbiornikach wodnych uniemozliwiajace
np. kapiele w morzu latem. Do toksyn produkowanych przez cyjanobakterie niebezpiecznych
dla ludzi oraz zwierzat hodowlanych nalezag miedzy innymi: mikrocystyny, anatoksyny,
nodularyny, saksitoksyny, cylindrospermopsyny, ktére maja dzialanie hepato-, cyto- i
neurotoksyczne (Cheung et al., 2012).

Mimo, iz wiele gatunkéw cyjanobakterii produkuje toksyny i1 moze wptywac
niekorzystnie na zdrowie ludzi, szereg innych wlasciwosci sinic jest wykorzystywany w
przemysle biotechnologicznym. Przede wszystkim, cyjanobakterie sa bogatym zrodiem
substancji bioaktywnych, ktore wykazuja wlasciwosci przeciwwirusowe, przeciwbakteryjne,
przeciwgrzybicze oraz antynowotworowe. Obecnie opracowano rézne technologie do
produkcji metabolitow wtornych z sinic, takich jak: witaminy, enzymy, toksyny, farmaceutyki
oraz egzopolisacharydy, a niektore z nim mogg stuzy¢ jako pozywienie. Dodatkowo, niektore
szczepy cyjanobakterii sa zdolne do akumulacji polihydroksyalkanianow (PHA) -
biodegradowalnych polimerow, bedacych alternatywa dla plastikbw nie ulegajacych
rozktadowi. Zaobserwowano rowniez obecno$¢ konsorcjow cyjanobakteryjnych w regionach
zanieczyszczonych ropa naftowa. Owe konsorcja sg zdolne do niwelowania zanieczyszczen

ropopochodnych, poprzez zaopatrywanie bakterii rozkladajacych ropg¢ w tlen, azot oraz
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niezbedne skfadniki organiczne. Obecnie skomercjalizowano roéwniez technologie

otrzymywania wodoru z cyjanobakterii jako zrodto alternatywnej energii (Abed et al., 2008).

4.1.2. Morfologia i ultrastruktura komorek Arthrospira.

Cyjanobakterie z rodzaju Arthrospira naleza do sinic nitkowatych i1 cechuje je
charakterystyczna organizacja wielokomorkowego cylindrycznego trychomu w otwartej,
lewo- 1 prawoskretnej helisie na calej dlugosci. W mikroskopii $wietlnej mozna
zaobserwowa¢ pojedyncze, wolno ptywajace i zdolne do ruchu filamenty (ang. gliding
motility). Arthrospira nie ma heterocytow, a filamenty sa zbudowane z komorek
wegetatywnych oddzielonych cienkimi przegrodami, ktére wystepuja co 2-3 um. Trichomy
pokryte sa pochewka 1 posiadaja delikatne zwezenia w miejscu przegréd miedzy komorkami
wegetatywnymi. Wierzchotki trychomu (tzw. czapeczka) moga by¢ delikatnie wysmuklone,
zaokraglone lub szpiczaste. Szeroko$¢ trychomu Arthrospira wacha si¢ miedzy 6 a 12 pum,
skok helisy migedzy 12 a 72 um, natomiast §rednica helisy migdzy 30 a 70 pm (Tomaselli et
al., 1997).

AccV SpotMagn Det WD 1 20um
300kv 30 1000x SE 118

Fotografia 1. Po lewej zdjecie z skaningowego mikroskopu elektronowego filamentu szczepu
Arthrospira sp. PCC 9901, powickszenie 1000x; po prawej zdjecie filamentow Arthrospira
sp. PCC 9001 z mikroskopu §wietlnego, powigkszenie 400x.

Warunki $rodowiskowe sa niezwykle waznym czynnikiem wplywajacym na
geometri¢ helisy. Po wptywem warunkow $rodowiskowych filamenty moga przej$¢ z formy
helikalnej do prostej. Poczatkowe obserwacje sugerowaly, iz utracenie morfologicznej
struktury helikalnej na rzecz prostej, jest forma degeneracji i ponowna rewertacja do formy
helikalnej nie jest mozliwa (Tomaselli et al., 1997). Inne badania wykazywaly réwniez, ze
filamenty przechodza do formy helikalnej jako swoista obrona przed niesprzyjajacymi

warunkami $rodowiskowymi (np. zbyt duzym natezeniem S$wiatla). PdZniejsze badania

12



Wstep

wykazaty, ze przejscie z formy prostej do helikalnej jest mozliwe i1 zachodzi spontanicznie
(Wang & Zhao, 2005).

Jako organizmy prokariotyczne, Arthrospira posiada budowe bakteryjna pod
wzgledem ultrastruktury. Sluzowa otoczka (pochewka) ma strukture widknisto-siatkows i
grubo$é okoto 0,5 um, sklada sie z wielocukrow. Sciana komoérkowa jest zbudowana z
czterech warstw. Rownolegle do osi trychomu uktada si¢ najbardziej zewngtrzna warstwa
sciany komorkowej (warstwa czwarta), bedaca analogiem blony zewngtrznej. Biatkowe
wtokna tworza warstwe trzecig, a warstwe druga stanowi peptydoglikan. Peptydoglikan wraz
z warstwa pierwsza (fibrylarng) tworza przegrode oddzielajaca poszczegodlne komorki od
siebie.

W komorkach Arthrospira znajduja si¢ rowniez fikobilisomy, agregaty fikobiliprotein,
ktore przylegaja do utozonych w koncentryczne zwoje tylakoidéw. Fikobiliproteiny u
Arthrospira to fikocyjanina oraz allofikocyjanina, a ich funkcja jest absorpcja energii fal
swietlnych, ktore nie zostaty pochtoni¢te przez inne barwniki (Padyana et al., 2001).

Podobnie jak u innych wodnych organizméw prokariotycznych, w komorkach
Arthrospira znajduja si¢ wakuole gazowe, ktére zapewniajg im ptywalno$¢. Wakuole gazowe
sg rozproszone w komoérkach Arthrospira, a zbudowane sg z walcowatych pecherzykow
gazowych zakonczonych stozkami. Wystepowanie wakuol gazowych jest uwarunkowane
warunkami hodowli, w wyniku mutacji moze by¢ rowniez utracone (Castenholz et al., 2001).
Dwa gtowne biatka wakuol gazowych to GvpA oraz GvpC, ktorego cechg charakterystyczng
jest konserwowany motyw reszty 33 aminokwasowej tworzacej powtdrzenia tandemowe
(Walsby, 1994). W swoich badaniach Miklaszewska et al. (2012) zaproponowata strukture
operonu gvp: gvpAIl-gvpCl-gvpA2-gvpC2-gvpA3-gvpC3-gvpN, ktora zostala okreslona w
pieciu szczepach Arthrospira.

Ponadto w komodrkach Arthrospira moga wystgpowac ziarna cyjanoficyny, ciatka
poliglukanu, ciatka cylindryczne, karboksysomy, mezosomy oraz poli-B-hydroksymaslan.
Warto podkresli¢ réwniez duzy wpltyw warunkow $rodowiskowych na wystepowanie

organelli 1 inkluzji komdérkowych u Arthrospira (Van Eykelenburg, 1980).

4.1.3. Systematyka.
Ze wzgledu na zdolno$¢ do przeprowadzania fotosyntezy, cyjanobakterie zaliczane
byty do glonéw. Dopiero w latach 60-tych XX wieku zaproponowano przeklasyfikowanie 1

zaliczenie ich do Procaryota. Stainer (1977) oraz Gibbons&Murray (1978) zaproponowali,
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aby  nomenklature  cyjanobakterii  wzorowa¢ na  Miedzynarodowym = Kodzie
Nomenklaturowym Bakterii (ICNB) co do tej pory wywotuje dyskusje wsrdd fykologow.
Poczatkowo taksonomia Arthrospira opierata si¢ na analizie cech morfologicznych, a
takze ekologii i pochodzeniu geograficznym poszczegdlnych szczepow. Gatunki opisywano
za pomocg Miedzynarodowego Kodu Nomenklaturowego dla alg, grzybow i roslin (ang.
International Nomenclature Code, ICN). W swoich badaniach Komarek (1990) opisat 38
gatunkoéw Arthrospira na podstawie ich morfologii, jednak taki opis moze by¢ mylacy i
nieprecyzyjny, poniewaz czynniki fizyczne jak i chemiczne moga mie¢ wptyw na morfologie
komorek Arthrospira (Jeeji Bai and Seshadri, 1980; Jeeji Bai 1985; Muhling et al., 2006). Do
tej pory ani rodzaj Arthrospira ani zaden jego reprezentant nie zostaly opisane zgodnie z
zasadami Miedzynarodowego Kodu Nomenklaturowego Prokariotow (ang. International
Code of Nomenclature of Prokaryotes, ICNP). Bergey’s Manual of Bacteriology 2001, ktory
przedstawia obszerny klucz do identyfikacji bakterii, okresla tylko przynalezno$¢ Arthrospira
do Cyanobacteria/Subsectionlll/Incertae Sedis z uwzglednieniem jednego szczepu
referencyjnego — Arthrospira platensis PCC 7345. Obecna systematyka Arthrospira
przedstawiona jest nast¢pujaco: Domena: Bacteria, Gromada X: Cyanobacteria, Klasa I:

Cyanobacteria/Subsectionlll/Incertae Sedis (Castenholz et al., 2015).

4.1.4. Genetyka rodzaju Arthrospira.
4.1.4.1. DNA genomowe oraz plazmidowe.

Genom Arthrospira jest zorganizowany w pojedynczy, kolisty chromosom, a komorki
zawieraja od 0.6 do 1% DNA w suchej biomasie. Warto$¢ ta jest zdecydowanie nizsza od
sredniej zawartosci DNA w suchej masie u innych bakterii 1 drozdzy, ktora wacha si¢ miedzy
4 a 10%. Niska zawartos¢ DNA w komorce skutkuje mato wydajna ekstrakcja tego kwasu, ale
jest korzystna ze wzgledu na jadalny charakter Arthrospira. Biomasa Arthrospira zawiera
rowniez wysoka zawarto$¢ polisacharydéw 1 polifenoli, ktére dodatkowo utrudniaja
ekstrakcje kwasow nukleinowych z komoérek (De Philipis and Vicenzini, 1998; Morin ef al.
2010b). W roku 1993 Song et al. opublikowali prace, w ktorej opisuja izolacj¢ plazmidu z
komorek Arthrospira. Do tej pory jest to jedyna praca wykazujaca obecno$¢ plazmidu u
Arthrospira. Wyniki tej pracy nie zostaly jednak potwierdzone przez zadng inna grupeg

badawcza, dlatego zaktada sie, iz Arthrospira nie posiadaja DNA plazmidowego.
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4.14.2. Genomy Arthrospira.

Do grudnia 2018 zsekwencjonowano oraz opublikowano osiem genoméw
Arthrospira: Arthrospira sp. PCC 8005 (ADDHO00000000), Arthrospira platensis NIES-39
(APO11615), Arthrospira platensis C1 (AFXD000000000), Arthrospira maxima CS-328
(ABYKO00000000.1), Arthrospira platensis str. Paraca (ACSKO00000000), Arthrospira
platensis YZ (CP013008), Arthrospira sp. TISD091 (LAYT00000000) oraz Arthrospira sp.
TJSD092 (CP028914) (Fujisawa et al., 2010; Janssen et al. 2010; Carrieri et al., 2011;
Cheevadhanarak et al., 2012; Lefort et al., 2014; Dong et al., 2015). Wielko$¢ genomu
Arthrospira wacha si¢ miedzy 4,9 a 6,8 Mpz. Analizy genomowe wykazaty duza zawartos¢
(~20%) sekwencji repetytywnych w genomach Arthrospira, migdzy innymi: introndw grupy
II, sekwencji fago-podobnych, elementéw insercyjnych oraz CRISPR (ang. Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats). Dodatkowo wykazano duza ilo$¢
determinant genetycznych systemow restrykcyjno-modyfikacyjnych (R-M), ktére wraz z
systemami CRISPR/Cas stanowia skuteczna barier¢ dla efektywnej transformacji komorek
Arthrospira (Fujisawa et al., 2010; Janssen et al. 2010; Cheevadhanarak et al., 2012; Lefort et
al., 2014). Zhao et al. (2006) zidentyfikowal trzydziesci genow potencjalnie kodujacych
systemy R-M (gtéwnie typu I) oraz okreslit profile ekspresji genow metylotransferaz z
uzyciem techniki RT-PCR u ,Spirulina” (Arthrospira). System R-M Apll zostat
zidentyfikowany w genomie Arthrospira platensis NIES-39, ktory wykazuje aktywno$¢
endonukleolityczng specyficzng dla sekwencji 5’-CTGCAG-3’, oraz ktérego prototypem jest
enzym Pstl (Shiraishi & Tabuse, 2013).

4.14.3. Filogenetyka.

W pierwszych badaniach taksonomicznych opartych na morfologii z 1932 roku
Arthrospira i Spirulina zostaly polaczone we wspolny rodzaj — Spirulina (Geitler, 1932).
Nazwa Spirulina zostata wybrana ze wzgledu na to, iz organizmy z tej grupy zostaty opisane
kilka lat wcze$niej niz Arthrospira (Vonshak, 1997). Pdzniejsze badania wykazaty, ze
Arthrospira 1 Spirulina to dwa odregbne rodzaje i réznig si¢ pod wzgledem genetycznym,
ultrastruktury, a takze chemotaksonomicznym (Herdman et al., 1979; Gugliemi et al., 1993;
Nelissen et al., 1994; Cohen & Vonshak, 1991).

W badaniu przeprowadzonym przez Manen i Falquet (2002) wykazano, Ze najblizej
spokrewniony z rodzajem Arthrospira jest rodzaj Planktothrix, a co wazniejsze, ze nie jest on
spokrewniony z rodzajem Spirulina. W 2013 roku Shih et al. przedstawili wyniki analiz
genomowych, w ktorych najblizej spokrewniony z Arthrospira okazal si¢ rodzaj Lyngbya,

jednak nalezy zaznaczy¢, ze Planktothrix nie byl uwzgledniony w analizie. Pomimo
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przedstawianych dowodéw naukowych, iz Arthrospira 1 Spirulina to dwa odrgbne rodzaje,
nazwy te sg wcigz stosowane wymiennie. Powodem jest fakt, ze komercyjne produkty
zawierajagce biomase Arthrospira sa sprzedawane pod nazwg ,,Spirulina”. W pismiennictwie
naukowym stosowanie obydwu nazw zamiennie wciaz jest problemem.

Sciste podobienstwo w morfologii filamentéw oraz genetyczna jednorodno$é nie
utatwiaja taksonomii Arthrospira. Jak juz wspomniano wyzej, zaobserwowano spontaniczne
zmiany w §rednicy i orientacji trichomow pod wplywem warunkow srodowiskowych, co
moze utrudnia¢ identyfikacje gatunkowa Arthrospira (Desikachary & Jeeji Bai, 1996;
Muhling et al., 2005; Wang & Zhao 2005).

Do niedawna taksonomia molekularna opierala si¢ gldwnie na analizie fragmentu
genu kodujacego mniejsza podjednostke rybosomalng (16S rRNA). Jednak obecnie, zaleca
si¢ stosowanie analiz genomicznych, takich jak hybrydyzacja DNA-DNA wykonana in silico
dla sekwencji genomow 1 $rednia identyczno$¢ nukleotydowa (ang. Average Nucleotide
Identity, ANI) lub co najmniej kilku genow metabolizmu podstawowego, czyli analiza MLSA
(ang. Multilocus Sequence Analysis).

W przypadku niezwykle homogennego rodzaju Arthrospira gen kodujacy 16S rRNA
okazal si¢ zbyt konserwowany ewolucyjnie, gdyz wykazuje on podobienstwo na poziomie
99,7% pomigdzy szczepami (Scheldeman et al., 1999). Znacznie wigksza zmienno$¢
wystepuje w sekwencjach obszaru niekodujacego w operonie rybosomalnym ITS (Internal
Transcribed Spacer), dlatego tez jest powszechnie wykorzystywany do badania zr6znicowania
genetycznego blisko spokrewnionych szczepdéw bakterii takich jak Arthrospira. Jest to nie-
funkcjonalny region, zlokalizowany migdzy strukturalnymi genami 16S rRNA 1 23S rRNA
kodujacymi odpowiednio mniejsza 1 wigksza podjednostke rybosomalng. Dodatkowo jest
tatwy w amplifikacji, ze wzglgedu na obecno$¢ kilku kopii operonu rRNA w genomie (Boyer
et al., 2001; Taton et al., 2003). W oparciu o analiz¢ sekwencji ITS oraz ARDRA (analiza
restrykcyjna amplifikowanych fragmentéw DNA rybosomalnego, ang. Amplified Ribosomal
DNA Restriction Analysis), 54 szczepy Arthrospira, pochodzace z czterech kontynentdw,
zostaty podzielone na dwa klastry (I, II) oraz pig¢ subklastrow (I.A, I.B, II.A, 11.B, I1.A/I.B)
(Scheldeman et al., 1999; Baurain ef al., 2002). Dodatkowo opracowano specyficzne startery
umozliwiajace klasyfikacje szczepdw Arthrospira do poszczego6lnych klastrow. W 2013 roku
Comte et al. opisala kolejny wariant ITS dla Arthrospira, okreslony jako klaster III.

Poza regionem ITS, w badaniach filogenetycznych Arthrospira wykorzystywany jest
rébwniez wysoce zmienny region Ww operonie c-fikocyjaniny, skladajacy si¢ z

migdzygenowego regionu (IGS) oraz fragmentéw sasiadujacych gendw cpcB oraz cpcA
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(cpcBA-IGS). W 2002 roku Manen 1 Falquet, na podstawie analizy sekwencji cpcBA
dwudziestu trzech szczepow Arthrospira, wyodrgbnili tylko dwa warianty w tym locus.
Nalezy jednak podkresli¢, ze czes¢ szczepdw pokrywata sie ze soba, a zgodno$¢ pomigdzy
liniami genetycznymi na podstawie réznych markerow nie mogta zosta¢ okreslona. Dadheech
et al. (2010) w swoich badaniach wykorzystali zarowno sekwencje cpcBA-IGS jak i ITS w
analizie trzydziestu jeden nowo zidentyfikowanych szczepdw Arthrospira pochodzacych z
Afryki, Indii oraz Péinocnej Ameryki. Szczepy te poddano analizie poréwnawczej z uzyciem
pigédziesigciu czterech znanych szczepow Arthrospira badanych przez inne grupy. Analizy
filogenetyczne zestawiono z danymi morfologicznymi i w wyniku analizy wielofazowe;j
wydzielono dwa klastry. Obserwacje te pozostaja w zgodzie z doniesieniami Baurain et al.
(2002) oraz Manen i Falquet (1999). Dodatkowo autorzy zaobserwowali zalezno$¢ pomiedzy
pochodzeniem geograficznym danego szczepu a jego przynaleznoscig do jednego z dwdch
klastrow. Szczepy pochodzace z Ameryki Poludniowej i Potnocnej (Meksyk, USA, Peru),
grupowaty si¢ razem i tworzyty klaster I, natomiast szczepy nalezace do klastra II pochodzity
z Afryki i Azji (Czad, Kenia, Chiny, Indie) (Dadheech et al., 2010).

Grupa badawcza dr hab. Krzysztofa Walerona przeprowadzita szereg analiz w celu
scharakteryzowania genetycznego 31 szczepdw Arthrospira, szesciu prob srodowiskowych
oraz czterech prob pochodzacych z komercyjnych upraw Arthrospira, w ktérych
uczestniczylam w czasie studiow doktoranckich (wyniki nieopublikowane). W badaniach
zastosowano analiz¢ MLSA (ang. Multilocus Sequence Analysis), z uzyciem sekwencji
siedmiu markerow molekularnych: locus gyrB, klastra genéw kodujacych wakuole gazowe
(gvpA, gvpC), niekodujacego regionu migdzygenowego operonu fikocyjaniny (cpcBA,
cpcAH) oraz operonu cyklu dobowego (kaiBA, kaiBC). Analiza z uzyciem wielu markerow
genetycznych wykazata, ze wydzielony przez Comte et al. (2013) klaster ITS III, na poziomie
genetycznym jest bardzo zblizony do klastra ITS 1. Wyniki byly spdjne z tym co
zaproponowali wezesniej Baurain et al. (2002), ze rodzaj Arthrospira podzielony jest na dwa

klady (I'1IT) z wydzielonymi subklastrami.

4.1.4.4. Transkryptomika.

W literaturze znajdziemy kilka doniesien na temat zmian w ekspresji roznych genow
Arthrospira poddanej dziataniu stresu. Pierwsze doniesienie pochodzi z 2008 roku, gdzie
Jeamton et al. badali zmiany w ekspresji na poziomie genow desaturazy kwasoéw
thuszczowych (desC, desA, desC) oraz hehydratazy hydroksymirystylionowej [acylo-no$nik-

bialko] (fabZ) szczepu A. platensis C1 w warunkach stresu temperaturowego i $wietlnego
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(hodowla w 22 °C w ciemnos$ci). Analiza wykazata, ze stabilnos§¢ mRNA pozwala na
zachowanie sktadu bton komoérkowych 1 kompozycji kwasow ttuszczowych.

Huili et al. (2012) zbadali zmiang ekspresji 38 gendéw w warunkach stresu
temperaturowego (15 °C, 35 °C, 45 °C) u A. platensis YZ, z czego 26 wykazato nadekspresje
migdzy innymi geny kodujace polipeptyd laczacy fikobilisomy czy podjednostke alfa
fikocyjaniny. Natomiast, réwniez Huili et al. w 2013 roku przeprowadzili analiz¢ zmiany
ekspresji 29 gendw pod wplywem roznych stezen chlorku sodu w srodowisku (0,02 M, 0,5 M
i 1,0 M NaCl) u 4. platensis YZ. W warunkach podwyzszonego stezenia chlorku sodu
zaobserwowano nadekspresje miedzy innymi: genu kodujacego syntetaze glutationonowa,
zapewniajaca stabilno$¢ srodowiska wewnatrzkomorkowego w warunkach stresowych oraz 3-
oksoacyloreduktaze [acylo-no$nik-biatko], ktora prawdopodobnie wspomaga fotosynteze w
podwyzszonych stezeniach chlorku sodu w $rodowisku. W obu badaniach zaobserwowano
pewna niezgodno$¢ pomiedzy poziomami transkrypcji i translacji w niektorych genach.
Zasugerowano, ze ich rola nie jest zwigzana z bezposrednia odpowiedzig na stres, a
doktadniej mogg pehi¢ funkcje regulatorowa. Na rdznice w poziomie transkrypcji i translacji
ma wptyw wiele czynnikoOw 1 mozna je thumaczy¢ miedzy innymi degradacja mRNA (Hiuli et
al., 2012).

Badri et al. (2015) zbadali wptyw promieniowania gamma w dawkach 90-6400Gy na
zmian¢ w poziomie ekspresji gendw Arthrospira sp. PCC 8005 w kontekscie wykorzystania
tego szczepu jako komponent w sztucznym ekosystemie MELISSA (Wstep 4.1.6.2.)
Zaobserwowano nadekspresje gendw zwigzanych z szlakami sygnalizacyjnymi, systemow
naprawy ssDNA (ang. single—stranded DNA), mobilnymi elementami genetycznymi MGE
(ang. Mobile Genetic Elements) oraz grupy konserwowanych biatek, prawdopodobnie
zwigzanych z odporno$cig na promieniowanie jonizujace. Co ciekawe, w komorkach nie
zaobserwowano zmiany ekspresji genow kodujacych standardowe systemy walki z wolnymi

rodnikami oraz naprawy DNA jak dysmutaza nadtlenkowa czy biatko RecA.

4.1.5. Wystepowanie i warunki hodowli.

4.1.5.1. Wystepowanie.

Arthrospira wystgpuje gtownie w alkalicznych, stonych wodach. Izolowana jest
rowniez z gleby, piaskow, bagien oraz wod stodkich. Najczeséciej wystepuje w klimacie
tropikalnym i subtropikalnym. Jej obecnos¢ odnotowano w takich krajach jak: Czad, Kenia,
Etiopia, Indie, Pakistan, Tajlandia, Rosja, Chiny, Meksyk, Peru i USA. To wlasnie w

Meksyku Aztekowie wytawiali z jeziora Texcoco maty Arthrospira, suszyli je 1 spozywali
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nazywajac to pozywienie Tecuitlatl (Ciferri, 1983; Vonshak & Richmond, 1988).
Geograficzne rozmieszczenie naturalnego wystgpowania Arthrospira oraz miejsc masowej

produkcji przedstawione sa na Rycinie 1.

* Produkcja wielkoskalowa
* Naturalne wystepowanie

Rycina 1. Geograficzne rozmieszczenie naturalnego wystepowania Arthrospira oraz miejsc,

gdzie biomasa produkowana jest na skale masowa.

4.1.5.2. Optymalne warunki wzrostu.

Optymalna temperatura wzrostu Arthrospira jest $cisle uwarunkowana jej
wystepowaniem. Wacha si¢ migdzy 30 a 38 °C. Jednak izolowane sg réwniez szczepy z
regionow, gdzie temperatura wynosi kilka stopni, a ich optimum wzrostu wynosi okoto 24 °C
(m.in. szczepy wyizolowane z regiondw syberyjskich) (Ciferri, 1983; Vonshak & Tomaselli,
2000). Natezenie $wiatta optymalne dla wzrostu Arthrospira to 12-120 pmoli fotonéw m™s™,
czyli 10-15% catkowitego nat¢zenia promieniowania stonecznego (Furmaniak et al., 2017).
Arthrospira jest przede wszystkim fotoautotroficzna, jednak moze rowniez odzywiaé sie
heterotroficznie, co czyni z niej miksotrofa. Wydajnos¢ wzrostu w warunkach
laboratoryjnych zwigksza dodatek 0,1% glukozy do pozywki (Ciferri, 1983). Arthrospira jako
organizm alkalofilny zdolna jest do wzrostu w pH 8-10, co jest korzystne ze wzgledu na

zahamowanie wzrostu bakterii patogennych przy wysokich warto$ciach pH.

4.1.5.3. Hodowla w warunkach laboratoryjnych.
W warunkach laboratoryjnych hodowle Arthrospira prowadzi si¢ w stalej oraz ptynnej
pozywce Zarrouk (Materiaty 2.4.2.). Jest to pozywka bogata w sole mineralne oraz mikro- i
makroelementy. Hodowle na podtozu stalym prowadzi si¢ w jednorazowych, plastikowych

szalkach Petriego. Natomiast hodowle w pozywce ptynnej prowadzi si¢ w probowkach,
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kolbach, butelkach, a takze plastikowych pojemnikach do hodowli tkankowych czy tez
akwariach (Fotografia 2). Najlepiej przystosowanymi pomieszczeniami do hodowli

Arthrospira (odpowiednia temperatura, naswietlenie, fotoperiod lub jego brak) sa fitotrony, a

warunki w nich panujace sg pod $cisla kontrolg.

ISEEERTAR

Fotografia 2. Zdjecie hodowli Arthrospira w warunkach laboratoryjnych.

Bardzo trudnym, a wrgcz niemozliwym do wykonania w pracy z Arthrospira
zadaniem, jest otrzymanie szczepoéw aksenicznych i utrzymanie ich w tym stanie w trakcie
dhugotrwatych hodowli. Badania dowodza, ze wzrost bakterii wraz z cyjanobakteriami
wystepuje naturalnie. Cyjanobakterie dostarczaja do konsorcjum tlen, ktéry jest gldéwnym
akceptorem elektronéw u bakterii heterotroficznych, podczas gdy bakterie wspomagaja
fotoautotroficzny wzrost cyjanobakterii dostarczajac im dwutlenek wegla oraz m. in. biatka,
weglowodany 1 kationy metali (Subashchandrabose et al., 2011).

Pierwszy protokot do otrzymania aksenicznych szczepow Arthrospira zaproponowat
Choi et al. (2008) badajac wplyw ptukania biomasy i dzialania pigciu roznych antybiotykow
na bakterie zanieczyszczajace hodowle. Sena er al. (2009) przedstawili metodologi¢ do
usuwania bakterii z hodowli Arthrospira uzywajac filtracji, ptukania KOH, oraz ampicyliny,
penicyliny, cefoksytyny i meropenemu.

Shiraishi (2015) opublikowatl prace, w ktorej sugeruje, ze bakterie koegzystujace z
Arthrospira nie sa zwigzane bezposrednio z ich komoérkami, ale z agregatami przez nie
produkowanych egzopolisacharydow. Na podstawie swoich badan opracowat metode
uzyskiwania szczepow aksenicznych Arthrospira z uzyciem metod filtracji.

Jednak w praktyce, hodowle o zredukowanej liczbie bakterii towarzyszacych Arthrospira

zamieraja, a kultury wykorzystywane do masowej produkcji biomasy nie sg akseniczne.
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4.1.54. Hodowla na skale przemyslowa.

Wielkoskalowa hodowla Arthrospira przeprowadzana jest w otwartych lub
zamknigtych systemach, w zalezno$ci od przeznaczenia biomasy. W przypadku systemow
otwartych sg to ptytkie zbiorniki (12-15 cm glgbokosci) zaopatrzone w mieszadta topatkowe i
wyeksponowane na promieniowanie stoneczne (Fotografia 3). Mieszadta lopatkowe
instalowane sg w celu zapewnienia cigglego dostgpu do §wiatta wszystkim komorkom oraz
rozprowadzania substancji odzywczych (Borowitzka, 1999; Chaumont, 1993). Hodowla w
zbiornikach otwartych najbardziej optacalna jest w regionach tropikalnych, gdzie

odpowiednie warunki temperaturowe i naswietlenia panuja przez caly rok.

Fotografia 3. Hodowla biomasy Arthrospira w systemie otwartym.

Hodowla w systemie zamknigtym prowadzona jest w reaktorach rurowych,
kolumnowych czy ptytowych przepuszczajacych $wiatto przez swoja powierzchnig, a

mieszanie hodowli odbywa si¢ za pomocg wprowadzanego strumienia wody, powietrza lub

mechanicznych pomp (Chaumont, 1993) (Fotografia 4).

Fotografia 4. Zdjecia bioreaktorow do hodowli biomasy Arthrospira w systemie

zamknigtym: po lewej reaktor kolumnowy, po prawej reaktor ptytowy.

21



Wstep

Do masowych hodowli Arthrospira dodaje si¢ wodoroweglanu sodu w celu
zapewnienia zrodla wegla oraz utrzymania pH optymalnego dla wzrostu. Dodatek
mikroelementéw uzalezniony jest od jakos$ci wody stosowanej do hodowli (Chojnacka et al.,
2004).

Pierwsza masowa produkcja Arthrospira byla prowadzona na jeziorze Texcoco
(Meksyk) w1970 roku. Arthrospira wystepowala tam naturalnie w zbiornikach
przeznaczonych do wydobycia weglanu sodu, jednak ze wzgledu na przemystowy rozwoj
miasta Meksyk 1 narastajace zanieczyszczenia urbanizacyjne, hodowle zamknigto po siedmiu
latach (Vonshak, 1997; Shimamatsu, 2004). Od 1977 zacz¢to produkowaé biomase w Azji,
gdzie obecnie produkuje sie¢ jej najwiecej. Najwicksze farmy sa w stanie wyprodukowaé
nawet 500 ton suchej biomasy rocznie. W 2010 S$wiatowa produkcja suchej biomasy
Arthrospira osiagnela 90 000 ton rocznie 1 utrzymata si¢ na tym poziomie do ostatniego
raportu FAO (2016).

Masowa produkcja biomasy Arthrospira wymaga S$cistej kontroli warunkow
panujacych w zbiornikach, poziomu zawartosci azotanéw i fosforanow oraz zachowania
czystosci gatunkowej. Bardzo niekorzystne jest zakontaminowanie hodowli innymi
gatunkami sinic oraz gatunkami patogennych bakterii. Vardaka et al. (2016) zbadali 31
suplementow diety zawierajacych biomase Arthrospira dostepnych na Greckim rynku pod
wzgledem czystosci mikrobiologicznej z uzyciem pirosekwencjonowania 454. Badanie
wykazato obecno$¢ 469 roznych bakteryjnych taksonow OTU (najmniejszych jednostek
taksonomicznych, and Operational Taxonomic Unit), w tym toksycznych cyjanobakterii z
rodzaju Microcystis, Anabaenopsis 1 Nostoc, a takze patogenow ludzkich. Opublikowane

wyniki unaocznity wage problemu jakim jest Scista kontrola jakosci produkowanej biomasy.

4.1.6. Zastosowanie w biotechnologii i przemysle.
4.1.6.1. Sklad biochemiczny i wlasciwosci odzywcze.

Pierwsze doniesienia na temat mozliwo$ci konsumpcji Arthrospira ze wzgledu na jej
warto$ci odzywcze pochodza juz z szesnastego wieku. Podczas kolonizacji Ameryki
Srodkowej przez kraje europejskie zaobserwowano, iz cywilizacja Aztekow wylawia z jeziora
Texcoco cyjanobakterie, suszy je na stoncu i konsumuje jako pozywienie zwane ,,Tecuitlatl”.
Niezaleznie od tych wydarzen na kontynencie Afrykanskim roéwniez odkryto odzywcze
wlasciwos$ci Arthrospira. Do tej pory plemi¢ Kanembu zamieszkujace okolice jeziora Czad, z
suszonej biomasy Arthrospira przygotowuje placki ,,Dihé”, tradycyjny positek w tamtym

regionie. ,,Dihé” po raz pierwszy opisat francuski fykolog Dangeard w 1940 roku. W latach
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60-tych dwudziestego wieku belgijski botanik Leonard wraz z zespotem wykonat pierwsza
analiz¢ biochemiczng biomasy Arthrospira, co zapoczatkowalo rosngce zainteresowanie tym
organizmem na catym $wiecie (Ciferri 1983). Wspomniani juz Leonard i Compere (1967)
wykazali, ze sucha biomasa Arthrospira moze zawiera¢ nawet 45% biatka. Zawartos¢ biatka
w suchej masie okreslana jest na poziomie 55-77% (Ciferri, 1987). Dodatkowo biomasa
Arthrospira zawiera osiem egzo- i dwanascie endogennych aminokwaséw. Aminokwasy
wystepujace w najwigkszej ilosci to leucyna, walina oraz izoleucyna i chociaz zawarto$¢
cysteiny i metioniny jest procentowo najmniejsza to wcigz wyzsza niz w poréwnaniu do zboz
czy warzyw. Warto rowniez podkresli¢, ze poza wysoka zawarto$cig biatka w suchej masie,
odnotowano roéwniez niewielka ilos¢ celulozy w $cianie komorkowej Arthrospira, co
poprawia strawno$¢ biomasy (83-90%) (Miklaszewska et al., 2008).

Okreslenie zawartos$ci lipidow w komorkach Arthrospira jest do§¢ trudne ze wzgledu
na roznice w wydajno$ci metod ekstrakcji 1 zmianach w rzeczywistej zawartosci, jednak
zrodla podajg wartosci migdzy 1.5 a 12% w suchej masie (Ciferri, 1987). Najwazniejszym
kwasem thuszczowym w biomasie Arthrospira jest bez watpienia kwas gamma-linolenowy
(GLA), ktory syntetyzowany jest przez delta-6 desaturaze kwasdéw thuszczowych, a jego
zawarto$¢ moze sigga¢ nawet 40% wszystkich kwasow ttuszczowych (Murata et al., 1996).
Kwas gamma linolenowy jest prekursorem leukotriendw i tromboksandéw w organizmie
ludzkim, a Arthrospira jest najlepszym znanym zrédtem tego kwasu. Pozostate lipidy w
biomasie Arthrospira to: witamina F, kwasy linolenowy 1 arachidonowy. Co wazne,
Arthrospira nie zawiera kwasow tluszczowych o nieparzystej liczbie atoméw wegla oraz
zawiera niski poziom rozgatezionych kwasow tluszczowych, ktore nie s3 metabolizowane
przez ludzi (Miklaszewska et al., 2008).

Weglowodany znajdujace si¢ w biomasie Arthrospira to przede wszystkim ramnoza i
glikogen, a ich zawarto$¢ waha si¢ miedzy 10 a 15% suchej masy. Fosforan mezoinozytolu
jest bardzo dobrym zrodtem inozytolu i fosforu organicznego, a jego st¢zenie w Arthrospira
sigga 350 do nawet 850 mg/kg biomasy (Falquet and Hurni, 1997). Wspomniane juz
wczesniej polisacharydy, ekstrahowane z komoérek lub z pozywki, na ktorej byta hodowana
Arthrospira wykazuja wlasciwosci przeciwnowotworowe, immunomodulacyjne, a takze
moga mie¢ zastosowanie w medycynie regeneracyjnej jako matryca do regeneracji tkanek lub
catych organow (Nielsen et al., 2010; de Morais et al., 2014; Kurd & Samavati, 2015).

Biomasa Arthrospira obfita jest rowniez w karotenoidy, ktére sg prekursorami
witaminy A u ssakow. Komorki Arthrospira zawieraja: alfa-karoten, kryptoksantyne,

zeaksantyne, ksantofil, echinenon 1 luteing, jednak az 80% spos$rod wszystkich karotenoidéw
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stanowi beta-karoten. Preparaty z Arthrospira sa polecane w przypadku niedoboréw witaminy
A u ludzi (Falquet & Hurni, 1997; Miklaszewska et al. 2008).

Poza karotenoidami, komdrki Arthrospira zawieraja inne barwniki: c-fikocyjaning,
chlorofil i porfiryng. C-fikocyjanina, poza nadawaniem komorkom charakterystycznego
zabarwienia ma réwniez szereg innych wtasciwosci: wykazuje dziatanie antyoksydacyjne, jest
pochodng bilirubiny niezbg¢dna do prawidlowego funkcjonowania watroby, wspomaga
wchlanianie Zelaza, a takze ma potencjalne dziatania przeciwnowotworowe (Ouhit et al.,
2014; Subhashini et al., 2013; Pervushkin et al.; 2001). Chlorofil dziata pozytywnie na prace
jelit: wspiera ich perystaltyke, normalizuj¢ wydzielanie kwasoéw trawiennych, tagodzi
zapalenia i1 zmniejsza wydzielanie pepsyny. Porfiryna tworzy centrum hemoglobiny, co
sugeruje jej funkcje w utrzymywaniu odpowiedniego poziomu czerwonych krwinek w
organizmie czlowieka (Miklaszewska et al., 2008).

Biomasa Arthrospira jest rowniez bogatym zrodtem mineratéw oraz mikroelementow
jak np.: potas, cynk, wapn, fosfor, selen, magnez, mangan, oraz zelazo. Pierwiastki te sg
absorbowane z pozywki 1 przeksztalcane w chelaty. Warto wspomnie¢, ze zelazo
przyjmowane z Arthrospira jest dwa razy lepiej przyswajalne niz to pochodzace z mi¢sa oraz
warzyw, ze wzgledu na kompleksy tworzone z fikocyjaning (Puyfoulhoux et al., 2001).

Dodatkowo, jak juz wcze$niej wspomniano, zawarto$¢ kwasow nukleinowych jest
niska w poréwnaniu z innymi bakteriami. Jest to niekorzystne pod wzgledem badan
molekularnych, ale bardzo korzystne ze wzgledu na jadalny charakter Arthrospira, poniewaz
produktem przemiany puryn jest kwas moczowy, ktéry moze powodowaé¢ m. in. kamienie
nerkowe (Ciferri, 1987). Alkalofilny charakter Arthrospira jest rowniez istotng cecha,

poniewaz wysokie pH hamuje wzrost wigkszo$ci patogenow ludzkich.

4.1.6.2. WlasciwoSci terapeutyczne.

Za wigkszo$¢ wlasciwosci terapeutycznych biomasy Arthrospira odpowiadaja
produkowane przez nig bioaktywne zwiazki: c-fikocyjanina, spirulan wapnia (Ca-SP),
immulina oraz kwas gamma linolenowy (GLA).

Fikocyjanina jest nietoksycznym kompleksem chromoforu fikocyjanobiliny i1 biatka
oraz jak juz wspominano, wchodzi w skfad fikobilisoméw. Do immunomodulacyjnych
wlasciwosci  terapeutycznych c-fikocyjaniny nalezy stymulacja produkcji  cytokin
prozapalnych, aktywacja makrofagéw komorek T oraz B, a takze redukcja alergicznych
reakcji zapalnych poprzez wyciszanie antygenowo-specyficznych przeciwcial IgE (Chen et

al., 2014; Khan et al., 2005; Nemoto-Kawamura et al., 2004). C-fikocyjanina wykazuje
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roOwniez dziatanie przeciwbakteryjne oraz zapobiega rozwojowi arteriosklerozy (Sarada et al.,
2011; Li et al., 2013). Przede wszystkim jednak, c-fikocyjanina wykazuje wilasciwosci
przeciwnowotworowe, do ktérych naleza: dziatanie hamujgce angiogeneze nowotworow,
hamuje cykl komoérkowy, posredniczy w apoptozie poprzez m. in. aktywacj¢ szlaku p53 oraz
hamuje proliferacje réznych linii komoérek nowotworowych (Saini and Sanyal, 2014; Li et al.,
2006; Subhashini ef al., 2004).

Spirulan wapnia to polisacharydowy kompleks, w ktorego sktad wchodzg ramnoza,
ryboza, mannoza, fruktoza, galaktoza, ksyloza, glukoza, kwas glukuronowy, kwas
galakturonowy, siarczan oraz wapn (Lee et al., 1998, 2000). Wykazuje on przede wszystkim
dziatanie przeciwwirusowe poprzez selektywne hamowanie wnikania i replikacji wirusow
otoczkowych np. wirusa opryszczki typu pierwszego i drugiego (HSV-1, HSV-2), ludzkiego
cytomegalowirusa (HCMV), wirusa odry, $winki, grypy typu A oraz wirusa HIV-1
(Henrandez-Corona et al., 2002; Rechter et al., 2006). Dodatkowo udowodniono wptyw
spirulanu wapnia na hamowanie inwazji czerniaka B16-BL6, nowotworu jelita grubego oraz
fibrosarkomy HT-1080 (Mishima ef al., 1998).

Immulina jest rowniez kompleksem polisacharydowym, ktory wykazuje silne
dziatanie immunomodulacyjne. Jest od 100 do 1000 razy silniejszym aktywatorem
monocytow niz standardowe preparaty stosowane w immunoterapii nowotworow. Dodatkowo
zwieksza poziomy TNF-alfa, [IFN-gamma oraz IL-6 (interleukiny szostej) we krwi (Lobner et
al., 2008). Immunila rowniez wykazuje silne dzialanie przeciwko drozdzakom Candida
albicans oraz toksoidowi te¢zca (Furmaniak et al., 2017).

Kwas gamma linolenowy (GLA) nalezy do gamy kwasoOw omega-6 1 jest
biosyntetycznym prekursorem prostaglandyn 1 tromboksanéw (Merck Index, 11th ed).
Dodatkowo redukuje akumulacje¢ cholesterolu w zespole hipolipodemiczno-nefrotycznym
(Samules et al., 2000). GLA wykazuje rowniez dzialanie cytotoksyczne przeciw komoérkom
linii A459 - ludzkiego nowotworu ptuc (Jubie et al., 2015).

Ekstrakty z Dbiomasy Arthrospira maja dziatanie przeciwbakteryjne oraz
przeciwgrzybicze. Wodny, propanolowy oraz acetonowy ekstrakt wykazuje aktywno$¢
przeciwko Escherichia coli, Salmonella Typhi, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus vulgaris i Klebsiella pneumoniae (Mala et al., 2009). Natomiast ekstrakt
butanolowy z sproszkowanej biomasy, jest czynnikiem majacym dziatanie przeciw Candida

glabrata (Santhanam et al., 2011).
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Arthrospira rbwniez wspomaga wzrost bakterii probiotycznych zasiedlajacych ludzki
uktad pokarmowy, przez co zwigksza si¢ poziom produkowanej witaminy B6 (Parada et al.,
1998; Kordowska-Wiater et al., 2011).

Badania Gemma et al. (2002) na szczurach sugeruja, ze Arthrospira wzmacnia
poziom ekspresji receptorow beta-adrenergicznych w tkankach mézgu, ktéry ulega obnizeniu
wraz z wiekiem i jest zwigzany z demencja u ludzi starszych. Inne badania na zwierzgtach
pokazuja, ze Arthrospira moze chroni¢ neurony w jednym z modeli choroby Parkinsona

(Pabon et al., 2012).

4.1.6.3.  Arthrospira w opinii organizacji prozdrowotnych.

W 1993 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO, ang. World Health
Organization) oglosita, ze biomasa Arthrospira to z wielu powoddw interesujace pozywienie,
bogate w Zelazo 1 biatko oraz moze by¢ podawane dzieciom bez zadnych zastrzezen
(Furmaniak et al., 2017). W 2002 roku amerykanska Agencja Zywnosci i Lekow (ang. Food
and Drug Administration, FDA) okreslita Arthrospira jako GRAS (ang. Generally
Recognized As Safe) — generalnie postrzegang jako bezpieczng. Farmakopea Stanow
Zjednoczonych (ang. United States Pharmacopeia) w 2011 roku przeprowadzita przeglad
informacji na temat potencjalnych skutkéw ubocznych stosowania Arthrospira oraz wynikow
badan klinicznych i badan na zwierzetach. Wynikiem tego przegladu byto przyznanie klasy A

bezpieczenstwa szczepom Spirulina platensis 1 Spirulina maxima (Marles et al., 2011).

4.1.6.4. Projekt MELiSSA.

Grupa europejskich organizacji, w tym Europejska Agencja Kosmiczna (ESA, ang.
European Space Agency), zainicjowaly projekt MELiISSA (ang. Micro Ecological Life
Support System Alternative) w 1988, ktérego celem jest stworzenie sztucznego ekosystemu do
podtrzymywania zycia kosmonautéw podczas dlugotrwatych lotow kosmicznych np. na
Marsa. System ten sklada si¢ z czterech kompartmentéw sktadajacych si¢ z konsorcjow
mikrobiologicznych lub konkretnych mikroorganizméw. Mikroorganizmy w poszczegolnych
kompartmentach hodowane s3 w specjalnych bioreaktorach, ktore sa ze soba potaczone.
Utworzona petla wykorzystuje do wzrostu $cieki, dwutlenek wegla oraz roslinne resztki
produkowane przez zatoge 1 poddaje je recyklingowi. Produkt koncowy jednego
kompartmentu jest poczatkowym nastgpnego. Ostatni (IV) kompartment zaktada
wykorzystanie zar6wno cyjanobakterii z rodzaju Arthrospira (konkretnie szczepu Arthrospira

sp. PCC 8005) oraz roslin wyzszych do usuwania dwutlenku wegla z atmosfery, produkcji
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tlenu, oczyszczania Sciekow oraz produkceji pozywienia (Furmaniak et al., 2017; Hendrickx,
et al., 2006). Poza wszystkimi powyzszymi zdolnos$ciami, Arthrospira jest rGwniez odporna
na wysokie dawki promieniowania kosmicznego (promieniowanie gamma), nawet w dawce
6400 Gy. Morin (2010a) zbadat odpowiedz komoérkowa Arthrospira na stres oksydatywny
(ekspozycja na H,O, oraz promieniowanie jonizujace) na poziomie fizjologicznym oraz
fotosyntetycznym. Badri ef al. (2014) w swoich badaniach okreslili zmiang¢ ekspresji genow
szczepu Arthrospira sp. PCC 8005 poddanego promieniowaniu gamma w réznych dawkach
(900-6400 Gy). Wspomniane badania potwierdzaja odporno$¢ Arthrospira na dziatanie

promieniowania gamma, co czyni ja idealnym kandydatem do projektu MELiSSA.

4.1.6.5. Inne zastosowania.

Badania wykazaty, ze biomasa Arthrospira jest dobrym materiatem do oczyszczania
sciekow oraz wod srodowiskowych. Komorki Arthrospira maja duza powierzchnie wtasciwa,
a takze wysokie powinowactwo do réznych jondw, poza tym sa odporne na wysokie stezenia
metali ciezkich (Miklaszewska et al., 2008). Oczyszczanie Sciekow 1 odzysk metali z uzyciem
cyjanobakterii oraz mikroalg jest bardzo korzystny ekonomicznie. Rozréznia si¢ dwa procesy:
biosorpcje oraz bioakumulacj¢. Biosorpcja jest procesem pasywnym metabolicznie, biomasa
jest uzywana jako adsorbent. Bioakumulacja jest procesem aktywnym metabolicznie,
wymaga uzycia zywej biomasy, jony sa czg¢sciowo wigzane do powierzchni komorek, a
czesSciowo transportowane do wewnatrz komorki (Chojnacka, 2007). Komorki Arthrospira sg
zdolne do biosorpcji i prawdopodobnie bioakumulacji otowiu, kadmu, niklu, chromu, a takze
miedzi, cynku i rtgci (Seker et al., 2008; Chojnacka 2007; Gong et al., 2005; Namilova et al.,
2005).

Poza niekwestionowanymi korzysciami przy oczyszczaniu $rodowisk z metali
cigzkich, problem bioakumulacji owych pierwiastkbw w komorkach moze mie¢ bardzo
negatywny wptyw na zdrowie ludzi konsumujacych biomas¢ Arthrospira. Bardzo wazna jest
kontrola jakosci wody oraz odczynnikéw uzywanych do hodowli Arthrospira, aby uniknaé
ryzyka akumulacji metali ci¢zkich w biomasie do celéw spozywczych.

W S$wietle ograniczen wydobycia paliw kopalnych, wcigz poszukiwane sa
alternatywy. Fotobiologiczny wodor jest przyjazny $rodowisku i ,,czysto-palny”. Juz w latach
70-tych dwudziestego wieku, zaczgto uwaza¢ woddér produkowany przez m. in.
cyjanobakterie jako powazng alternatyw¢ dla paliw kopalnych. Arthrospira jest rowniez
uzywana do produkcji wodoru, a enzym — hydrogenaza katalizuje ten proces (Juantorena et

al., 2007; Raksajit et al., 2012).
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Istniejg réwniez doniesienia o produkcji nanoczasteczek srebra z uzyciem komorek
Arthrospira (Ahmed et al., 2015). Dodatkowo wykorzystuje si¢ biomasg¢ Arthrospira do
produkcji naturalnych barwnikéw (chlorofilu a oraz fikocyjaniny), jako dodatek do pasz

zwierzecych, a takze w kosmetologii (Furmaniak et al., 2017).

4.2. Bakteryjne systemy obrony przed egzogennym DNA.

4.2.1. Systemy restrykcyjno-modyfikacyjne.

Systemy restrykcyjno-modyfikacyjne (systemy R-M) to systemy obrony przed obcym
DNA wnikajacym do komorek bakterii i archeonow. System sktada si¢ z dwdoch enzymow:
endonukleazy restrykcyjnej (R) oraz metylotransferazy (M). Pierwszy raz zjawisko restrykcji
zostalo opisane w 1950 roku, kiedy zaobserwowano ograniczenie w namnazaniu faga lambda
w komorkach E. coli K-12 (Bertani & Weigle, 1953). Ze wzgledu na zdolno$¢ systemow R-M
do rozpoznawania ,,wlasnego” i ,,obcego” DNA s3 one uwazane jako pierwotne systemy
immunologiczne (Bickle, 2004).

Systemy R-M sg szeroko rozpowszechnione u prokariota, do tej pory zidentyfikowano
prawie 4000 roznych enzyméw u okoto 300 réznych gatunkéw bakterii 1 archeonow.
Wigkszos$¢ z nich jest izoschizomerami, czyli enzymami, ktore rozpoznajg tg samg sekwencje
(miejsce restrykcyjne), ale zostaly zidentyfikowane w roznych organizmach. W
przeciwienstwie do endonukleaz, metylotransferazy sa wysoce konserwowane w genomach,
co moze sugerowac¢ ich wolniejszg ewolucje. Wykazano, ze okoto 90% genomoéw bakterii i
archea posiada co najmniej jeden system R-M, a okoto 80% wigcej niz jeden. Dodatkowo
wykazano, ze ilo$¢ zidentyfikowanych systeméw R-M w genomie jest zalezna od jego
wielkosci — im wigkszy genom tym wigcej obecnych systemow R-M (Vasu & Nagaraja,
2013).

Systemy R-M, gléwnie typu I, maja szerokie zastosowanie w biologii molekularne;j.
Uzywane sa w klonowaniu, a takze w metodzie RFLP (ang. Restriction Fragment Length

Polymorphisms) i pochodnych.
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Schemat 1. Przykladowe organizacje operonu systemu R-M; R — endonukleaza, M-

metylotransferaza, C — biatko regulatorowe.

4.2.1.1. Mechanizm dzialania systemow restrykcyjno-modyfikacyjnych.

Systemy R-M sktadaja si¢ z dwoch enzymow, endonukleazy oraz metylotransferazy.
W niektorych systemach obecne jest si¢ rowniez biatko regulatorowe C. Endonukleaza i
metylotransferaza rozpoznaja te sama sekwencj¢ nukleotydowa DNA, jednak mechanizm ich
dzialania jest inny.

Funkcja endonukleazy jest unieszkodliwienie egzogennego DNA wnikajgcego do
komorki poprzez jego cigcie w miejscu restrykcyjnym - specyficznej sekwencji nie
zmetylowanego DNA o dlugosci zazwyczaj 4-8 par zasad. Cigcie nastepuje¢ poprzez hydrolize
wigzania fosfodiestrowego w obrgbie miejsca restrykcyjnego (Nakonieczna et al., 2006).
Katalityczng reakcje endonukleazy restrykcyjnej mozna podzieli¢ na 6 etapdw: 1) wigzanie
niespecyficzne do DNA; ii) lokalizacja sekwencji docelowej; iii) rozpoznanie 1 wigzanie do
sekwencji docelowej; 1v) przylaczenie si¢ do rozpoznanego miejsca i kataliza; v) cigcie; oraz
vi) uwolnienie produktu (Pingoud & Jeltsch, 1997). Przyblizony mechanizm dziatania
endonukleazy obrazuj¢ schemat nr 1.

Metylotransferaza ma za zadanie modyfikacj¢ miejsca restrykcyjnego przez
przytaczenie do reszty adeniny lub cytozyny grupy metylowej. Tak zmodyfikowane DNA
chronione jest przed restrykcja. Metylotransferazy mozna podzieli¢ ze wzgledu na
mechanizm ich dziatania, w zaleznosci czy dodaja grupe metylowa do atomu wegla (do
cytozyny-C5) czy azotu (adeniny-N6 i cytozyny-N4). Kompleks katalityczny wszystkich
metylotransferaz sktada si¢ z trzech struktur: enzymu, substratu DNA oraz kofaktora AdoMet

(S-adenozylometioniny) (Jeltsch & Jurkowska, 2016).
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4.2.1.2. Klasyfikacja systemow restrykcyjno-modyfikacyjnych.

Wspotczesna klasyfikacja systemdéw R-M opiera si¢ na: strukturze enzymu, w tym
jego podjednostek; rozpoznawanej sekwencji — dlugosci, ciaglosci sekwencji, czy jest
symetryczna czy asymetryczna; charakterystyki cigcia — w lub poza miejscem restrykcyjnym,
czy cigte sg sekwencje metylowane czy niemetylowane; wymaganych kofaktoréw; i dzieli je
na cztery typy (I, IL, III, IV) (Roberts et al., 2003).

Typ I systemoéw R-M sktada si¢ z hetero-oligomerycznych kompleksow biatkowych,
majacych funkcje modyfikacyjng oraz restrykcyjna. Sktadaja si¢ one z trzech gendéw hsd (ang.
host specificity for DNA): hsdM — odpowiedzialnego za modyfikacjc DNA; hsdR
odpowiedzialny za restrykcje; oraz hsdS odpowiedzialny za rozpoznawanie specyficznych
sekwencji. Charakteryzuje je cigcie DNA w miejscu oddalonym od 100 do nawet dziesigtek-
tysigcy par zasad od miejsca przytaczenia (Nakonieczna et al., 2006; Vasu & Nagaraja,
2013).

Typ II systeméw R-M posiada niezalezne strukturalnie i funkcjonalnie enzymy —
metylotransferaz¢ oraz endonukleazg. Jest to najliczniejsza i1 najlepiej poznana grupa
systemow R-M, majg rowniez szerokie zastosowanie w inzynierii genetycznej. Sg to
czasteczki homodimeryczne lub homotetrameryczne 1 tng czasteczke DNA w miejscu
restrykcyjnym lub blisko niego. Wyroznia si¢ jedenascie podtypow systemow R-M typu
drugiego (A, B, C, E, F, G, H, M, P, S, T) (Nakonieczna et al., 2006; Roberts et al., 2003).

Typ III systemow R-M to heterotrimery lub heterotetramery, wykazujace aktywnos$¢
restrykcyjng, modyfikacyjng oraz DNA-zaleznej NTP-azy. Konkuruja migdzy sobg w obrebie
tego samego, krotkiego 1 asymetrycznego miejsca restrykcyjnego. Cigcie ma miejsce w
odlegtosci okoto 25 par zasad od miejsca restrykcyjnego, ale tylko gdy dwie sekwencje
rozpoznawane s3 w odwrotnej orientacji do siebie.

W odréznieniu od pozostatych trzech typoéw, typ IV systemow R-M, tnie tylko
substraty DNA  zawierajace metylowane, hydroksymetylowane lub  glukozylo-
hydroksymetylowane zasady w miejscu restrykcyjnym (Vasu & Nagaraja, 2013).

Poza opisanymi typami systemOéw R-M istnieja roéwniez metylotransferazy nie
zwigzane z endonukleazami — tzw. samotne metylotransferazy (ang. solitary
methyltransferases), np. metylotransferazy Dam (ang. DNA adenine methylase) oraz Dcm
(ang. DNA cytosine methylase). Metylotransferaza Dam byla pierwsza opisang samotng
metylotransferaza, a jej rola u E. coli polega na metylowaniu DNA chromosmalnego.
Mutanty E. coli z niefunkcjonalng metylotransferaza Dam sg zywotne, ale wysoce podatne na

spontaniczne mutacje (co sugeruje rol¢ metylacji w naprawie DNA) i maja zaburzona
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koordynacje inicjacji replikacji chromosomu (Adhikari & Curtis, 2016). Rola
metylotransferazy Dcm u ssakow 1 prawdopodobnie u bakterii jest regulacja ekspresji genow.
Mutanty z niefunkcjonalng Dcm wykazuja zwigkszong ekspresje czynnika sigma odpowiedzi
na stres (RpoS) co zmienia ekspresje genéw w fazie stacjonarnej (Karhamanoglou et al.,

2012).

4.2.2. Systemy CRISPR/Cas.

Systemy CRISPR/Cas (ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) posrednicza w nabywaniu odporno$ci na wnikanie obcych elementow genetycznych
do komorki bakteryjnej takich jak fagi czy plazmidy. Kasety krotkich powtorzen z
unikalnymi sekwencjami pomig¢dzy (ang. spacer) zostaty zidentyfikowane juz pod koniec lat
80-tych XX wieku 1 mimo sugestii, ze te powtorzenia moga petni¢ wazne funkcje w genomie,
ich rola dopiero niedawno zostata wyjasniona.

Po raz pierwszy nowy rodzaj krotkich powtdrzen w genomie (ang. Short Sequence
Repeats — SSR) zauwazyt Ishino ef al. w 1987 roku, jednak nie odkryto wowczas ich funkc;ji.
Po wielu probach opisania i nazwania tych krotkich powtérzen, dopiero w 2002 roku Jansen
et al. wprowadzili nazwg ,,CRISPR”, wraz z odkryciem pierwszych gendw cas, jednak wciaz
nie okreslili ich funkcji w genomie. Przetlom nastapit w 2005 roku, kiedy kilka niezaleznych
grup badawczych zaobserwowato homologi¢ sekwencji powtorzen CRISPR do sekwencji
mobilnych elementow genetycznych takich jak fagi, plazmidy czy transpozony. Sugerowato
to ich pozachromosomalne pochodzenie i1 potencjalng immunologiczng funkcje (Mojica et al.,
2005; Pourcel et al., 2005).

Dzisiaj wiadomo, ze systemy CRISPR/Cas zapewniaja adaptacyjng odpornos¢

przeciw obcemu DNA, a mechanizm ich dzialania jest ztozony i wieloetapowy.

4.2.2.1. Struktura CRISPR.

Region CRISPR sklada si¢ z trzech elementow: i) sekwencji bezposrednio
powtarzalnych (ang. Direct Repeats, n), ii) nie repetytywnych sekwencji rozdzielajacych
(ang. spacer), iii) sekwencji liderowej flankujacej koniec powtorzen (ang. leader sequence)
oraz genoéw regulatorowych CAS (ang. CRISPR-Associated genes).

Liczba i dlugos¢ sekwencji DR regionu CRISPR rézni si¢ pomigdzy organizmami.
Zazwyczaj ich wielko$¢ waha si¢ pomigedzy 23 a 55 par zasad. U bakterii $rednio identyfikuje
si¢ trzy kasety CRISPR, a u archeonow pig¢. Wazng cechg kasety CRISPR jest zdolno$¢ ich
transkryptow do tworzenia drugorzedowych struktur RNA (Karimi ef al., 2018).
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Sekwencje rozdzielajace — sekwencje spacerowe — charakteryzujg si¢ podobng
dtugosciag w jednej kasecie CRISPR, ktora wacha si¢ migdzy 26 a 72 par zasad. Pomimo
podobnej dlugosci, nie zidentyfikowano dwoch takich samych sekwencji spacer w jednej
kasecie CRISPR. Wykazuja one znaczng zmienno$¢ migdzy poszczegdlnymi szczepami
réznych gatunkdéw, co czyni je uzytecznymi narzgdziami w badaniach epidemiologicznych
(Koonin et al., 2007). Sekwencja spacer odpowiada sekwencjom zaadoptowanym z obcych
elementdw genetycznych tzw. protospacer. Miejsca, w ktorych sg one przylaczane okresla si¢
jako PAMs (ang. Protospacer Adjacent Motifs) (Hsu et al., 2014).

Sekwencje liderowe to bogate w AT, niekodujace regiony znajdujace si¢ na koncu 5’
loci CRISPR, powyzej pierwszego powtdrzenia i czgsto ponizej ostatniego genu cas. Badania
sugeruja, ze transkrypcja kasety CRISPR rozpoczyna si¢ wlasnie w regionie liderowym. Inne
przypisywane im funkcje to mi¢dzy innymi przygotowywanie platformy od przylaczania si¢
bialek CAS. Podobnie jak DR, sekwencje liderowe sa konserwowane w obregbie gatunku,
jednak zmienne w obrebie rodzaju (Karimi et al., 2018).

Geny cas zlokalizowane sg w sasiedztwie kasety CRISPR 1 przypuszcza si¢, ze wraz z
loci CRISPR maja powigzane funkcje w metabolizmie DNA 1 ekspresji genéw. Gen casl
koduje miejscowo niespecyficzng, metalo-zalezng DNA-z¢, prawdopodobnie bioraca udziat w
integracji DNA spacerowego do kasety CRISPR. Produkt genu cas? uczestniczy w
nabywaniu nowych sekwencji spacerowych, syntezie nowych powtérzen oraz insercji
sekwencji powtdrzenia-spacer na koncu lidera. Rodziny genow cas! oraz cas2 s3 uniwersalne
dla wszystkich typow CRISPR, a ich sekwencje sg silnie konserwowane w genomach
(Makarova et al., 2011, Karimi et al., 2018).

Biatka RAMP (Repeat-Associated Mysterious Proteins) jest to rodzina biatek Cas,
zawierajaca co najmniej jeden motyw rozpoznajacy RNA i charakterystyczng petle bogata w
glicyne. Niektore z biatek RAMP maja sekwencyjno- lub strukturowo-specyficzng aktywnosé¢
RNA-zy, ktore biorg udzialt w przetwarzaniu transkryptu pre-crRNA (CRISPR RNA). Biatka
RAMP kodowane sg przez m. in. geny csx, cmr, csm, csa, cse, csy (Makarova et al., 2011).

Przyktadowy schemat organizacji systemy CRISPR przedstawia schemat nr 2.
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casl cas?

- Sekwencja lidera Kaseta CRISPR

DR Direct Repeat

Spacer

Schemat 2. Schematyczne przedstawienie organizacji loci CRISPR.

4.2.2.2. Mechanizm dzialania CRISPR.

Proces nabywania odpornos$ci przebiega w trzech etapach: adaptacji, ekspresji oraz
interferencji. Ponadto moze zosta¢ podzielony na dwa podsystemy: silnie konserwowany
podsystem przetwarzajacy informacje, odpowiedzialny za etap adaptacji oraz podsystem
wykonawczy, odpowiedzialny za ekspresj¢ oraz interferencj¢ (Makarova ef al., 2011).

Etap adaptacji polega na integracji krotkich fragmentéw DNA homologicznych do
sekwencji fagowych czy plazmidowych do loci CRISPR. Kazdemu wilaczeniu (integracji)
towarzyszy duplikacja powtorzenia, co pozwala na stworzenie nowej jednostki powtdrzenie-
spacer (DR-spacer). Podczas etapu ekspres;ji dtugi poczatkowy transkrypt locus CRISPR (tzw.
pre-ctRNA) jest generowany 1 procesowany do krétkich crRNA, co katalizowane jest przez
endorybonukleazg. W ostatnim etapie — interferencji — crRNA naprowadza odpowiednie
kompleksy biatek Cas na komplementarne sekwencje docelowe wirusow lub plazmidow,

ktore nastepnie sg ciete.

4.2.2.3. Klasyfikacja i nomenklatura.

W 2005 roku Haft et al. zaproponowali klasyfikacje systemow CRISPR na podstawie
topologii genu cas! w analizie filogenetycznej oraz generalnej organizacji operonu cas w 40
analizowanych genomach. Pomimo korzystnej prostoty, klasyfikacja ta nie uwzgledniata
znaczacych rdéznic pomigdzy réznymi bialkami Cas ani pokrewienstwa ewolucyjnego
systeméw CRISPR/Cas z roznych organizmow. Makarova et al. w 2013 opracowali
obowiazujaca klasyfikacje systeméw CRISPR dzielgc je na trzy typy, gdzie wszystkie typy
zawieraja geny casl oraz cas2 bgdace swoistym rdzeniem systemu.

e Typ I, oprocz gendw casl 1 cas2, posiada rowniez gen cas3, a takze geny

zaliczane do RAMP: cas4, cas5, cas6, cas7, cse, csy, csniin.
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e Typ II zawiera domene¢ typu HNH, w ktorym to biatko Cas9 generuje crRNA 1
tnie docelowe DNA.
e Typ III zawiera polimeraz¢ oraz moduty RAMP, z ktérych kilka jest
zaangazowanych w procesowanie transkryptu spacer-powtorzenie.
Kazdy z typow charakteryzuje obecnos¢ innych genow (poza cas! i cas2) oraz mozna
je podzieli¢ na subtypy: I-A, I-B, I-C, I-D, I-E, I-F, I-U, II-A, II-B, III-A, II-B, III-U.
Systemy CRISPR, ktérych nie mozna zaklasyfikowa¢ do zadnego z 3 typow okresla si¢ jako
U (ang. unclassified) (Makarova et al., 2011).

4.2.2.4.  Zastosowanie w biotechnologii.

Podstawowa rolg systemow CRISPR/Cas jest oczywiscie zapewnienie odpornosci
adaptacyjnej przeciwko obcym kwasom nukleinowym. Juz w 2010 roku badania nad funkcja i
strukturg CRISPR/cas wykazaty ich potencjat biotechnologiczny. Udowodniono, Ze systemy
te moga mie¢ zastosowanie w generowaniu odpornych na fagi szczepdéw bakterii mlekowych
oraz w klasyfikacji filogenetycznej szczepow (Hsu et al., 2017).

Krokiem milowym w okresleniu zastosowan CRISPR/cas byto odkrycie, ze biatko Cas9
jest jedynym enzymem, ktéry posredniczy w celowanym cigciu DNA (Garneu et al., 2010).
Systemy te znalazty zastosowanie w edytowaniu genomow w terapii genowej, jak i mogg by¢
zastosowane w celach terapeutycznych w liniach komérkowych i modelach zwierzecych.
System CRISPR-Cas9 dzigki swojej zdolnosci edytorskiej moze ,,poprawia¢” mutacje w
zaburzeniach monogenowych (np. mukowiscydozie, anemii sierpowatej, dystrofii migsniowej
Duchenne), modyfikowa¢ genomy patogenow (np. wirusa HIV), a takze wywotywac
ochronne lub terapeutyczne mutacje w tkankach gospodarza. Wykazano rowniez jego
potencjalng zdolno$¢ do dezaktywacji wirusow onkogennych i wywotywania ekspresji

onkosupresji w terapii genowej nowotworéw (Hsu et al., 2014; Karimi et al., 2018).

4.3. Arthrospira jako produkt pochodzenia naturalnego.

Suszona biomasa cyjanobakterii Arthrospira jest produktem pochodzenia naturalnego w
formie tabletek, kapsulek czy pudru jako produkt pochodzenia naturalnego, jednak
komercyjne produkty kwalifikowane sg jako zywnos¢ specjalnego przeznaczenia medycznego
lub suplement diety. Produkty pochodzenia naturalnego sg to gtéwnie sktadniki i ekstrakty z

ro$lin, ktére wchodza w sktad wielu lekéw oraz suplementéw diety.
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4.3.1. Produkt leczniczy a suplement diety.

Bardzo wazne jest zrozumienie wyraznej réznicy pomiedzy produktami leczniczymi a
suplementami diety. Polskie prawo definiuje suplementy diety jako ,.$rodki spozywcze,
ktorych celem jest uzupetlienie normalnej diety, bedace skoncentrowanym zrédtem witamin
lub sktadnikow mineralnych lub innych substancji wykazujacych efekt odzywczy lub inny
fizjologiczny, pojedynczych Ilub ztozonych, wprowadzanych do obrotu w formie
umozliwiajacej dawkowanie w postaci: kapsulek, tabletek, drazetek i w innych postaciach,
saszetek z proszkiem, ampulek z ptynem, butelek z kroplomierzem i w innych podobnych
postaciach ptyndéw 1 proszkéw przeznaczonych do spozywania w matych odmierzonych
ilosciach jednostkowych, z wylaczeniem produktow posiadajacych wiasciwosci produktu
leczniczego w rozumieniu przepisow Prawa Farmaceutycznego” (Dziennik Ustaw z 2005
roku nr 31 pozycja 265). Suplement diety zatem to $rodek spozywczy, ktory nie wykazuje
wlasciwos$ci leczniczych, jednak moze wspomaga¢ wzmacnianie stanu zdrowia poprzez
uzupetnianie niektorych sktadnikow odzywczych nie dostarczanych wystarczajaco z dieta.
Suplementy diety w odrdéznieniu od lekow podlegaja normom zywno$ciowych, a nie tym
regulowanym przez prawo farmaceutyczne. Zamiennie do suplement diety stosuje si¢ rowniez
nazwy nutraceutyk lub zywno$¢ funkcjonalna (Krause-Baranowska, 2006).

Roéznice pomigdzy lekiem a suplementem diety mozna zauwazy¢ juz na etapie
rejestracji produktu. Produkt leczniczy, okre§lany przez Prawo Farmaceutyczne jako
,»substancja posiadajaca wlasciwosci zapobiegania lub leczenia chorob wystepujacych u ludzi
1 zwierzat lub podawana w celu postawienia diagnozy lub w celu przywrdcenia, poprawienia
lub modyfikacji fizjologicznych funkcji organizmu poprzez dzialanie farmakologiczne,
immunologiczne lub metaboliczne” rejestruje si¢ w Urzgdzie Rejestracji Produktow
Leczniczych, Wyrobéw Medycznych i Produktow Biobojczych (URPLWMIiPB). W procesie
rejestracji nalezy przedstawi¢ opis wytwarzania produktu, opis metod kontroli stosowanych w
procesie wytwarzania, sprawozdania z badan farmaceutycznych, klinicznych, nieklinicznych,
opis systemu monitorowania dziatan niepozadanych i wiele innych. Ponadto produkt
leczniczy jest niezaleznie kontrolowany przez Gléwny Inspektorat Farmaceutyczny (GIF).
Mimo, iz rejestracja jest czasochtonna i bardzo kosztowna, wszystkie te dzialania maja na
celu zminimalizowanie jakichkolwiek zagrozen wynikajacych z przyjmowania danego leku
przez pacjenta (Bojarowicz & Dzwigulska, 2012).

W przypadku suplementow diety, nalezy powiadomi¢ Glowny Inspektorat Sanitarny
(GIS) (http://gis.gov.pl), ktoéry nadzoruje rynek zywnosci w Polsce, o wprowadzeniu do

obrotu suplementu diety i przedstawi¢ projekt etykiety. Nie wymaga si¢ przedstawienia
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wynikow kontroli jakos$ci, trwalosci produktu, wynikow badan klinicznych, mozliwych
dziatan niepozadanych, a nawet konkretnego skladu. Zgodnie z rozporzadzeniem Ministra
Zdrowia z dnia 9 pazdziernika 2007 roku w sprawie sktadu oraz oznakowania suplementow
diety, istnieje natomiast obowigzek odpowiedniego oznakowania produktu na opakowaniu,
umieszczajac: 1) wyrazne okre$lenie ,,suplement diety”; ii) nazwy kategorii sktadnikéw
odzywczych lub substancji charakteryzujacych produkt lub wskazanie ich wlasciwosci; iii)
zalecang dawke dzienna; iv) ostrzezenie dotyczace nieprzekraczania zalecanej dawki
dziennej; v) stwierdzenie, ze suplement diety nie moze by¢ stosowany jako substytut
zréznicowanej diety; vi) stwierdzenie, ze suplement diety powinien by¢ przechowywany w
sposob niedostepny dla dzieci. Rejestracja trwa okoto roku, jest niekosztowna i prosta.

Prawo reguluje, ze reklamy suplementow diety nie moga sugerowac ich wlasciwosci
leczniczych, w tym zapobiegania chorobom lub ich leczenia. Jednak wiele producentow
suplementow diety nie stosuje si¢ do tych wytycznych, przez co wiele pacjentdw postrzega
suplement diety jako produkt leczniczy, ktorym nie jest.

Niebezpieczenstwa zwigzane z stosowaniem suplementow diety wynikajg przede
wszystkim z ich nieokreslonego sktadu, ale takze z niejasnym procesem produkcyjnym oraz

brakiem kontroli jako$ci produktu.

4.4. Probiotyki.

Probiotyki to organizmy zywe, ktére podane w odpowiedniej dawce majg korzystny
wpltyw na zdrowie organizmu gospodarza (FAO/WHO 2001). Probiotyki sg uzywane przez
ludzkos¢ od wiekow, pojawily si¢ wraz z fermentowang zywnoscig. Metchnikoff jako
pierwszy zasugerowal pozytywny wplyw bakterii na flor¢ mikrobiologiczng uktadu
pokarmowego cztowieka za co zostal uhonorowany Nagroda Nobla. Odkryt on, ze ,,zdrowe
bakterie”, a w szczegdlnosci bakterie kwasu mlekowego (LAB, ang. Lactic Acid Bacteria)
mogga mie¢ pozytywny wplyw na system odpornosciowy i trawienie (Metchnikoff, 1907).

Preparaty probiotyczne zawierajg jeden lub wigcej szczepow bakterii, co do ktérych
udowodniono pozytywny wplyw na zdrowie cztowieka. Wigkszo$¢ mikroorganizméw
okreslanych jako probiotyczne to bakterie Gram-dodatnie m.in. Lactobacillus,
Bifidobacterium, Streptococcus, ale takze Gram-ujemne np. Escherichia coli oraz drozdze z
rodzaju Saccharomyces. Wazne jest, aby organizm probiotyczny spelnial nastgpujace
kryteria: byt tatwy w hodowli; byt niepatogenny dla gospodarza; wywierat pozytywny wptyw

na zdrowie czlowieka/zwierzecia; byt zdolny do przezycia w ukladzie pokarmowym
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gospodarza 1 pozostawal zywy przez dlugi czas w organizmie; przylegat do btony $luzowej
jelita gospodarza.

Badania wykazaly, ze bakterie probiotyczne odgrywaja wazng role w modulacji
immunologicznej, oddechowej i gastroenterologicznej. Szczepy probiotyczne sa aktywne
metabolicznie, wydzielaja substancje antybakteryjne (m. in. bakteriocyny), kwas mlekowy i
octowy, cytokiny, enzymy i inne substancje co pozwala im chroni¢ nasz organizm poprzez
konkurowanie z patogenami zasiedlajacymi nasz uklad pokarmowy (Behnsen et al., 2013).
Dodatkowo, udowodniono dziatanie terapeutyczne szczepow  probiotycznych w
nastgpujacych schorzeniach: biegunka poantybiotykowa (AAD, ang. Antibiotic Associated
Diarrhea), biegunka podréznych, biegunka wywotana rotawirusem, zapalenie zbiornika
jelitowego, nieswoiste zapalenie jelit (IBD, ang. Inflammatory Bowel Disease), zespét jelita
drazliwego (IBS, ang. [rritable Bowel Syndrome), niezyt zotadka wywotany Helicobacter
pylori, nietolerancja laktozy i inne (Rolfe et al., 2000).

4.5. Rodzaj Bacillus i jego zastosowanie.

4.5.1. Ogolna charakterystyka rodzaju Bacillus.

Bakterie z rodzaju Bacillus to Gram-dodatnie, przetrwalnikujace, tlenowe Ilub
fakultatywnie beztlenowe laseczki. Mozna je wyizolowa¢ z réznych $rodowisk, takich jak,
powietrze, woda, rosliny, uktad pokarmowy ludzi i zwierzat, jednak najczgs$ciej sg to bakterie
bytujace w glebie. Niektore z gatunkéw Bacillus sa patogenami oportunistycznymi lub moga
produkowa¢ toksyny niebezpieczne dla ludzi 1 zwierzat. Rodzaj Bacillus jest blisko
spokrewniony z rodzajem Lactobacillus, ktory jest powszechnie stosowany jako probiotyk
ludzki (Elshaghabee ef al., 2017).

4.5.2. Bacillus jako probiotyk.

Komercyjnie dostepne produkty probiotyczne z organizmami z rodzaju Bacillus
zawieraja okoto 10°/g lub 10°/ml endospor bakteryjnych. Wiasnie zdolno$é¢ do wytwarzania
przetrwalnikow jest cecha, ktora skupita zainteresowanie na organizmach z rodzaju Bacillus 1
ich potencjalnych wtasciwosciach probiotycznych. Zdolne sa do przezycia w warunkach
silnie kwasowych, a takze sa odporne na dziatanie soli zotci. Dodatkowo produkty te sa
trwale w procesie wytwarzania oraz w przechowywaniu.

Mimo, iz s3 to organizmy tlenowe, bakterie z gatunku Bacillus subtilis zostaty
zidentyfikowane w probkach kalu oraz wycinkach z biopsji jelit u wybranych pacjentow
(Fakhry et al., 2008). Mozliwe jest zatem, ze jak wiele innych organizméw, przystosowaly

one si¢ do wzrostu w beztlenowych warunkach naszego uktadu pokarmowego i sa zdolne do
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tworzenia biofilmu oraz beztlenowej sporulacji, a takze produkcji zwigzkow o aktywnosci
przeciwbakteryjnej. Rodzaj Bacillus zatem, powinien nie tylko by¢ okreslany jako organizmy
glebowe, ale tez komensale uktadu pokarmowego cztowieka (Tam et al., 2006).

Probiotyczne szczepy Bacillus utrzymuja homeostazg flory bakteryjnej jelit poprzez
hamowanie wzrostu patogendw 1 wspieranie wzrostu korzystnych mikroorganizmow.
Hamowanie wzrostu patogenéw odbywa si¢ poprzez wydzielanie roznych zwigzkéw w tym
bakteriocyn (subtilina, koagulina) i antybiotykéw (surfaktanty, bacilizyna), a takze dziatanie
antyadhezyjne. Rozne szczepy probiotyczne Bacillus hamujg wzrost takich organizmoéow jak
Candida albicans czy Helicobacter pylori (Elshaghabee et al., 2017). Badania Ripert et al.
(2016) wykazaty dziatania szczepu probiotycznego B. clausii inhibitujace toksyny
Clostridium difficile oraz Bacillus cereus, patogendw ludzkiego uktadu pokarmowego.
Dodatkowo,  niektore  szczepy  probiotyczne  Bacillus  wykazuja ~ wlasciwosci
immunomodulacyjne (Duc ef al., 2000).

Na rynku dostepne sa rozne preparaty zawierajace bakterie probiotyczne Bacillus miedzy
innymi: MegaSporeBiotic dostepny w Wielkiej Brytanii zawierajacy Bacillus indicus,
Bacillus subtilis, Bacillus coagulans, Bacillus licheniformis 1 Bacillus clausii; Enterogermina
— produkt dostepny w Europie zawierajacy Bacillus clausii; THORNE — dostgpny w USA
zawierajacy Bacillus coagulans. Wazna jest kontrola jakosci sprzedawanych produktow,
poniewaz w bliskim pokrewienstwie do stosowanych organizmdéw sg gatunki silnie toksyczne
dla cztowieka jak Bacillus cereus, powodujacy silne zatrucia pokarmowe, czy Bacillus

anthracis, bedacy czynnikiem etiologicznym waglika (Elshaghabee et al., 2017).

4.6. Rodzaj Halomonas i jego zastosowanie.

Rodzaj Halomonas nalezy do typu Proteobacteria i sa to Gram-ujemne, ruchliwe
pateczki. Swoja nazwe zawdzigeczaja zdolnosci do wzrostu w wysokich stezeniach NacCl,
okreslane sg jako organizmy euryhaliczne (Arahal & Ventosa, 2006). Halomonas sa w stanie
przezy¢ w 5-25% stezeniu NaCl w $rodowisku. Co wigcej uwaza si¢, ze obecnos¢ chlorku
sodu w srodowisku jest wrgcz niezbedna do ich wzrostu. Zazwyczaj izolowane sg ze stonych
zbiornikow wodnych. (Vreeland et al., 1980; Yin et al., 2015).

Organizmy halofilne posiadaja dwa gtowne mechanizmy adaptacyjne do wzrostu w
wysokim zasoleniu. Pierwszy z nich to akumulowanie jondw nieorganicznych, np. KCI, w
celu rownowazenia ci$nienia osmotycznego. Drugi to akumulacja rozpuszczalnych w wodzie
zwigzkow organicznych o niskiej masie molekularnej w celu osiagnigcia niskiego stezenia

wewnatrzkomorkowego soli (Yin et al., 2015).
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Opublikowano kilka przypadkéw, w ktorych opisywano rodzaj Halomonas jako patogen
ludzki. Jednym z nich jest praca Stevens et al. (2009), ktorzy wyizolowali 3 potencjalnie
patogenne szczepy Halomonas w centrum dializ, ktére prawdopodobnie przedostaty si¢ tam z
dwuweglanem uzywanym jako plyn do infuzji.

Rodzaj Halomonas ze wzgledu na swoje przystosowanie do ekstremalnych warunkéw ma
potencjal w biotechnologii przemystowej. Obecnie organizmy z tego rodzaju
wykorzystywane sa3 do  produkcji  polihydroksyalkanianow  (PHA —  ang.
polyhydroxyalkanoates) — biodegradowalnych polimerow bedacych alternatywa do
tradycyjnych tworzyw sztucznych; ektoiny oraz hydroksyektoiny — uzywane jako $rodki do
ochrony skory ludzkiej (m. in. w kremach z filtrem stonecznym); a takze biosurfaktantow,
bioemulgatorow oraz halofilnych enzymow (Yin et al., 2015).

Ze wzgledu na zmieniajacg si¢ taksonomi¢ rodziny Halomonadaceae, wciagz nie mozna
okresli¢, ktore gatunki sg przemystowo uzyteczne, a ktore niebezpieczne, co powinno by¢

obiektem szerszych badan (Arahal & Ventosa, 2006).
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5. MATERIALY.

5.1. Szczepy Arthrospira.

Tabela 1. Szczepy Arthrospira wykorzystane w badaniach.

Lp. Szczep Pochodzenie*

1 | Arthrospira fusiformis AB2002/2 Jezioro Sonahi, Kenia

2 | Arthrospira fusiformis AB2002/4 Jezioro Nakuru, Kenia

3 | Arthrospira sp. PCC 9444 Jezioro Santa Olalla, Hiszpania
4 | Arthrospira sp. Moz 1 Staw, Maputo, Mozambik

5 | Arthrospira sp. Moz 2 Staw, Maputo, Mozambik

6 | Arthrospira sp. BURMA Mjanma (Birma)

7 | Spirulina platensis SAG21.99 Laguna Walfishbay, Namibia
8 | Spirulina maxima SAG49.88 Wiochy

9 | Arthrospira platensis PCC 9438(C1)  Jezioro Badou, Kanem, Czad

10 | Arthrospira sp. PCC 8005 Indie, Kenia, Meksyk lub Peru

11 | Arthrospira sp. Mad Indie

12 | Arthrospira sp. CCALA030 Jezioro Natron, Czad

13 | Arthrospira sp. LV Lac Vert, Kongo

14 | Arthrospira platensis str. Paracas Peru

15 | Arthrospira sp. M3.10 Etiopia

16 | Arthrospira fusiformis CCALA023 Jezioro Nakuru, Kenia

17 | Arthrospira sp. PCC 8006 Indie, Kenia, Meksyk lub Peru

18 | Arthrospira platensis PCC 7345 Bagno Del Mar Slough, Kalifornia, USA
19 | Arthrospira sp. PCC 9901 Jezioro Chagannao’er, Srodkowa Mongolia, Chiny
20 | Arthrospira sp. Omsk F Alkaliczne jeziorko, Syberia, Rosja

21 | Arthrospira sp. Omsk H Alkaliczne jeziorko, Syberia, Rosja

e Informacje o pochodzeniu poszczegodlnych szczepdw uzyskano z bazy danych Instytutu

Pasteura (PCC) oraz bazy danych z informacjami o cyjanobakteriach CyanoBase.
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5.2. Suplementy diety zawierajace biomase Arthrospira wykorzystane w badaniach.

Tabela 2. Charakterystyka produktow zawierajacych suchg biomas¢ Arthrospira dostepnych

na polskim rynku.

Lp Producent Kraj pochodzenia Postaé

1 Parry Nutraceuticals Indie Tabletki
2 Biogate Polden Chiny Proszek
3 Cyanotech USA (Hawaje) Tabletki
4 Norland Mongolia Tabletki
5 Green Essence Pakistan Tabletki
6 Febico Tajwan Tabletki
7 Swanson Indie Tabletki

5.3. Referencyjne szczepy bakteryjne uzyte w badaniach.

W badaniach uzyto szczepdw referencyjnych: Escherichia coli ATCC 8738, Staphylococcus

aureus ATCC 6538 oraz Candida albicans ATCC 11.

5.4. Podloza mikrobiologiczne.
5.4.1. Pozywki do hodowli sinic.
54.1.1. Podloze plynne.

Podloze ptynne Zarrouk

Makroelementy (g/l wody dejonizowane;):

K>;HPO4 0,5
NaHCO; 10,8
NaNOs3 2,5
Na,CO3 7,6
K,S04 1,0
NaCl 1,0
MgSO0s4, 7TH,O 0,2
CaCl,, 2H,0 0,04
FeSO4, 7TH,O 0,01
EDTANa,, 2H,0 0,08

Mikroelementy — dodano w ilo$ci Iml na 1litr podtoza:

Roztwor soli A5 (g/l wody dejonizowanej):
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H;BO;
MnCl,, 4H,0
ZnS04, TH,0
CuSOs, SH,O
MoOs

Roztwor soli B6 (g/l wody dejonizowanej):
NH4VO;

K,Cr(SOy), 12H,0

NiSO4, 7TH,O

Co(NOs),, 6H,0

Na,WO,4, 2H,0

Ti(SO4), + TiOSO4

2,86
1,81
0,222
0,079
0,015

0,023
0,096
0,048
0,049
0,018
0,048

Pozywke sporzadzono taczac ze sobg wszystkie wyzej wymienione wyjatowione sktadniki,

a nastepnie otrzymany roztwor przechowywano w jalowej szklanej butelce w temperaturze

2-5C.

5.4.1.2. Podloza stale.
Podloze stale Zarrouk
Sktadniki na 1 litr podtoza:
Podloze ptynne Zarrouk

Agar 2,8%

500 ml
500 ml

5.4.2. Podloza do izolacji i hodowli bakterii symbiotycznych z preparatow z

biomasa Arthrospira.

5.4.2.1. Podloza plynne.

Podloze pltynne Zarrouk z ekstraktem z Arthrospira oraz 1% glukoza.

Sktadniki na 1 litr podtoza:
Podtoze plynne Zarrouk
Ekstrakt z Arthrospira
Ptyn Ringera

Roztwor 10% glukozy
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Sktadniki na 1 litr ptynu Ringera:
Chlorek sodu

Chlorek potasu

Chlorek wapnia sze$ciowodny

Woda dejonizowana

8,6¢g
03¢g
0,48 g
1000 ml

Podloze plynne Zarrouk z ekstraktem z Arthrospira oraz 0,5% ksyloza.

Sktadniki na 1 litr podtoza:
Podtoze ptynne Zarrouk
Ekstrakt z Arthrospira
Ptyn Ringera

Roztwor 10% ksylozy

550 ml
200 ml
200 ml
50 ml

Podloze pltynne Zarrouk z ekstraktem z Arthrospira oraz 0,5% ramnoza.

Sktadniki na 1 litr podtoza:
Podtoze ptynne Zarrouk
Ekstrakt z Arthrospira
Ptyn Ringera

Roztwor 10% ramnozy

5.4.2.2. Podloza stale.

550 ml
200 ml
200 ml
50 ml

Podloze stale Zarrouk z ekstraktem z Arthrospira oraz 1% glukoza.

Sktadniki na 1 litr podtoza:
Podtoze ptynne Zarrouk
Ekstrakt z Arthrospira
Roztwor 10% glukozy

3% roztwor agaru

300 ml
100 ml
100 ml
500 ml

Podloze stale Zarrouk z ekstraktem z Arthrospira oraz 0,5% ksyloza.

Sktadniki na 1 litr podtoza:
Podtoze plynne Zarrouk
Ekstrakt z Arthrospira
Roztwor 10% ksylozy

3% roztwor agaru
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Podloze stale Zarrouk z ekstraktem z Arthrospira oraz 0,5% ramnoza.

Sktadniki na 1 litr podtoza:
Podtoze ptynne Zarrouk
Ekstrakt z Arthrospira
Roztwoér 10% ramnozy

3% roztwor agaru

350 ml
100 ml
50 ml

500 ml

5.4.3. Podloza mikrobiologiczne wykorzystywane do hodowli bakterii i grzybow

oraz testow biochemicznych.

Bulion kazeinowo-sojowy (TSB — Tripcase Soy Broth)

Sktadniki na 1 litr podtoza:
Trzustkowy hydrolizat kazeiny
Hydrolizat papainowy maczki sojowej
NaCl

KHPO4

Dekstroza

Bulion MacConkeya

Sktadniki na 1 litr podtoza:

Trzuskowy hydrolizat zelatyny
Trzustkowy hydrolizat kazeiny
Hydrolizat pepsynowy tkanki zwierzecej
Laktoza

Sole zotciowe

NaCl

Czerwien oboje¢tna

Fiolet metylowy

Podloze stale MacConkeya

Sktadniki na 1 litr podtoza:

Trzuskowy hydrolizat zelatyny
Trzustkowy hydrolizat kazeiny
Hydrolizat pepsynowy tkanki zwierzgce;j

44

17g
3g
Sg
2,5¢
2,5¢

17¢g
1,5g
1,5¢
10g
1,5¢
S5g
0,03g
0,001g

17g
1,5¢
1,5¢



Materialy

Laktoza

Sole zotciowe
NaCl

Czerwien obojetna
Fiolet metylowy
Agar

pH=7,1-7,2

Podloze Chapmana (Mannitol Salt Agar)
Sktadniki na 1 litr podtoza:

Wyciag wotowy

Trzustkowy hydrolizat kazeiny

Hydrolizat pepsynowy tkanki zwierzgce;j
NaCl

D-Mannitol

Czerwien fenolowa

Agar

Podloze ptynne Mueller-Hintona
Sktadniki na 1 litr podtoza:
Wyciag wotowy

Kwasny hydrolizat kazeiny
Skrobia

Podloze stale Mueller-Hintona
Sktadniki na 1 litr podtoza:
Wyciag wotowy

Kwasny hydrolizat kazeiny
Skrobia

Agar

Podloze krwawe (Columbia Agar)
Sktadniki na 1 litr podtoza:

Kazeina strawiona wyciggiem trzustkowym
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1,5¢
17g

12¢
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Tkanka zwierzgca strawiona pepsyna Sg
Wyciag z drozdzy 3g
Wyciag bydlecy 3g
Skrobia kukurydziana 5g
NaCl S5¢g
Agar 13,5¢
Krew barania, bez wtoknika 5%

Podloze do hodowli alkalofilnych halobakterii (Halomonas Medium)
Sktadniki na 1 litr podtoza:

Ekstrakt drozdzowy 10g
Cytrynian sodowy 3g
MgSO4 x 7TH,0 lg
Na,CO; 3g
NaCl 100g
Mikroelementy AS (Materialy 5.4.1.1.) 1 ml
Mikroelementy BS (Materiaty 5.4.1.1.) Iml

Bulion Mossela (bulion EE — Enterobacteria Enrichment Broth)

Sktadniki na 1 litr podtoza:

Trzustkowy hydrolizat zelatyny 10g
Glukoza bezwodna 4,5¢
Sole zo6kci 3,055¢
KH,PO4 2g
Na,HPO, 6,4g
Zielen brylantowa 0,015¢g
pH=7,0-7,4

Bulion Rappaporta-Vasilidiasa

Sktadniki na 1 litr podtoza:

Pepton sojowy 4,58
NaCl 8¢g

KH,PO,4 0,6g
K,HPO,4 0,4g
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MgCl, 13,58¢g
Zielen malachitowa 0,036g
pH=5,0-5.4

Podloze XLD (Xylose-Lysine-Desoxycholate Agar)
Sktadniki na 1 litr podtoza:

Ksyloza 3,5g
L-lizyna 5¢g
Laktoza 7,5g
Sacharoza 7,5¢
NaCl 5g
Wyciag drozdzowy 3g
Czerwien fenolowa 0,08g
Dezoksycholan sodu 2,5¢
Tiosiarczan sodowy 6,8g
Cytrynian amonowo-zelazowy 0,8g
Agar 13,5¢
pH=7,2-7,6

Podloze Sabourauda

Sktadniki na 1 litr podtoza:

Trzustkowy hydrolizat kazeiny 5¢g

Hydrolizat pepsynowy tkanki zwierzecej 5¢g

Glukoza 40g

Agar 15¢

W modyfikacji tego podioza z dodatkiem chloramfenikolu dodatkowo:
Chloramfenikol 0,4g

pH=5,4-5.8

Podloze VRBG (Violet Red Bile Glucose Agar)
Sktadniki na 1 litr podtoza:

Tkanka zwierzeca strawiona enzymatycznie — 7g
Ekstrakt drozdzowy 3g
Sole zo6tci 1,5g
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NacCl S5¢g
Czerwien neutralna 0,03g
Fiolet krystaliczny 0,002¢g
Glukoza 10g
Agar 12¢g
pH=7,2-7,6

Podloze MYP Agar (Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar)
Sktadniki na 1 litr podtoza:

Ekstrakt migsny lg
Pepton 10g
Mannitol 10g
Chlorek sodu 10g
Czerwien fenolowa 0,025¢g
Emulsja zo6ttka jaja kurzego 100ml
Polimyksyna 25,000U
Agar l4g
pH=7,0-7,4

5.5. Bufory i enzymy uzywane do izolacji DNA genomowego.

Bufor TE (Tris 50mM, EDTA 40mM, pH=8.0)

Odwazone Tris 1 EDTA uzupelniano woda dejonizowang do okreslonej objetosci, a
nastepnie, doprowadzono pH roztworu do 8,0 przy uzyciu stgzonego kwasu solnego oraz

roztworu wodorotlenku sody

Bufor TE (Tris 10mM, EDTA 1mM, pH=8.0)

Odwazone Tris i EDTA uzupeliano woda dejonizowana do okreslonej objetosci, a
nastgpnie, doprowadzono pH roztworu do 8,0 przy uzyciu stezonego kwasu solnego oraz

roztworu wodorotlenku sody.

e Lizozym (100 mg/ml)

e 10% roztwor SDS (laurylosiarczan sodu)
e proteinaza K (20 mg/ml)

e 5M roztwoér NaCl
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e mieszanina CTAB (bromek cetrymoniaku)/NaCl

4,1 g NaCl rozpuszczono w 80 ml wody, a nastgpnie stopniowo dodawano 10 g CTAB
jednoczes$nie podgrzewajac mieszaning do 65°C.

e Mieszanina chloroform : alkohol izoamylowy (24:1)

e Mieszanina fenol : chloroform : alkohol izoamylowy (25:24:1)

e Izopropanol

e 70% etanol

e RNAza (10mg/ml)

e Woda dejonizowana

5.6. Testy i odczynniki wykorzystane do identyfikacji bakterii.

Krazki bibulowe nasaczone antybiotykiem do okreslania wrazliwos$ci bakterii.

Nowobiocyna 2 ug

Odczynniki do test na obecnos¢ katalazy

Woda utleniona (Laboratorium Galwenowe Olsztyn)
Odczynniku do testu na obecnos$¢ koagulazy

Osocze kroélicze (IBSS BioMed)

Sot fizjologiczna (0,9% NaCl)

Komercyjnie dostepny testy do identyfikacji Staphylococcus
e STAPHYtest 24 firmy PLIVA-Lachema Diagnostika
e M43 MICROGEN STAPH firmy Microgen Bioproducts.

5.7. Odczynniki do barwienia metoda Grama.

Pilyn Lugola

Jod sublimowany 033¢g
Jodek potasu 0,66 g
Woda dejonizowana do 100 ml

Rozpuszczono jodek potasu w 75 ml wody dejonizowanej i zostawiono na noc

do rozpuszczenia. Nastepnie dodano jod i uzupetniono woda do 100 ml.

Fiolet krystaliczny

Przygotowywano roztwor wyjsciowy o skladzie:
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Fiolet krystaliczny 04¢g
95% alkohol etylowy 10 ml

Nastepnie do 10ml roztworu wyjsciowego dodawano 100 ml 1% fenolu.

Alkohol etylowy 96%

Fuksyna zasadowa

Przygotowywano roztwor wyjsciowy o skladzie:
Fuksyna zasadowa 10g
96% alkohol etylowy 100 ml

Nastepnie do 10ml roztworu wyjsciowego dodawano 90 ml 5% fenolu.

5.8. Odczynniki wykorzystywane do reakcji amplifikacji DNA.
Tabela 3. Lista odczynnikéw uzywanych do reakcji amplifikacji PCR.

Nazwa odczynnika Nazwa producenta Stezenie odczynnika
Bufor do polimerazy
Thermo Scientific™ 10x stgzony
Taq Buffer (10X) z KCI
Bufor do polimerazy
. Thermo Scientific™ 10x stgzony
Dream Taq'" Buffer (10X)
Roztwor dNTPs Thermo Scientific™ 2mM
Roztwor MgCl, Thermo Scientific™ 25mM
Roztwor BSA Merck 10mg/ml
Roztwor glicerolu POCH S.A. 60%
Polimeraza Taqg DNA Thermo Scientific™ 5U0/ul
Polimeraza Dream Tag™ Thermo Scientific™ 50/ul
Dejonizowana woda Merck 100%
DNA - 50-400 ng/pl
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5.9. Startery zaprojektowane do amplifikacji fragmentow genow.

Tabela 4. Lista zaprojektowanych starterow

Wielkosé
Nazwa Amplifikowany Kierunek Tm
produktu Sekwencja startera (5°-3°)
startera firagment genu amplifikacji  (°C)
(bp)
AsullM F metylotransferaza 504 ATCGCCTCAGCAGAAGTGAT forward 56
AsullM R Asull CTCTCATAATCGGCTGATTG reverse
AsullR F endonukleaza 578 TGTAATCTCCATTGTAAAGC forward 50
AsullR R Asull ATAAAAACTCTGTGTTCTGA reverse
AvalM F metylotransferaza 209 AGTATCCTTTCACCATTCTA forward 50
AvaIM R Aval CCTACACAGCAAATTGAACT reverse
AvalR F CTGAGATAGTCCTGCTGCCG forward
B endonukleaza Aval 158 58
AvalR R TTGTAGCACTGGCACTGGAG reverse
NhelM F metylotransferaza 204 ATATCCGCACTGTATCTGTAA forward 56
NhelM R Nhel GATAGGTCTTGACCAGTTCG reverse
NhelR F GTTCACCAAGTAGATATTACAC forward
B endonukleaza Nhel 321 56
NhelR R GACTTATTAGGGGTGCTAAC reverse
HindllIM F | metylotransferaza 194 TGTATCGAAGTGATGAAGTC forward 56
HindIlIM R Hindlll CTTGCCAATTCACAATATTC reverse
HindIIIR_F endonukleaza 036 CTCAAGTAATTTCAGAAGATGC forward 56
HindIIR R Hindlll ATCAGTTCCATCACAGCTTC reverse
SacllM F metylotransferaza 308 TTGACCTCATTTCAGGGGGC forward 56
SaclIM R Sacll TTGCCAATCTTCTCGGACCC reverse
SacllR_F endonukleaza 263 GACCGCTCCAAGCATCTGTA forward 56
SacllR R Sacll ACAGAGAAGGACTGCATGGC reverse
Casl F CGACACCACCCAACAGATCA forward
casl 375 54
Casl R AACCAGAACAGAGCSAAGGG reverse
Cas2 F TGGTTGGTTTGCTACGACGT forward
cas2 207 58
Cas2 R AGTCGAGGGATTGAGGGGAT reverse
Cmr6 F TGTGACGACCCGACGATTTT forward
cmr6 428 58
Cmré_R TCCCGTTGAGTAACCTTGCC reverse
Csm3_F CGCGATCCGGTGAGTCAATA forward
csm3 390 56
Csm3_R TGTTACGAAGTTGCTCGGCT reverse
Csm4_F p 559 CGGTGGGGAATGACTTGGAA forward 58
csm
Csm4_R AGAAATTGGTCGCCCGAGTT reverse
Csm5_F 5 108 TTACACATTGGCTCTGCGGT forward 52
csm
Csm5_R TGCCGGGAATGTAAAGCTGT reverse
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5.10.

Startery uzyte do amplifikacji fragmentow genow.

Tabela 5. Lista uzytych starterow do reakcji amplifikacji PCR operonu rybosomalnego.

Nazwa Amplifikowany  Wielkosé
Sekwencja startera (5°-3°) Zrodlo
startera fragment genu  produktu
16S3°F/ F TGYGGCTGGATCACCTCCTT Sheldeman et al., 1997
ITS klaster LA 329
CLISUB A R CTCACCCCAACTAGCACCTAATTCT Baurain et al., 2002
16S3°F/ F TGYGGCTGGATCACCTCCTT Sheldeman et al., 1997
ITS klaster I.B 329
CLISUBB R CTCACCCCAACTAGCACCTAATTAA  Baurain et al., 2002
F
CL II SUB A/ Baurain et al., 2002
ITS Klaster II A 295 AGTTGGGGTGAGATGAGATGAGATG
Long 23S5°'R ]
R TCTGTGTGCCTAGGTATCCACCGTT Wilmotte et al.,1993
F
CL Il SUB B/ Baurain et al., 2002
ITS Klaster ILB 295 AGTTGGGGTGAGATGAGATGAGGTT
Long 23S5°R
R TCTGTGTGCCTAGGTATCCACCGTT Wilmotte et al.,1993
16S3°F F TGYGGCTGGATCACCTCCTT Sheldeman et al., 1997
ITS klaster I.C 453
ATS CL_IIT R TTGACTATCAGAGGAAATCCG Waleron et al. 2018
27f F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Lane, 1991
16S rRNA 1500
1492r R TACGGYTACCTTGTTACGACTT Turner et al. 1999
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5.11. Odczynniki do reakcji trawienia genomowego DNA Arthrospira.

trawienia genomowego DNA.

Enzym restrykcyjny

Stosowany bufor

W mieszaninach zastosowano enzymy restrykcyjne wraz z buforami (Tabela 6), wode

dejonizowang (Merck) oraz DNA genomowe Arthrospira w stezeniu 50-400 pg/pl.

Tabela 6. Charakterystyka stosowanych enzymow restrykeyjnych wraz z buforami do reakcji

Nazwa producenta

BshNI (HgiCI) 10U/ul
Nhel 10U/pl
Spll (Pf12311) 10U/l
Hinll (Acyl) 10U/pul
Eco881 (Aval) 10U/ul
Bsp1431 (Mbol) 10U/ul
Mph11031 (Avalll) 10U/ul
Cfr42l (Sacll) 10U/pl
BspPI (Binl) 10U/pul

Bspl11911 (Asull) 10U/pl

5.12. Odczynniki do rozdzialu elektroforetycznego.

Bufor wyj$ciowy TAE 50x

Tris
Kwas borowy
EDTA 0,5M pH 8

Woda dejonizowana

Stosowane rozcienczenia

Bufor O 10x stezony
Bufor Tango 10x stg¢zony
Bufor Tango 10x stezony

Bufor G 10x stgzony
Bufor Tango 10x stgzony

Bufor Bsp1431 10x st¢zony

Bufor R 10x stezony

Bufor B 10x stgzony
Bufor Tango 10x stgzony

Bufor Tango 10x stgzony

S4¢g
275¢

20 ml

do 1000 ml

Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
Thermo Scientific™

Thermo Scientific™

Bufor TAE 0,5x do rozdziatu elektroforetycznego produktow reakcji PCR oraz

genomowego DNA

Bufor TAE 1x do elekrozdziatu elektroforetycznego produktéw analizy restrykcyjnej

Bufor obcigzajacy - DNA Gel Loading Dye (6x) (Thermo Scientific ®)
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Agaroza — Prona Agarose Basica LE
Marker DNA Ladder 500 bp (Thermo Fischer Scientific)
Barwienie zeli agarozowych — SERVA DNA Stain G (SERVA) — 1,5 pl/100ml zelu

agarozowego

5.13. Odczynniki uzyte w celu potwierdzenia obecnosci sSrodkow konserwujacych

w suplementach diety Arthrospira.

Rozcienczalnik

Sktad:

Trzustkowy hydrolizat kazeiny lg
NaCl 8,5¢g
Woda destylowana 1000ml

pH koncowe: 7,0 + 0,2

Warunku wyjatawiania w autoklawie: 121,0 °C, 15 min

Eugon LT 1000 (neutralizator)

Sktad:

Trzustkowy hydrolizat kazeiny 15¢g
Papainowy hydrolizat soi 5¢g
NacCl 4g
L-cysteina 0,7g
Siarczyn sodu 0,2g
Glukoza 5,5¢g
Lecytyna z jajka kurzego lg
Polisorbat 80 S5g
Octoxynol 9 lg
Woda destylowana 1000ml

Warunki wyjalawiania w autoklawie: 121,0 °C, 15 min

Roztwor 0,9% chlorku sodu
Sktad:
NaCl 9,0¢g
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Woda destylowana do 1000,0 g

Warunki wyjatawiania w autoklawie: 121,0 °C, 15 min.

5.14. Odczynniki i podloza uzyte w badaniu wlasciwosci przeciwbakteryjnych i
przeciwgrzybiczych.

Podtoze pltynne Mueller-Hintona (Materiaty 2.4.3.)

Podtoze ptynne Saburaud (Materiaty 2.4.3.)

Metanol

Woda dejonizowana

5.15. Uzywana aparatura.

Mieszadto typu Vortex,

Wiréwka Eppendorf Centrifuge 5418,

Waga laboratoryjna,

Termocykler Thermal Cycler T100 (BIO RAD),

Aparat do rozdziatu elektroforetycznego typu Mupid-ONE,
Mikroskop z kamerg cyfrowa Nicon Eclipse E600,
Kuchenka mikrofalowa Amica

ChemiDoc® Touch BioRad,

Liofilizator Ehrist ALPHA I-6.

5.16. Genomy uzyte w analizach porownawczych in silico.
Genomy cyjanobakterii z rzgdu Oscillatoriales przedstawione w pracy Shih et al. (2012)
oraz genomy Arthrospira dostgpne w serwisie GenBank wykorzystane do analiz

bioinformatycznych przedstawiono w Tabeli 7.

Tabela 7. Sekwencje genomow cyjanobakterii pozyskane z publicznej bazy danych GenBank

uzwraz z numerem akcesji, ktore wykorzystano do analiz pordwnawczych in silico.

Szczep Nr akcesji GenBank
Arthrospira maxima CS-328 ABYKO00000000.1
Arthrospira platensis C1 AFXD00000000
Arthrospira platensis NIES-39 APO11615
Arthrospira platensis str. Paraca ACSK00000000
Arthrospira platensis YZ CP013008
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Arthrospira sp. PCC 8005
Arthrospira sp. TISD091
Arthrospira sp. TISD092
Chamaesiphon minutus PCC 6605
Coleofasciculus chthonoplastes PCC 7420
Geitlerinema sp. PCC 7105
Geitlerinema sp. PCC 7407
Leptolyngbya boryana PCC 6306
Leptolyngbya sp. Heron Island J
Leptolyngbya sp. JSC-1
Leptolyngbya sp. KIOST-1

Leptolyngbya sp.
Leptolyngbya sp.
Leptolyngbya sp.
Leptolyngbya sp.
Leptolyngbya sp.
Leptolyngbya sp.

NIES-2104
NIES-3755
O-77

PCC 6406
PCC 7375
PCC 7376

Lyngbya aestuarii BL ]

Lyngbya confervoides BDU141951
Microcoleus sp. PCC 7113
Microcoleus vaginatus FGP-2
Moorea producens 3L

Moorea producens JHB

Moorea producens PAL-8-15-08-1
Nodosilinea nodulosa PCC 7104
Oscillatoria acuminata PCC 6304
Oscillatoria formosa PCC 6407
Oscillatoria nigro-viridis PCC 7112
Oscillatoria sp. PCC 10802
Prochlorothrix hollandica PCC 9006
Pseudanabaena biceps PCC 7429
Pseudanabaena sp. PCC 6802
Pseudanabaena sp. PCC 7367
Spirulina subsalsa PCC 9445
Synechococcus sp. PCC 6312
Synechococcus sp. PCC 7336
Synechococcus sp. PCC 7502
Trichodesmium erythraeum IMS101

ADDHO00000000
LAYT00000000
CP028914
CP003600.1
ABRS00000000.1
ANFQ00000000
CP003591.1
ALVMO00000000
AWNHO00000000
JMKF00000000
JQFA00000000
BBWW00000000
AP017308.1
AP017367.1
ALVV00000000
ALVNO00000000
CP003946.1
AUZMO00000000
JTHE00000000
CP003630.1
AFJC00000000
AEPQ00000000
CP017708.1
CP017599.1
ALVP00000000
CP003607.1
ALVI00000000
CP003614.1
ANKO00000000
ANKNO00000000
ALWB00000000
ALVKO00000000
CP003592.1
ALVR00000000
CP003558.1
ALWC00000000
CP003594.1
CP000393.1
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6. METODY.

6.1. Przygotowanie pozywek mikrobiologicznych.

6.1.1. Przygotowanie pozywki Zarrouk.

Wszystkie roztwory makroelementow (Materialy 5.3.1.1) zostalty oddzielne
wyjatowione w autoklawie (121 °C, 20 min), z wyjatkiem roztworu FeSOu, ktéry byt jatowiony
poprzez filtrowanie (filtry nitrocelulozowe 0,45 um, firma Sartorius). Jatowe roztwory makro-
1 mikroelementow byty ze sobg taczone w warunkach aseptycznych, a nastepnie uzupetniano
do zadanej objetos¢ woda jatowa, demineralizowang.

W celu uzyskania podloza statego Zarrouk, 2,8% roztwor agaru byl jalowiony w
autoklawie (120 °C, 20 min), a nastgpnie tagczony z ptynng pozywka Zarrouk i wylewany na

goraco na jatowe, plastikowe szalki Petriego (Materiafy 5.3.1.2).

6.1.2. Przygotowanie ekstraktu z Arthrospira.

W celu uzyskania ekstraktu z Arthrospira, prowadzono hodowle Arthrospira sp. PCC 8005
oraz Arthrospira sp. PCC 9901 w kolbie ptaskodennej z wytrzgsaniem przez minimum 3
miesigce. Nastepnie biomasa byla oddzielana od pozywki (ekstrakt z Arthrospira) poprzez
wirowanie w plastikowych probowkach typu Falcon (50 ml) i zbierana do jatlowej butelki z
ciemnego szkta. Nastepnie ekstrakt byt filtrowany oraz przechowywany w jalowych butelkach

w temperaturze 4-6 °C.

6.2. Izolacja bakterii symbiotycznych z komercyjnych preparatow z biomasa
Arthrospira (Spirulina).

0,5 g preparatu (1 tabletka) roztarto w jalowym mozdzierzu i zawieszono w 10 ml jalowej
wody. Nastepnie zawiesing rozcienczono w stosunku 1:10 w ptynnym podtozu z ekstraktem z
Arthrospira, glukoza 1 pozywka Zarrouk (Materiaty 5.4.2.1). 100 pl zawiesiny przeniesiono na
state podtoze z ekstraktem z Arthrospira, glukoza i pozywka Zarrouk (Materiaty 5.4.2.2.).
Nastepnie ptytki inkubowano 7 dni w temperaturze 35°C. Kolonie bakteryjne, ktore wyrosty
na podtozu, przesiano na podtoza i poddano charakterystyce morfologicznej, biochemiczne;j 1

fizjologiczne;.
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6.3. Hodowla mikroorganizmow.
6.3.1. Hodowla cyjanobakterii z rodzaju Arthrospira.
Hodowle szczepdw Arthrospira byly prowadzone na podlozu plynnym oraz stalym
Zarrouk (Materiaty 5.1).
Hodowle plynne prowadzone byly w szklanych butelkach 100ml, kolbach
ptaskodennych 200 ml, 2 litrowych oraz 25 ml plastikowych butelkach do hodowli
tkankowych. Objetosci hodowli w poszczegdlnych naczyniach hodowlanych przedstawia

Tabela .

Tabela 8. Charakterystyka uzywanych naczyn laboratoryjnych do hodowli cyjanobakterii z

rodzaju Arthrospira.
Naczgynie hodowlane Objetosé hodowli
Szklane butelki 100ml 20ml
Szklane kolby plaskodenne 200 ml 50ml
Szklane kolby plaskodenne 21 11
Plastikowe butelki do hodowli tkankowych 250ml 20ml

W celu zatozenia nowej hodowli ptynnej, do swiezej pozywki Zarrouk dodawano 1/10
objetosci ptynnej biomasy Arthrospira za pomoca jatowej, szklanej pipety Pasteura. Hodowle
prowadzone byly w pomieszczeniu fitotronowym ze stalg temperaturg 35 °C oraz natgzeniem
$wiatta pomigdzy 30-100 pmol/s m?, bez fotoperiodu. Wyjatkiem byla hodowle szczepu
Arthrospira sp. Omsk, ktora prowadzone byta w temperaturze 21 °C.

Hodowle na podtozu stalym Zarrouk szczepow Arthrospira prowadzone byly na
szalkach Petriego. W celu zalozenia nowej hodowli, na ptytke nakrapiano 0,5 ml ptynnej
biomasy Arthrospira za pomoca jatowej, szklanej pipety Pasteura. Hodowle na podtozu statym
prowadzone byty w fitotronie w warunkach o$wietlenia i temperatury identycznych co hodowle

ptynne.

6.3.2. Hodowla bakterii symbiotycznych Arthrospira wyizolowanych z
suplementow diety Spirulina.

Hodowla izolatow bakteryjnych byla prowadzona na podilozu stalym z pozywka

Zarrouk, ekstraktem z Arthrospira oraz 1% glukoza lub 0,5% ksyloza na plastikowych,

jednorazowych ptytkach Petriego w temperaturze 35 °C (Materialy 5.4.2.). Wszystkie szczepy

byty réwniez przechowywane w 25% roztworze glicerolu w temperaturze — 80 °C.
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6.3.3. Hodowla referencyjnych szczepow bakterii i grzybow.
Hodowla referencyjnych szczepdéw bakteryjnych Escherichia coli ATCC 8738 oraz
Staphylococcus aureus ATCC 6538 byta prowadzona na statych podtozu Muller-Hinton IT w
temperaturze 37 °C. Hodowla szczepu Candida albicans ATCC 11 byta prowadzona na stalym

podtozu Sabouraud w temperaturze 25 °C.

6.4. Izolacja genomowego DNA.

6.4.1. Izolacja genomowego DNA zmodyfikowana metoda CTAB.
Okoto 200 pl $wiezej biomasy Arthrospira (hodowanej 3-5 tygodni) lub 2 ml calonocenj
hodowli bakteryjnej umieszczano w 2 ml probowce wirowniczej typu Eppendrof, wirowano
14000 rpm (obroty na minute ang. revolutions per minute), a nast¢pnie usuwano supernatant.
W przypadku sproszkowanej biomasy Arthrospira (w formie pudru, tabletki badz kapsulki —
odpowiednio roztarte w mozdzierzu), zostalo odwazone 0,5g, a nastepnie wykonano
nastepujace kroki:
1. Materiat zostal zawieszony w 500 pul goracego (50 °C) buforu TE (50mM Tris, 40mM
EDTA, pH=8,0). Wymieszano zawarto$¢ probowki na mieszadle typu Vortex.

2. Wirowanano 14000 rpm przez 5 minut.

3. Supernatant usuni¢to, a osad zostat zawieszony w 740ul buforu TE (10 mM Tris, ImM
EDTA, pH=8,0). Wymieszano zawartos¢ probowki na mieszadle typu Vortex.

4. Dodano 20ul lizozymu (stezenie 100mg/ml). Wymieszano zawarto$¢ probowki na

mieszadle typu Vortex.

5. Inkubowano 30-60 minut w temperaturze 37°C. Nast¢gpnie zamrozono w temperaturze

- 80 °C.
6. Dodano 40pul roztworu 10% SDS. Wymieszano zawarto$¢ probéwki na mieszadle typu
Vortex

7. Dodano 4pl roztowu proteinazy K (stezenie 20mg/ml). Wymieszano zawarto$¢

probowki na mieszadle typu Vortex.

8. Inkubowano 1 godzing w temperaturze 56°C (lub tez do momentu uzyskania klarownej

zawiesiny).

9. Dodano 100ul roztowu SM NaCl. Wymieszano zawarto$¢ probéwki na mieszadle typu

Vortex.
10. Dodano 100ul podgrzanego do 65°C roztworu CTAB/NaCl. Wymieszano zawarto$¢

probowki na mieszadle typu Vortex.
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11. Inkubowano 10 minut w temperaturze 65°C.

12. Dodano 500pul mieszaniny chloroform : alkohol izoamylowy (24:1). Dobrze
wymieszano.

13. Wirowano 10 minut przy maksymalnej predkosci (14 000 rpm) i temperaturze
pokojowe;j.

14. Przeniesiono faze¢ wodng do nowej probéwki typu Eppendorf.

15. Dodano 500ul mieszaniny fenol : chloroform : alkohol izoamylowy (25:24:1). Dobrze
wymieszano.

16. Wirowano 10 minut przy maksymalnej predkosci (14 000 rpm) i temperaturze
pokojowe;j.

17. Przeniesiono faze wodng wraz z 0,6 objetosci izopropanolu i przechowywano w -80°C
przez noc.

18. Po rozmrozeniu w temperaturze pokojowej wirowano przy maksymalnej predkosci
przez 30 minut.

19. Supernatant usuni¢to, a osad przemyto 1 ml 70% etanolem, wirowano 5 minut przy
maksymalnej predkosci. Krok ten nastgpnie powtdrzono z uzyciem 500 ml 70%
etanolu.

20. Usunigto supernatant, a nastepnie suszono osad 5-10 minut w temperaturze pokojowe;j.

21. Zawieszono w 100ul wody 1 zmierzono ste¢zenie DNA przy pomocy spektrofotometru
typu NanoDrop (Thermo Fischer Scientific) w celu oceny czysto$ci wyizolowanego
DNA oraz okreslenia jego stgzenia.

22. Jakos¢ wyizolowanego DNA oceniano na podstawie rozdziatu elektroforetycznego w

1% zelu agarozowym (Materialy 5.12.)

6.5. Analiza in silico genomow Arthrospira.

6.5.1. Sekwencjonowanie genomow Arthrospira.

Sekwencjonowanie genomow oraz proces ich sktadania byt wynikiem pracy zespotowej
w ramach dwoch projektow bilateralnych: program naukowej i technicznej wspotpracy
pomiedzy Rzeczpospolita Polska i1 Walonig (Belgia) 1) ,,Wykorzystanie technik
Sekwencjonowania Nowej Generacji (NGS sequencing) w opracowaniu metod inzynierii
genetycznej jadalnych cyjanobakterii z rodzaju Arthrospira” (2013-2014); ii) Analiza
funkcjonalna genomu jadalnej sinicy z rodzaju Arthrospira pod katem charakterystyki ekspresji
elementow genetycznych istotnych dla transferu gendw oraz odpowiedzi na stres

srodowiskowy (ARTHRO-RNA) (2014-2016). Sekwencjonowanie 3 genomoéw Arthrospira,
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Arthrospira sp. PCC 9901, Arthrospira platensis PCC 7345 1 Arthrospira fusiformis
CCALAO023, byto mozliwe dzigki pozyskaniu grantu ESF (European Social Found) przez dr
hab. Malgorzate Waleron (pt ,,How can genomes help us to design genetic engineering tools
for Arthrospira strains (Cyanobacteria)?”’). Sekwencjonowanie 2 szczepow Arthrospira,
Arthrospira sp. 09.13 F i Arthrospira sp. PCC 8006, zostato sfinansowane przez Ministerstwo
Edukacji Wyzszej Rzeczpospolitej Polskiej z dotacja projakosciowego (KNOW) 2012-2016 —
dec. MNiSW-DS.-6002-4693-23/WA/12.

Sekwencjonowanie 3 genoméw zostato wykonane w systemie Illumina HiSeq System
przez serwis sekwencyjny The Applied Genomics Technology Center (AGTC) w Konstancji
(Niemcy), a pozostalych 2 genomow przez serwis sekwencyjny OLIGO Instytutu Biochemii i
Biofizyki Panstwowej Akademii Nauk (IBB PAN) z wykorzystaniem tego samego systemu.

Wyekstrahowano DNA genomowe (Metody 6.4.) z pigciu szczepdw Arthrospira:
Arthrospira sp. PCC 9901, Arthrospira sp. 09.13 F, Arthrospira platensis PCC 7345,
Arthrospira sp. PCC 8006 oraz Arthrospira fusiformis CCALA023, a nastepnie wystano do
analizy sekwencyjnej.

Obrobka bioinformatyczna uzyskanych danych byta prowadzono zespotowo przez: mgr
Magde Furmaniak, mgr Agnieszk¢ Misztak, dr hab. Malgorzate Waleron oraz dr hab.
Krzysztofa Walerona.

Sktadanie (ang. assembling) uzyskanych odczytéw sekwenatora (ang. raw reads)
wykonano dzigki uprzejmosci prof. Denis Baurain z Uniwersytetu w Liege (Belgia), z uzyciem
klastra komputerowego ,,durandal” operowanego przez system InBios-PhytoSYSTEMS.
Odczyty sekwenatora wszystkich sekwencjonowanych szczepdw, przed assemblingiem zostaly
przefiltrowane z uzyciem oprogramowania Kraken v1.0 (Wood & Salzberg, 2014), w celu
uzyskania odczytow nalezacych tylko do cyjanobakterii. Odciecie adapterow zostato wykonano
z uzyciem oprogramowania Trimmomatic v0.32 (Bolger et al., 2014). Analiza dlugosci
podsekwencji oraz ich dystrybucji (kmer) zostata wykonana z uzyciem oprogramowania
kmergenie v1.6949 (Chikhi & Medvedev, 2013).

Opracowane odczyty zostaty ztozone de novo z uzyciem SPAdes v3.10.1 (Bankevich et
al., 2012), Velvet v1.2.10 (Zerbino & Birney, 2008) oraz Ray v2.3.1 (Boisvert et al., 2010).
Uzyskane zestawy contigéw zostaly zintergowane z uzyciem CISA v1.3 (Lin & Liao, 2013), a
nastgpnie utozone w tzw. scaffolds z uzyciem SSPACE v3.0 (Boetzer et al., 2011). Koncowy
assembling zostat poddane analizie jako$ciowej programu Quast v4.5 (Gurevich et al., 2013).
Annotacja genomow zostala wykonana automatycznie na portalu NCBI (National Center for

Biotechnology Informtaion, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/).
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Sekwencje genomow zdeponowano w bazie GenBank pod nastepujagcymi numerami akces;ji:
A. platensis PCC 7345 (PKGCO00000000), 4. fusiformis CCALA023 (PKGE00000000),
Arthrospira sp. PCC 9901 (PKGF00000000), Arthrospira sp. PCC 8006 (PKGG00000000),
Arthrospira sp. 09.13 F (PKGD00000000).

6.5.2. Identyfikacja bakteryjnych systemoéw obronnych przed egzogennym DNA
w genomach Arthrospira.
6.5.2.1. Identyfikacja systemow R-M typu I.

Wykorzystujac platforme bioinformatyczng MaGe
(http://www.genoscope.cns.fr/agc/microscope/home/index.php), zidentyfikowano sekwencje
determinant genetycznych potencjalnie kodujacych 14 systemow R-M typu I.

Platfroma MaGe umozliwia analizy sekwencji jedynie szeSciu genomow Arthrospira
(Arthrospira platensis C1, Arthrospira maxima CS-328, Arthrospira sp. PCC 8005,
Arthrospira sp. TISD091 oraz Arthrospira platensis YZ). Analizy poréwnawcze sekwencji

pozostatych siedmiu genomoéw wykonano z uzyciem programu Geneious v9.1.8.

6.5.2.2. Identyfikacja systeméw R-M typu II.

W celu identyfikacji determinant genetycznych kodujacych systemy R-M Arthrospira
skonstruowano baze danych zawierajaca 59427 biatkowe sekwencje wszystkich dostepnych
(do dnia 30.06.2016) systemow RM typu II znajdujacych si¢ w bazie REBASE
(http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html). Utworzona w ten sposob baza sekwencji
biatkowych postuzyta jako referencyjna w celu przeszukania trzynastu genomow Arthrospira
z uzyciem narzedzia tBLASTn z e-value <1E™'°.

Nastepnie, uzyskane wyniki przeszukano w celu usunigcia sekwencji zduplikowanych
1 izoschizomerow. Do dalszych badaniach uzyto jedynie sekwencji wskazujacych co najmniej
50% identycznosci. Analizy porownawcze wykonano z uzyciem programu Geneious v9.1.8.

Nalezy podkresli¢, ze dla uproszczenia nazewnictwa systeméw R-M typu II przyjeto

nazwy izoschizomerdw prototypowych korzystajac z platformy REBASE.

6.5.2.3. Identyfikacja systemow CRISPR/Cas.
Trzynascie genomow Arthrospira zostalo poddane analizie na obecno$¢ sekwencji
CRISPR z uzyciem platformy CRISPRFinder (http://crispr.i2bc.paris-saclay.fr). Analizy
porownawcze gendw skojarzonych z systemami CRISPR/Cas oraz okre$lenie organizacji

operonow CRISPR/Cas w genomach Arthrospira byly wykonywane analogicznie jak w
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przypadku systemoéw R-M, z uzyciem platformy MaGe oraz programu Geneious v9.1.8.
Przynalezno$¢ do poszczegdlnych typow systemow CRISPR/Cas okreslono na podstawie
wytycznych Makarova et al. (2011).

Obecnos¢ zidentyfikowanych genéw CRISPR w genomach innych niz Arthrospira
zostala  sprawdzona z  uzyciem narzedzia BLAST 1 bazy danych nr

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) (program Geneious v9.1.8).

6.5.2.4. Analiza odczytow sekwenatora w celu potwierdzenia watpliwych
wynikow analizy in silico.

W procesie assemblingu (sktadania), ze wzgledu na wysoka repetytywno$¢ genomow
Arthrospira, cze$¢ z sekwencji mogta zosta¢ utracona. W celu weryfikacji obecnosci loci
potencjalnie zagubionych w procesie assemblingu, uzyto programu Geneious 1 wykonano
dodatkowe mapowanie odczytow sekwenatora (nie asemblowanych) do konkretnych sekwencji

gendéw R-M lub CRISPR/Cas.

6.5.2.5. Analiza porownawcza liczby loci CRISPR oraz obecnoS$ci genéw
CRISPR/Cas u cyjanobakterii nitkowatych (Oscillatoriales — Subsection
I1I).

Analizy porownawcze prowadzono dla sekwencji genomowych 35 szczepow
Oscillatoriales dostepnych w GenBank (Materiaty 5.16.) oraz 5 genomow Arthrospira
zsekwencjonowanych w ramach tej pracy. Z wuzyciem narzgdzia CRISPRFinder
(http://crispr.i2bc.paris-saclay.fr) okreslono liczbe potwierdzonych oraz przypuszczalnych loci
CRISPR. Przeprowadzono analiz¢ porownawczg genow CRISPR/Cas zidentyfikowanych w
trzynastu genomach Arthrospira z zastosowaniem narzedzia BLAST, w celu okreslenie

obecnosci sekwencji danych genow w genomach Oscillatoriales.

6.5.2.6.  Analizy filogenetyczne.

W celu wykonania analizy filogenetycznej sekwencje genéw kodujacych systemy R-M
oraz CRISPR/Cas, poréwnano ze sobg, a nastepnie uzyskane poréwnania potaczono uzyskujac
zestawienie sekwencji (ang. concatenated alignment) o tacznej dlugosci 11 488 (11 gendw cas
1RAMP) oraz 27 265 pz (22 geny cas RAMP, R-M typu I 1 R-M typu II). Por6wnanie sekwencji
1ich potaczenie wykonano za pomocg programu Geneious v9.1.8.

Nastepnie, porownanie potaczonych sekwencji poddano analizom filogenetycznym z

wykorzystaniem oprogramowania MEGA v7 (www.megasoftware.net). Dla analizowanych
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danych okreslono najbardziej dopasowany model ewolucji GTR (ang. General Time
Reversible) z uzyciem jednolitych wspotczynnikow oraz modelu GD (ang. Gamma
Distribution) z uzyciem opcji invariant sites. Nastgpnym krokiem bylo wygenerowanie
konsensusowych  drzew  filogenetycznych ~za  pomoca metody najwigkszego
prawdopodobienstwa (ang. maximium-likelihood, ML). Istotno$¢ uzyskanego drzewa

zweryfikowano wykorzystujac metode bootstrap dla 500 powtorzen.

6.5.3. Identyfikacja genow Kklastrow biosyntezy metabolitow wtornych w

genomach Arthrospira.

Sekwencje wszystkich 13 genomow Arthrospira zostaly przeszukane na obecno$¢
klastrow genow kodujacych szlaki biosyntezy metabolitow wtornych z uzyciem platfromy
AntiSmash (Medema et al., 2011). Potencjalne sekwencje klastrow genow kodujacych
biosyntez¢ metabolitéw wtornych zostaly wyeksportowane i analizowane w programie

Geneious v9.1.8.

6.5.4. Identyfikacja sekwencji fagowych w genomach Arthrospira.

Identyfikacja regionow fagowych w trzynastu genomach Arthrospira zostala
przeprowadzona z uzyciem platformy PHASTER (Arndt et al., 2016). Zidentyfikowane
regiony zostaly poddane analizie narzgdziem BLAST wzgledem wewnetrznej bazy danych
wirusowej 1 fagowej platformy PHASTER. Dalsza analiza poszczego6lnych regiondw zostala

wykonana z uzyciem programu Geneious v9.1.8.

6.6. Eksperymentalne potwierdzenie obecnosci w genomach oraz funkcjonalnosci
bakteryjnych systemow obrony przez obcym DNA.

6.6.1. Amplifikacja fragmentow genow z uzyciem DNA Arthrospira jako matrycy

w reakcji PCR.

Wykorzystujac DNA wyizolowane z komorek Arthrospira wykonano amplifikacje
metoda PCR nastepujacych fragmentéw gendw: endonukleaz Asull (4sullR), Aval (AvalR),
Nhel (NhelR), Hindlll (HindIlIR), Sacll (SacllR), metylotransefraz, Asull (AsullM), Aval
(AvalM), Nhel (NhelM), Hindlll (Hindl1IM), Sacll (SaclIM), genu casl, cas2, cmr6, csm3,
csm4, csm) 1 fragmentu csm3-csm5. Warunki poszczegdlnych reakcji przedstawiono w Aneksie

1.
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6.6.2. Trawienie genomowego DNA Arthrospira enzymami restrykcyjnymi

dostepnymi komercyjnie.

Przeprowadzono reakcje trawienia DNA genomowego Arthrospira enzymami
restrykcyjnymi  dostepnymi  komercyjnie 1 bedacymi izoschizomerami enzyméw
zidentyfikowanych w genomach: BshNI (HgiCl), Nhel, Spll (PfI12311), Hinll (Acyl), Eco881
(Aval), Bsp1431 (Mbol) i Mph11031 (Avalll).

Do kazdej reakcji dodano 1 pl genomowego DNA wyizolowanego z komorek
Arthrospira o stezeniu minimum 50 ng/ pl. Inkubacja byta prowadzona przez 3 godziny w

odpowiednich temperaturach, a nastgpnie dezaktywowano dzialanie enzymu przez 20 minut.

Warunki reakcji trawienia enzymem BshNI (HgiCI)

Nazwa odczynnika Stezenie koncowe
Bufor O 1 x stezony
enzym restrykcyjny 0,5U
dejonizowana woda Dopetniono do objetosci 20 pl
temperatura inkubacji 37°C
temperatura dezaktywacji enzymu 65 °C

Warunki reakcji trawienia enzymem Nhel

Nazwa odczynnika Stezenie koncowe
Bufor Tango 1 x st¢zony
enzym restrykeyjny 0,5U
dejonizowana woda Dopetniono do objetosci 20 pl
temperatura inkubacji 37°C
temperatura dezaktywacji enzymu 65 °C

Warunki reakcji trawienia enzymem Sp/l (Pf12311)

Nazwa odczynnika Stezenie koncowe
Bufor Tango 1 x stezony
enzym restrykcyjny 0,5U
dejonizowana woda Dopetniono do objgtosci 20 pl
temperatura inkubacji 37°C
temperatura dezaktywacji enzymu 65 °C
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Warunki reakcji trawienia enzymem Hinll (Acyl)

Nazwa odczynnika

Stezenie koncowe

Bufor G
enzym restrykcyjny
dejonizowana woda
temperatura inkubacji

temperatura dezaktywacji enzymu

1 x stezony
0,5U
Dopeliono do objetosci 20 pl
37°C
65 °C

Warunki reakcji trawienia enzymem Eco881 (Aval)

Nazwa odczynnika

Stezenie koncowe

Bufor Tango
enzym restrykcyjny
dejonizowana woda

temperatura inkubacji

temperatura dezaktywacji enzymu

1 x stezony
0,5U
Dopetniono do objetosci 20 pl
35°C
65°C

Warunki reakcji trawienia enzymem Bsp1431 (Mbol)

Nazwa odczynnika

Stezenie koncowe

Bufor Bsp1431
enzym restrykeyjny
dejonizowana woda

temperatura inkubacji

temperatura dezaktywacji enzymu

1 x st¢zony
0,5U
Dopetiono do objetosci 20 pl
37°C
65 °C

Warunki reakcji trawienia enzymem Mph11031 (Avalll)

Nazwa odczynnika

Stezenie koncowe

Bufor R
enzym restrykeyjny
dejonizowana woda
temperatura inkubacji

temperatura dezaktywacji enzymu

1 x stezony
0,5U
Dopeliono do objetosci 20 pl
35°C
65 °C

Warunki reakcji trawienia enzymem Cfi421 (Sacll)

Nazwa odczynnika

Stezenie koncowe

Bufor B
enzym restrykcyjny
dejonizowana woda
temperatura inkubacji

temperatura dezaktywacji enzymu

1 x stezony
0,5U
Dopetniono do objetosci 20 pl
35°C
65°C
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Warunki reakcji trawienia enzymem BspPI (Binl)

Nazwa odczynnika

Stezenie koncowe

Bufor Tango
enzym restrykcyjny
dejonizowana woda

temperatura inkubacji

temperatura dezaktywacji enzymu

1 x stezony
0,5U
Dopeliono do objetosci 20 pl
55°C
80 °C

Warunki reakcji trawienia enzymem Bsp1191 (Asull)

Nazwa odczynnika

Stezenie koncowe

Bufor Tango
enzym restrykcyjny
dejonizowana woda

temperatura inkubacji

temperatura dezaktywacji enzymu

1 x stezony
0,5U
Dopetniono do objetosci 20 pl
37°C
80 °C

Przeprowadzono rowniez symulacje wyniku trawienia danego enzymu w programie

WZOrcowego.

Geneious v9.1.8 z uzyciem genomu Arthrospira sp. PCC 8005 (wersja ARTHROVS) jako

6.7. Amplifikacja fragmentow genow z uzyciem jako matrycy DNA genomowego

szczepow bakteryjnych wyizolowanych z suplementow diety Arthrospira oraz

suchej biomasy jako matrycy w reakcji PCR.

Wykorzystujac DNA wyekstrahowane z komorek szczepow bakteryjnych wyizolowanych

z suplementéw diety Arthrospira wykonano amplifikacje metoda PCR nastepujacych
fragmentéw gendw: operonu klastra ITS LA, [.B, ILLA, II.B, 1.C oraz fragmentu genu 16S

rRNA. Warunki przeprowadzenia poszczeg6lnych reakcji PCR przedstawiono w Aneksie 1.

6.8. Rozdzial elektroforetyczny w zelu agarozowym.

6.8.1. Rozdzial elektroforetyczny genomowego DNA wyizolowanego z komdrek
Arthrospira, bakterii wyizolowanych z suplementow diety Arthrospira oraz z
suchej biomasy Arthrospira.

Do 100 ml 1% goracego zelu agarozowego dodawano 1,5 pl barwnika Serva G®, a

nastgpnie wylewano mieszaning do formy aparatu do elektroforezy. Do kazdej studzienki

dodawano nastepujaca mieszaning:
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Nazwa odczynnika Tos¢ [pl]
DNA genomowe 3ul
lub
Marker DNA 500 pz Sul
Bufor obciazajacy 2 ul
dejonizowana woda Dopetniono do objetosci 20 pl

Elektroforez¢ przeprowadzano w 0,5 razy stezonym buforze TAE przy napigciu 100V

przez 90 minut.

6.8.2. Rozdzial elektroforetyczny produktow amplifikacji reakcji PCR (w tym
reakcji optymalizacji starterow).

Do 100 ml 1%, goracego zelu agarozowego dodawano 1,5 pl barwnika Serva G®, a

nastgpnie wylewano mieszaning do formy aparatu do elektroforezy. Do kazdej studzienki

dodawano nastepujaca mieszaning:

Nazwa odczynnika Tlo$¢ [pl]
Produkt PCR 10 pl
lub
Marker DNA 500 pz Sul
Bufor obcigzajacy 2 ul
dejonizowana woda Dopetniono do objetosci 20 pl

Elektroforeze przeprowadzano w 0,5 razy stezonym buforze TAE przy napigciu 100V
przez 40 minut.
Rozwinigte zele agarozowe byly wizualizowane w §wietle UV w aparaturze GelDoc®

firmy BioRad.

6.8.3. Rozdzial elektroforetyczny produktow reakcji trawienia genomowego DNA
enzymami restrykcyjnymi.

Do 150 ml 1%, goracego zelu agarozowego dodawano 2,5 pl barwnika Serva G®, a
nastgpnie wylewano mieszaning do formy aparatu do elektroforezy. Do kazdej studzienki
dodawano:

1. 5 plmarkera 500 pz z dodatkiem 2 pl buforu obcigzajacego 1 uzupetnione do 20 pl woda

dejonizowana.

2. 20 pl reakeji trawienia z dodatkiem 2 pl buforu obcigzajacego.
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3. 3 ul DNA genomowego z dodatkiem 2 pul buforu obcigzajacego 1 uzupeilnionego do 20
ul woda dejonizowang.
Elektroforeze przeprowadzano w 1 raz stezonym buforze TAE przy napieciu 50V przez 360
minut.
Rozwinigte zele agarozowe byly wizualizowane w §wietle UV w aparaturze GelDoc®

firmy BioRad.

6.9. Analiza ekspresji genow R-M typu II oraz CRISPR/Cas w warunkach stresowych.

Metodologia badania zmiany poziomu ekspresji gendw zostata opisana w pracy Badri et al.
2014, a wyniki zostaty udostgpnione do tej pracy dzigki uprzejmosci dr Pietera Monsieurs z
Eksperckiej Grupy Badan z zakresu Biologii Molekularnej i Komodrkowej, Belgijskiego
Centrum Nuklearnego SCK-CEN w Mol, Belgia.

W powyzszej pracy opisano globalnie zmiany ekspresji gendéw pod wpltywem stresu
irradiacyjnego. Natomiast, w ramach tej pracy, zbadano zmiany ekspresji genow kodujacych
systemy R-M typu II oraz zwigzane z systemami CRISPR/Cas zidentyfikowane we
wczesniejszych analizach in silico. Skrocony opis metody:

Badaniu zmiany ekspresji gendw w réznych natezeniach promieniowania gamma (3200
Gy, oraz 5000 Gy) poddano szczep Arthrospira sp. PCC 8005. Naswietlanie prowadzone bylo
w reaktorze RITA (BR2- Belgijski Reaktor nr 2), w ciemnos$ci w otoczeniu czterech zrodet
promieniowania ®’Co. Ekstrakcje RNA przeprowadzono metoda z uzyciem cieklego azotu oraz
Trizolu, a oczyszczanie RNA z uzyciem Direct-zol RNA miniprep 2050 (Zymosearch).
Zaprojektowano mikromacierz ,,Arthrospira HX12” z sondami o dlugosci 50 do 72
nukleotydow, tacznie 135 367 sond, ktore zmapowano do ostatniej wersji genomu Arthrospira
sp. PCC 8005.

Uzyskane dane zostaly przeprocesowane z uzyciem pakietu Oligo v1.24 oraz BioConductor
v2.12. Znaczaca zmiana transkrypcji byta okreslana tylko, gdy P<0.05 (ang. p-value) i
catkowity ,,fold change” (FC) byt réwny lub wigkszy niz 2 dla zwigkszonej ekspresji i rowny
lub mniejszy niz 0.5 dla zmniejszonej ekspresji. Fold change (FC) to parametr mierzacy zmiane
w poziomie ekspresji genu pomigdzy dwoma warunkami — w tym przypadku, poddane
dziataniu promieniowania gamma versus nie poddane dzialaniu promieniowania (kontrola).

Dzigki uzyskanym danym transkryptomicznym, mozliwa byta identyfikacja genow
zwigzanych z systemami R-M typu II oraz CRISPR/Cas (scharakteryzowanych we
wczesniejszych analizach in silico), a nast¢pnie analiza zmiany ich ekspresji w warunkach

stresu irraidacyjnego (3200 Gy 1 5000 Gy).
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6.10. Badanie czystosci mikrobiologicznej preparatéow zawierajacych biomase
Arthrospira.

Badanie czystos$ci mikrobiologicznej zostalo wykonywane wedlug procedur opisanych w
Farmakopei Polskiej X. Preparaty zakwalifikowano jako doustne postaci leku zawierajace
surowce pochodzenia naturalnego, ktorych nie poddaje si¢ wstepnej obrobce zmniejszajacej
liczbe drobnoustrojow i dla ktérych organ upowazniony dopuszcza TAMC (og6lna liczba
drobnoustrojow tlenowych, ang. Total Aerobic Microbial Count) surowcoéw powyzej 10° CFU
(jednostki tworzace kolonie (JTK), w pracy stosowane bedzie okreslenie w jezyku angielskim

- Colony Forming Units, ze wzgledu na jego zastosowanie w Farmakopei) w 1g/ml.

6.10.1. Okreslenie liczby CFU w 1 ml lub 1 g preparatu.

Poszczegdlne preparaty okreslone w tabeli (Materiaty 5.2.), zostaly roztarte w jalowym
mozdzierzu (w przypadku tabletek) lub bezposrednio odwazone (w przypadku proszku) po
0,5g, a nastepnie przeniesione do 4,5 ml bulionu kazeinowo-sojowego w proboéwce 10 ml.
Wykonano 3 kolejne 10-krotne rozcienczenia (107, 102, 107) i kazde z rozcieficzen
inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C.

Po okresie 24 godzinnym okresie inkubacji wykonano 4 kolejne, 10-krotne
rozcienczenia (10"4, 107, 10'6, 10'7). Z rozciehczen 107, 107, 10'6, 107, w trzech powtorzeniach,
wysiano 100 pl zawiesiny na state podioze z agarem kazeinowo-sojowym i rozprowadzono za
pomoca jatowej gltaszczki. Plytki inkubowano przez 24 godziny w 37°C, a nast¢pnie zliczono
kolonie, ktore wyrosty na podlozu 1 obliczono CFU/g. Prace prowadzono w trzech

powtorzeniach dla kazdego preparatu.

6.10.2. Wykrywanie obecnosci paleczek Escherichia coli w preparacie.

Preparaty przygotowane w formie proszku (roztarte w jatlowym mozdzierzu w razie
potrzeby) w ilo$ci 1 g zostaly przeniesione do 9 ml bulionu TSB oraz inkubowane przez 24
godziny w temperature 35°C. Po inkubacji, zawarto$¢ probowki doktadnie zostata wymieszana,
a nastepnie przeniesiono 1 ml zawiesiny do 100 ml bulionu MacConkeya i inkubowano 48
godzin w 42°C. Po zakonczonym procesie inkubacji przeniesiono 100 pl zawiesiny na state
podtoze MacConkeya i inkubowano kolejne 72 godziny w temperaturze 35°C. Odczytano

wyniki wzrostu bakterii.
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6.10.3. Wykrywanie obecnosci paleczek Salmonella w preparacie.

5 g sproszkowanego preparatu przeniesiono do 90 ml bulionu TSB, wymieszano i
inkubowano 24 godziny w temperaturze 35°C. Po inkubacji przeniesiono 100 pl zawiesiny do
10 ml bulionu Rappaporta-Vassiliadisa, a nastepnie inkubowano ponownie przez 24 godziny w
35°C. 100 pl zawiesiny po inkubacji przeniesiono na state podtoze z ksyloza, lizyng i
dezoksycholanem (XLD) i inkubowano przez 48 godzin w temperaturze 35°C. Odczytano

wyniki wzrostu bakterii.

6.10.4. Wykrywanie obecnosci Staphyloccocus aureus w preparacie.

1 g sproszkowanego preparatu przeniesiono do 9 ml bulionu TSB i inkubowano 24
godziny w temperaturze 35°C. Po okresie inkubacji przeniesiono 100 pl zawiesiny na podtoze
state z mannitolem 1 chlorkiem sodu i inkubowano 72 godziny w 35°C. Odczytano wyniki

wzrostu bakterii.

6.10.5. Wykrywanie obecnosci bakterii Gram-ujemnych tolerujacych zot¢.

1 g sproszkowanego preparatu przeniesiono do 9 ml bulionu TSB 1 inkubowano przez
2 godziny w temperaturze 20°C. Calg zawarto$s¢ probowki przeniesiono do 100 ml bulionu
Mossela 1 inkubowano przez 48 godzin w temperaturze 35°C. Po uplywie okresu inkubacji
przeniesiono 100 pl zawiesiny na stale podtoze VRBG i inkubowano przez 24 godziny w

temperaturze 35°C. Odczytano wyniki wzrostu bakterii.

6.10.6. Identyfikacja gatunkowa i charakterystyka bakterii, okreslonych jako
zanieczyszczenie w badanych preparatach.
6.10.6.1. Test na obecnos¢ koagulazy.
Przygotowano dwie probowki z osoczem kréliczym i solg fizjologiczng, do jednej z nich
wprowadzono za pomoca jatowej ezy Staphylococcus aureus N315 jako kontrolg pozytywna,
a do drugiej testowany mikroorganizm. Probéwki inkubowano w temperaturze 35°C przez 4

godziny, po czym odczytano wyniki.

6.10.6.2. Identyfikacja bakterii z rodzaju Staphyloccocus.
6.10.6.2.1.  Test na obecnos$¢ katalazy.
Przed wykonaniem komercyjnego testu identyfikacyjnego, przeprowadzono badanie na
obecnos$¢ katalazy. Kolonig bakteryjng bezposrednio na podtozu nakroplono 1-2 kroplami wody

utlenionej i sprawdzono obecno$¢ pecherzykow.
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6.10.6.2.2.  Okreslenie wrazliwo$ci na nowobiocyne.

Okreslono wrazliwo$¢ na nowobiocyng metodg krazkéw bibutowych - 100 ul zawiesiny
bakteryjnej o gestosci 0,5 McF rozprowadzono za pomoca jalowej glaszczki na statym podtozu
Mueller-Hintona, a nastepnie umieszczono krazek bibulowy nasaczony nowobiocyng (2 pg).
Po pot godzinnym okresie preinkubacji (30 minut w temperaturze pokojowej), inkubowano
ptytke w temperaturze 37°C przez 24 godziny, a nast¢pnie zmierzono stref¢ zahamowania

wzrostu.

6.10.6.2.3. STAPHYtest 24.
Przygotowano zawiesing bakteryjng w soli fizjologicznej o gestosci 2 McF, a nastgpnie
inokulowano po 100 pl do wszystkich studzienek ptytki testu. Do odpowiednich studzienek
dodano ciektej parafiny wedtlug zalecen producenta. Ptytke¢ inkubowano przez 24 godziny w

temperaturze 37°C, a nastepnie interpretowano wyniki zgodnie z zaleceniami.

6.10.6.2.4. Test M43 MICROGEN STAPH.
Jedna kolonie bakteryjng pobrano bezposrednio z podtoza statego 1 umieszczono jg wraz z
kropla odczynnika lateksowego na plytce. Mieszano probke oraz kontrole pozytywna przez 2

minuty, a nastepnie odczytano wyniki.

6.11. Badanie obecnosci Srodkow konserwujacych w tabletkach z biomasa

Arthrospira firmy Febico (Tajwan).

Metodyka zostata oparta na podstawie normy ISO PN-EN 11930:2012 (Kosmetyki -

Mikrobiologia - Test skutecznosci i ocena zakonserwowania produktow kosmetycznych).
6.11.1. Przygotowanie zawiesin roboczych.

Na skosy agarowe, odpowiednio z podtozem TSA oraz Sabouraud, wykonano posiewy
szczepow testowych S. aureus ATCC 6538, E. coli ATCC 8738 oraz C. albicans ATCC I, a
nastgpnie inkubowano przez 24 godziny w 32°C. Posiew zostal powtdrzony (pasaz II), a
nastgpnie otrzymana hodowla postuzyla do przygotowania zawiesin roboczych bakterii i
grzybow. Skosy pasazu Il przeptukano 10 ml rozcienczalnika, a otrzymany roztwor zostat
przeniesiony do jatowych probowek z kulkami szklanymi, ktére byly mieszane na mieszadle

typu vorteks przez 3 minuty.
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Przygotowano rozcienczenia zawiesin roboczych w chlorku sodu (0,9%) do gestosci 0,6
McF dla bakterii 1 4,5 McF dla drozdzy. Wykonano seryjne rozcienczenia (E. coli 1 S. aureus
rozcieficzenia 10°, 10°, 10%,10° cfu/ml; C. albicans rozcienczenia 10°, 10%,10°, 10” cfu/ml) oraz
posiewy na uplynnionym podtozu TSA (tzw. posiew wglebny). W celu okresenia liczby
mikroorganizmoéw, inkubowano 24-48 godzin w temperaturze 32°C dla bakterii i 24°C dla

drozdzy.
6.11.2. Kontrola efektywnosci neutralizatora

W celu przygotowania preparatu Arthrospira do badania, roztarto 10 tabletek (5 g suche;j
biomasy) w jalowym mozdzierzu, a nastgpnie przeniesiono na jalowa, szklang plytke Petriego
1 zalano 5 ml jatlowej wody (w trzech powtdrzeniach). Liofilizowang biomas¢ wymieszano,
tworzac ,,paste”, ktora stanowita podstawe testu konserwacji. Kontrole neutralizatora

wykonano w trzech powtorzeniach.

Skuteczno$¢ neutralizatora zbadano przygotowujac zawiesiny szczepoéw testowych o
stezeniu 10° cfu/ml. Do jalowych probowek przeniesiono 0,5g ,.pasty” przygotowanej z
preparatu Arthrospira za pomoca jatowej szpatulki, a nastgpnie dodano 9 ml neutralizatora
(Nyf). Cato$¢ wymieszano, a nastepnie inkubowano 30 minut w temperaturze pokojowej.
Wykonano rowniez probe kontrolng (N,,): 9ml neutralizatora wymieszano z 1 ml
rozcienczalnika. Proby kontrolne oraz testowe zostaly zainokulowane 1 ml zawiesin szczepéw
testowych. Inokulum kontrolne (N,) zawieralo 10 ml rozcienczalnika 1 1 ml zawiesin
mikroorganizmow. Dla wszystkich probek wykonano posiew wglebny (1ml roztworu dodano
do 20 ml uptynnionego podtozag TSA/Sabouraud), inkubowano 48-72h w odpowiedniej

temperaturze.
6.11.3. Ocena skutecznosci zakonserwowania preparatu Arthrospira.

Na jalowej, szklanej ptytce Petriego, dla kazdego z testowanych drobnoustrojow,
wymieszano 5 g (10 tabletek roztartych w jatowym mozdzierzu) z 5 ml jatowej wody, tworzac
»paste” z preparatu Arthrospira. Do kazdej ptytki dodano 200 pl odpowiedniej zawiesiny
bakterii (1x10°/1x10° cfu/ml dla bakterii i 1x10%1x10° cfu/ml dla drozdzy), wymieszano
jatowa szpatutka i zabezpieczono ptytke parafilmem. Ptytki inkubowano 28 dni w temperaturze

pokojowej, bez dostepu do $wiatla.
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Po 1,3,7,14 oraz 28 dniu inkubacji, pobierano jatowa szpatutka 0,5 g ,,pasty” z preparatem
Arthrospira, przenoszono do jatowej probowki 1 neutralizowano przez 30 minut (9 ml
neutralizatora). Nastepnie do Iml roztworu dodawano 20 ml uptynnionego podtoza
TSA/Sabouraud i wykonywano posiew wgtebny. 10-krotne rozcienczenie roztworu wysiewano
na podtoze Columbia Agar + 5%KB. Wszystkie posiewy inkubowano w 32°C/24°C 2-5 dni,

nastepnie sprawdzano liczbe kolonii mikroorganizmow.

6.12. Badanie wlasciwosci przeciwbakteryjnych oraz przeciwgrzybiczych
ekstraktow wodnych i metanolowych uzyskanych z suchej biomasy Arthrospira.
6.12.1. Przygotowanie ekstraktow metanolowych z suchej biomasy Arthrospira.
Ekstrakty metanolowe przygotowano z suchej biomasy zawartej w preparatach
Arthrospira pochodzacych z USA (Cyanotech), Chin (Biogate Polden), Pakistanu (Green
Essence) 1 Tajwanu (Febico). 2 g sproszkowanej biomasy dodano do 8 ml roztworu wodno-
metanolowego (20:80, v/v), a nastepnie otrzymang zawiesing sonifikowano przez 2 minuty w
9 cyklach. Zawiesing po sonifikacji wirowano przez 15 minut przy maksymalnym
dopuszczonym przyspieszeniu (14 000 rpm). Supernatant przeniesiono do 50 ml probowki
wirowniczej typu Falcon. Powtérzono etap sonifikacji 1 wirowania. Uzyskane supernatanty
potaczono i1 przeniesiono do temperatury -80°C na minimum dob¢. Nastepnie, zamrozong probe
poddano liofilizacji. Uzyskany liofilizat wazono i rozpuszczano w 1 ml wody dejonizowanej i

przechowywano w temperaturze pokojowe;j.

6.12.2. Przygotowanie ekstraktow wodnych z suchej biomasy Arthrospira.

Ekstrakty wodne rowniez przygotowano z suchej biomasy zawartej w preparatach
Arthrospira pochodzacych z USA (Cyanotech), Chin (Biogate Polden), Pakistanu (Green
Essence) i Tajwanu (Febico). 2 g sproszkowanej biomasy dodano do 200 ml gotujacej sig,
dejonizowanej wody. Zawiesina zaparzana byta przez 15 minut, a nast¢pnie filtrowana przez
saczek bibutowy w celu usunigcia pozostatosci komoérkowych. Otrzymany ekstrakt
przeniesiono do temperatury -80°C, a nastgpnie poddano liofilizacji. Uzyskany liofilizat
wazono i zawieszano w 1 ml wody dejonizowanej, a nastgpnie przechowywano w temperaturze

pokojowe;j.
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6.12.3. Badanie wlasciwosci przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybiczych biomasy
Arthrospira.

Przygotowano 24-godzinne hodowle bakteryjnych szczepdw referencyjnych (Materialy
5.3.) w ptynnym poditozu Mueller-Hintona inkubowane w temperaturze 37°C oraz hodowle
referencyjnego szczepu grzybow (Materiaty 5.3.) w podtozu ptynnym Sabourauda inkubowang
w temperaturze 25°C. Hodowle szczepow referencyjnych rozcienczano odpowiednim
podtozem plynnym do uzyskania zawiesiny o gestosci 0,5 McF, a nastegpnie rozcienczono ja
stukrotnie. Badanie wtasciwos$ci bdjczych mikroorganizméw przeprowadzano oddzielnie dla
ekstraktow uzyskanych z jednego preparatu.

6.12.4. Badanie wlasciwosci bakteriobdjczych.

Przygotowano dwie jatowe, 96-dotkowe plytki titracyjne i do kazdego dotka dodano po
100 pl ptynnego podtoza Mueller-Hintona. W wierszach A-C w pierwszej kolumnie dodano po
100 ul odpowiedniego ekstraktu wodnego, a w wierszach D-F dodano po 100 pl
odpowiedniego ekstraktu wodnego. Przygotowano seryjne rozcienczenia ekstraktow, do
rozcienczenia 1072, Do kazdego rozcieficzenia dodano po 100 pl zawiesiny bakteryjnej
szczepOw referencyjnych S. aureus (ptytka nr 1) lub E. coli (ptytka nr 2). Wykonano réwniez
1) kontrole zyznosci podtoza — do 100 ul podtoza Mueller-Hintona dodano 100 pul zawiesin
bakteryjnej; i1) oraz kontrolg jatowos$ci podtoza - 100 pl podtoza Mueller-Hintona bez dodatku
zawiesin bakteryjnych ani ekstraktu. Ptytke inkubowano przez 24 godziny w temperaturze
35°C, nastgpnie okre$lano wzrost bakterii na postawie zmetnienia podtoza. Z kazdego
rozcienczenia ekstraktu, po inkubacji, wysiewano 15 pl zawiesiny na podioze Columbia Agar

1 inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 35°C.

6.12.5. Badanie wlasciwosci przeciwgrzybiczych.

Analogicznie do badania wlasciwosci bakteriobdjczych, badanie wlasciwosci
przeciwgrzybiczych przeprowadzane byto na 96-dotkowych, jatowych, ptytkach titracyjnych.
Do kazdego dotka dodano 100 pl podtoza ptynnego Sabourauda, w wierszach A-C dodano po
100 ul ekstraktu wodnego, w nastepnych trzech (D-F) metanolowego. Do seryjnych
rozcienczen ekstraktow z pozywka dodano po 100 ul zawiesiny referencyjnego szczepu C.
albicans. Przygotowano rowniez kontrole zyznosci i jalowosci podtoza. Ptytke inkubowano
przez 24 godziny w temperaturze 25°C, nastgpnie okreslano wzrost drozdzakdéw na podstawie
zmetnienia podloza. Z kazdego rozcienczenia ekstraktu, po inkubacji, wysiewano 15 pl

zawiesiny na podtoze state Sabouraud i inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 25°C.
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6.13. Charakterystyka i identyfikacja gatunkowa izolatow bakteryjnych z

preparatow Arthrospira.

6.13.1. Charakterystyka morfologiczna.

Kazdy szczep bakteryjny wyizolowany z preparatdéw Arthrospira poddano barwieniu

metoda Grama wedtug nastepujacego protokotu:

1.

e A

10.

Na szkietko podstawowe naniesiono krople jatowego 0,9% roztworu soli chlorku sodu,
po czym za pomoca jatowej ezy wykonano rozmaz w roztworze soli.

Szkietko pozostawiono do wyschnigcia, a nastgpnie utrwalono preparat poprzez
trzykrotne przesuni¢cie nad ptomieniem palnika.

Utrwalony preparat barwiono przez 2 minuty roztworem fioletu krystalicznego.
Odczynnik sptukano woda.

Dobarwiono preparat przez 1 minut¢ w plynie Lugola.

Odczynnik sptukano woda.

Preparat odbarwiano przez 30 sekund roztworem alkoholu etylowego z dodatkiem
acetonu.

Odczynnik splukano woda.

Barwiono preparat za pomoca roztworu fuksyny przez 30 sekund, a nastgpnie
odczynnik sptukano woda.

Preparat osuszono bibuta, a efekt barwienia obserwowano pod mikroskopem

swietlnym pod powigkszeniem 100x z uzyciem olejku immersyjnego.

6.13.2. Charakterystyka biochemiczna i fizjologiczna.

Okreslono nastepujace cechy biochemiczne z uzyciem odpowiednich statych podioz

mikrobiologicznych:

i)

ii)

iii)

zdolno$¢ do wzrostu na podtozu z 0,5% ksyloza jako jedyne zrédto wegla — podtoze
z ekstraktem z Arthrospira i 0,5% ksyloza (Materiaty 5.4.2.);

zdolno$¢ do wzrostu na podtozu z 0,5% ramnoza jako jedyne zrddlo wegla —
podtoze z ekstraktem z Arthrospira oraz 0,5% ramnoza;

zdolno$¢ do rozktadu mannitolu, zdolnos¢ do hydrolizy lecytyny zoltka jaja
kurzego, zdolno$¢ do wzrostu w wysokim stezeniu chlorku sodu i oporno$¢ na

polimyksyn¢ — podtoze state MYP Agar (Materiaty 5.4.3.);
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1v) zdolnos¢ do rozktadu laktozy — podloze MacConkeya (Materialy 5.4.3.); v)
zdolno$¢ do rozktadu mannitolu 1 wzrostu w wysokim stezeniu chlorku sodu —
podtoze state Chapmanna (Materialy 5.4.3.);

V) zdolno$¢ do wzrostu w bardzo wysokich stezeniach chlorku sodu — podtoze state
Halomonas Medium (Materiaty 5.4.3.)

vi) wzrost na podtozu statym Mueller-Hinton II Agar (Materialy 5.4.3.).

6.13.3. Sekwencjonowanie fragmentu 16S rRNA.

Amplifikowane fragmenty genu kodujacego 16S rRNA o wielko$ci 1500 pz (Materialy
5.10.) zostaly wystane do analizy sekwencyjnej w Instytucie Biochemii i Biofizyki Polskiej
Akademii Nauk w Warszawie (IBB PAN). Sekwencjonowanie prowadzono z uzyciem obydwu
uniwersalnych starterow 27f 1 1492r, wykorzystanych uprzednio do reakcji amplifikacji.
Otrzymane sekwencje zostaly ztozone do tzw. sekwencji konsensusowych. Za pomoca
narzgdzia BLAST wyszukano w bazie danych nr sekwencji 16S najbardziej podobnych do tych
nowo uzyskanych. Nastgpnie, porownano uzyskane sekwencje z sekwencjami najblizej
spokrewnionych organizméw pozyskanymi z GenBank i wyliczono % identycznosci.
Kolejnym krokiem byla analiza filogenetyczna, ktéra pozwolita na identyfikacje¢ nowych

izolatow bakterii towarzyszacych Arthrospira.

6.13.4. Analiza filogenetyczna.

Analize filogenetyczng sekwnecji genu kodujacego 16S rRNA 40 izolatow bakterii
towarzyszacych Arthrospira oraz 17 najbardziej podobnych sekwnecji uzyskanych z bazy nr
wykonano na pomocg programu MEGA v.7 (www.megasoftware.net). Po pobraniu najbardziej
dopasowanego modelu ewolucji General Time Reversible, wygenerowano fylogramy metoda
Maximum-Likelihood (ML). Wiarrygodno$¢ usyzkanych drzew zweryfikowano metoda
bootstrap dla 500 powtdrzen.

6.14. Izolacja bakterii symbiotycznych z hodowli Arthrospira poddanych
naswietlaniu promieniowaniem gamma.
6.14.1. Naswietlanie hodowli Arthrospira promieniowaniem gamma.
Do eksperymentu uzyto hodowli nastepujacych szczepéw Arthrospira: A. fusiformis
AB2002/2, Arthrospira sp. 09.13 F, Spirulina platensis SAG21.99, A. platensis str. Paracas,
Arthrospira sp. PCC 8005 fenotyp P2 (filament prosty), Arthrospira sp. PCC 8005 fenotyp P6
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(filament skrecony), Arthrospira sp. PCC 9901, Arthrospira sp. LV, Arthrospira sp. BURMA
oraz Arthrospira sp. Moz 1.

1 ml kazdej 3-tygodniowej plynnej hodowli prowadzonej w pozywce Zarrouk,
przeniesiono do 24-dotkowej jatowej ptytki titracyjnej. Naswietlanie przeprowadzono w
Belgijskim Centrum Nuklearnym SCK-CEN w reaktorze RITA (BR2 — Belgijski Reaktor
numer 2) w ramach projektu bilateralnego miedzy Polska i Flandrig (wspdlny projekt badawczy
w ramach porozumienia o wspolpracy naukowej migdzy PAB i FWO na lata 2016-2018:
Fizjologia, biologia komorki i biotechnologia jadalnych cyjanobakterii z rodzaju Arthrospira).
Ptytki umieszczono w ciemnymi, zamknigtym kanistrze w otoczeniu czterech zrodet
promieniowania gamma *’Co. Probki naswietlane byty w dawkach 900, 2100 oraz 5000 Gy. Po

irradiacji umieszczono ptytki w temperaturze 35°C pod stalym dostgpem Swiatta.

6.14.2.1zolacja bakterii symbiotycznych z hodowli Arthrospira poddanych

irradiacji.

Po 7 dniach od naswietlania promieniowaniem gamma, 100 pl hodowli zostato
przeniesione na state podtoze z ekstraktem z Arthrospira oraz 1% glukoza (Materiaty 5.4.2.) 1
hodowano przez 7 dni w temperaturze 35°C. Wyroste pojedyncze kolonie, przesiano
indywidualnie na czyste podioza state z ekstraktem z Arthrospira i glukoza (Materiaty 5.4.2.).
Wszystkie szczepy byly réwniez przechowywane w 25% roztworze glicerolu w temperaturze

— 80 °C.
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7. WYNIKI.

7.1. Wyniki pomiaru absorbancji DNA genomowego wyizolowanego z komorek

szczepow Arthrospira.

Ekstrakcja genomowego DNA z komorek Arthrospira w celu jego sekwencjonowania
stanowila istotny etap w badaniach. W przypadku haloalkalofilnego organizmu jakim jest
Arthrospira izolacja DNA jest trudna, poniewaz optymalne warunki dla ich wzrostu (pH=10,
stezenie NaCl 2,5%) sprawiaja, ze jako$ wyekstrahowanego DNA znacznie odbiega od
warto$ci optymalnych dla sekwencjonowania genomowego DNA. Komérki Arthrospira
cechuja si¢ niska zawartoscig kwaséw nukleinowych, a obecno$¢ produkowanych przez nie
polisacharydow dodatkowo utrudnia proces ich ekstrakcji. WydluZzony czas hodowli
teoretycznie zwigksza 1lo$¢ komorek, a co za tym idzie DNA, jednak z wiekiem wzrasta ilo$¢
produkowanych polisacharydéw. Natomiast zbyt krotki czas hodowli, sprawia, ze komorki sa
w fazie logarytmicznego wzrostu co skutkuje problemami w sekwencjonowaniu genomu.
Przeanalizowano wplyw wieku hodowli Arthrospira na ilos¢ 1 jako$¢ genomowego DNA w
komorkach w celu opracowania optymalnej metody hodowli i pozniejszej ekstrakcji DNA
opisanej w Metodach (6.4.1.). Wyizolowano DNA genomowe z osiemnastu szczepow
Arthrospira, okreslono jego stezenie i jakos¢ w uzyskanych wodnych roztworach, wyniki
przedstawia Tabela 9. Wyekstrahowane DNA postuzyto do sekwencjonowania genomowego
DNA, amplifikacji fragmentow gendw metoda PCR oraz trawienia wybranymi enzymami

restrykcyjnymi.
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Tabela 9. Wyniki pomiaru absorbancji DNA genomowego.

Stezenie DNA w probce

Lp. Szczep Absorbancja 260/280 nm
ng/ul
1 Arthrospira fusiformis AB2002/2 0,1074 107,4
2 Arthrospira sp. PCC 9444 0,7471 747,1
3 Arthrospira sp. Moz 1 0,0644 64,4
4 Arthrospira sp. Moz 2 0,4674 4674
5 Arthrospira sp. BURMA 0,1948 194.,8
6 Spirulina maxima SAG49.88 0,5616 561,6
7 | Arthrospira platensis PCC 9438(C1) 0,4265 426,5
8 Arthrospira sp. PCC 8005 0,6435 643,5
9 Arthrospira sp. LV 0,1353 135,3
10 Arthrospira sp. Paracas PO 0,157 157,0
11 Arthrospira sp. M3.10 0,2873 287,3
12 | Arthrospira fusiformis CCALA023 0,8231 823,1
13 Arthrospira sp. PCC 8006 0,1862 186,2
14 Arthrospira platensis PCC 7345 0,6487 648,7
15 Arthrospira sp. PCC 9901 1,8407 1840,7
16 Arthrospira sp. Omsk F 0,2271 227,1
17 Arthrospira sp. Omsk H 0,7449 0,7449
18 Arthrospira sp. CCALA030 1,9165 1916,5

7.2. Analiza in silico genomow Arthrospira.

Przeprowadzona analiza genomiczna koncentrowata si¢ na identyfikacji i charakterystyce

genow zwigzanych z systemami R-M, CRISPR/Cas, regionami profagowymi oraz klastrami

kodujacymi biosyntez¢ metabolitow wtérnych. Poniewaz dostepne genomy Arthrospira

reprezentowaly jedynie cztery z siedmiu opisanych genotypow, w pierwszej kolejnosci

zsekwencjonowano pie¢ genomow Arthrospira, uzupetiajac dane o brakujace genotypy. Ze

wzgledu na klopotliwg taksonomi¢ rodzaju Arthrospira, wykonano réwniez analizy

filogenetyczne na podstawie gendw zwigzanych z obrong komorki przed egzogennym DNA.

7.2.1. Sekwencjonowanie genomow Arthrospira.

W celu przeprowadzenia doktadniejszych i1 bardziej wiarygodnych analiz z zakresu

filogenomiki oraz genomiki porownawczej, poddano analizie sekwencyjnej genomy pigciu

szczepOw Arthrospira: A. platensis PCC 7345, A. fusiformis CCALAO023, Arthrospira sp. PCC
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9901, Arthrospira sp. PCC 8006 oraz Arthrospira sp. 09.13 F wedlug metodyki przedstawionej

w rozdziale Metody 6.5.1.

Charakterystyka zsekwencjonowanych genoméw zostata

przedstawiona w Tabeli 10 uwzgledniajac numer akcesji, liczbe tzw. scaffolds, wielkos¢

genomu, liczbe kodujacych sekwencji DNA CDS (ang. Coding DNA Sequence) oraz liczbe

genow kodujacych RNA.

Tabela 10. Charakterystyka pigciu zsekwencjonowanych genoméw Arthrospira.

Arthrospira
Arthrospira Arthrospira sp.  Arthrospira sp. Arthrospira sp.
Sfusiformis
platensis PCC 7345 PCC 9901 PCC 8006 09.13 F
CCALA023
Numer
feesii PKGC00000000 PKGE00000000 PKGF00000000 PKGGO00000000 PKGD00000000
akcesji
Liczba
360 379 235 711 928
scaffolds
%GC 44.48 44.6 44.66 44.43 44.5
Wielkos¢
5908 457 5790010 5511007 5952 635 4945448
genomu
Liczba
kodujacych
5,011 4,888 4,556 5,301 76,01
sekwencji
DNA
Gen
g 42
kodujgce 47 49 52 49
RNA

7.2.2. ldentyfikacja systemow R-M typu I w genomach Arthrospira.

Analiza porownawcza trzynastu genomow Arthrospira wykazata obecno$¢ czternastu

réznych genéw w analizowanej puli szczepdw potencjalnie kodujacych systemy R-M typu I

(Tabela 11, ANEKS 2 Tabela 1 1 2). Cztery z nich to metylazy DNA (hsdM - ang. host specifity

for DNA), sze$¢ to miejscowo-specyficzne endonukleazy (hsdR), trzy to geny kodujace

podjednostke S systemu R-M typu I, a jeden to gen kodujacy biatko specyficznosci EcoKI.
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Tabela 11. Obecno$¢ zidentyfikowanych genow kodujacych systemy R-M typu I w trzynastu genomach Arthrospira: v - gen jest obecny w
genomie, — - gen jest nieobecny w genomie, F — gen jest obecny we fragmencie.

Systemy restrykcyjno-modyfikacyjne typu I

Genomy Enzym R-M R-M system  R-M system Enzym Enzym Miejscowo- Miejscowo- Miejscowo- Miejscowo- Potencjalna
4 . hsdM typu I R-M Enzym R-
Arthrospira, restrykcyjny system typu I, typu I, restry- specyficzna specyficzna specyficzna specyficzna endonukleaza
! metylo- . . Ecoprl, X enzym Mtypu I, .
klaster ITS typu I, bialko typu I, podjedno- podjedno- . keyjny typu dezoksyrybo- dezoksyrybo- dezoksyrybo- dezoksyrybo- . restrykcyjna,
. transferaz . biatko . typu I podje- .
specyficznosc @ DNA podjedno- stka R stka M M 1, podjedn- R nukleaza z nukleaza z nukleaza z nukleaza z dnostka S podjendostka
i EcoKI stka S HsdR HsdM HsdM ostka M rodziny HsdR rodziny HsdR rodziny HsdR rodziny HsdR N
Arthrospira
platensis C1(I.A)
Arthrospira
maxima CS-328
(LA)

Arthrospira sp.
TISD091 (I.A)

Arthrospira sp.
TISD092 (1.A)

Arthrospira sp.
PCC8005 (I.B)

Arthrospira sp.
PCC9901 (111)

Arthrospira sp.
09.13 F(I.B/III)

Arthrospira
platensis NIES-
39 (ILA)
Arthrospira
platensis YZ
(ILA)
Arthrospira
platensis str.
Paraca (ILA)
Arthrospira
platensis
PCC7345
(ILA/ILB)
Arthrospira
Sfusiformis
CCALA023
(ILB)

Arthrospira sp.
PCC8006 (11.B)

wyrudy
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Sposrod czternastu zidentyfikowanych genéw kodujacych systemy R-M typu I tylko
pie¢ byto obecnych we wszystkich trzynastu genomach Arthrospira. Kolejne trzy geny
wystepuja w genomach A. platensis Cl, A. maxima CS-328, Arthrospira sp. TISD091,
Arthrospira sp. TISD092, Arthrospira sp. PCC 8005 oraz Arthrospira sp. 09.13 F — czyli
genomach reprezentujacych jedynie klaster ITS I oraz I1I. Poréwnano sekwencje nukleotydowe
genow  wystepujacych we wszystkich genomach i zaobserwowano charakterystyczne
pojedyncze polimorfizmy pomiedzy genomami Arthrospira nalezacymi do klastra ITSTilll a
genomami nalezacymi do klastra ITS II. Przyktadowo, dla sekwencji genu kodujacego
metylotransferaz¢ hsdM na 682 pz 75 pozycji jest zmiennych w tym 67 to substytucje
niesynonimiczne, ktore pozwalaja na rozroéznienie sekwencji genu hsdM szczepow zaliczanych

do klastra ITS 11 III oraz szczepdw zaliczanych do klastra ITS II (Rycina 2).

850 300 310 320 930 940 950
Consensus CCTTTCGTGTGTATTGGAAGAAACAGCAAAAGGAGGTAAAACGAGAGCATGAAAAGTTAGGTTT
Frame 1 P F R BNl Y W K K EOENON K EEEEE K R ] K HENGY F
Identity
1. Arthrospira platensis C1
Frame 1 P F R \% ¥ K K Q K E \Y% K R E H E K G
2. Arthrospira maxima C5-328
Frame 1 P F R \'% Y K K Q K E A K R E H E K G
3. Arthrospira sp, T/SD091
Frame 1 P R \' Y \ K K K E A K R E H E K G F
4, rospira sp. T)SD092
Frame 1 P F R \' Y K K K E \' K R E H E K L G
5. Arthrospira sp. PCC 8005
Frame 1 P F R A% Y K K Q K E \'% K R E H E K L G F
6. Arthrospira sp. PCC 9901
Frame 1 P F R \ Y K K K E V K R E H E K G
7. Arthrospira sp. 09.13 F
Frame 1 Vv Y K K K E A K R E H E K L G F
8. Arthrospira platensis NIES-39 G C A ATTT
Frame 1 vV Bl W K K Q K Sl VvV K R E H K F G
9. Arthrospira platensis YZ G C A ATTT
Frame 1 vV Bl W K K K Bl V K R E H K F G
G C A A T
vV . K K K HE vV K R E H E K EEN G
G C A A T
ame vV . K K K H V K R E H E K FY G F
12. Arthrospira fusiformis CCALAQ023 G C A A T
Frame 1 | vV K K K HEE Vv K R E H E K F G
13. Arthrospira sp. PCC 8006 G C A ATTT
Frame 1 VvV . W K K Q K HBE VvV K R 3 H E K F G

Rycina 2. Porownanie najbardziej zmiennego fragmentu sekwencji genu kodujacego
metylotransferaze AsdM w trzynastu genomach Arthrospira. Kolorami zaznaczono substytucje
niesynonimiczne wystepujace pomiedzy sekwencjami szczepow nalezacych do klastra ITS T'1

III a szczepami nalezacymi do klastra ITS II.

7.2.3. Identyfikacja systemow R-M typu II w genomach Arthrospira.

W analizowanej puli genomow Arthrospira zidentyfikowano determinanty genetyczne
dziewigciu izoschizomeréw kompletnych systemoéw R-M typu drugiego (HgiCl, Aval, Asull,
Nhel, Hindlll, Sacll, Spll, Acyl, Avalll) oraz dwdch samotnych metylotransferaz (Binl, Mbol).
Samotne metylotransferazy Mbol oraz Binl zostaty zidentyfikowane we wszystkich trzech

klastrach ITS oraz we wszystkich genomach, z wyjatkiem Mbol, ktory nie zostal znaleziony w
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genomie A. platensis str. Paraca. Natomiast geny kodujace pig¢ kompletnych systeméw R-M
(HgiCl, Spll, Acyl, Avalll, Asull) wykryto we wszystkich trzech klastrach ITS (I, II, III), ale
nie we wszystkich trzynastu genomach — system Asull jest nicobecny w genomie 4. maxima
CS-328 (ITS klaster I) i 4. platensis str. Paraca (ITS klaster II) (Tabela 12).

Endonukleaza Sacll jest obecna we wszystkich genomach, natomiast metylotransferaza
Sacll wystepuje jedynie w genomach nalezacych do klastra IT ITS. System HindlIlI jest obecny
jedynie w genomach nalezacych do klastra I ITS, z wyjatkiem Arthrospira sp. TISD092, ktory
posiada metylotransferaz¢ Hindlll, ale nie posiada endonukleazy. Ponadto system Hindlll jest
obecny rowniez w genomie Arthrospira sp. 09.13 F, ktory posiada dwie rozne wersje ITS, [.B
oraz III. System Nkel jest obecny jedynie w genomach nalezacych do klastrow I oraz II1.

Sekwencje nukleotydowe jak i biatkowe zidentyfikowanych systemow R-M typu II
zostaly poroOwnane w trzynastu genomach Arthrospira. Podobiefistwo sekwencji endonukleazy
1 metylotransferazy Hindlll migdzy genomami klastra I wynosi 100%. Podobnie jest w
przypadku metylotransferazy Sacll wystepujacej jedynie w genomach nalezacych do klastra I1
— podobienstwo sekwencji nukleotydowej wynosi 100%. Sekwencje nukleotydowa
metylotransferazy oraz endonukleazy Nhel w genomie Arthrospira sp. PCC 8005 r6zni od
pozostatych genomow nalezacych do klastra I oraz III tylko jeden polimorfizm.

Podobnie jak w przypadku sekwencji genéw kodujacych systemy R-M typu I, w
sekwencjach systeméw R-M  wystepujacych w  roéznych genomach obserwuje si¢
charakterystyczne polimorfizmy pomiedzy klastrem I 1 III a klastrem II. Przyktadowo, dla
sekwencji genu kodujacego endonukleaze Acyl na 1071 pz 66 pozycji jest zmiennych, w tym
63 to substytucje niesynonimiczne, ktére pozwalajg na rozroznienie sekwencji genu Acyl
szczepow zaliczanych do klastra I'TS I'1 III oraz szczepdw zaliczanych do klastra ITS II (Rycina
3).

W genomie szczepu A. platensis str. Paraca zidentyfikowano tylko jeden system R-M
typu II, Acyl, oraz jedng metylotransferaze Binl. Sekwencje te miaty niskie podobienstwo
(<50%) w stosunku do genow, kodujacych t¢ metylotransferaze, obecnych w innych genomach
Arthrospira. Obecno$¢ gendw zidentyfikowanych in silico potwierdzono eksperymentalnie
(Metody 6.6.). W wyniku przeprowadzonej amplifikacji fragmentéw gendéw metoda PCR
wykazano obecno$¢ systemow Aval oraz Sacll w szczepie A. platensis str. Paraca, ktorych

sekwencje nie zostaly zidentyfikowane w genomach metodami bioinformatycznymi.
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Tabela 12. Zestawienie wynikow identyfikacji genow kodujacych systemy R-M typu Il w trzynastu genomach Arthrospira: v - gen jest obecny
W genomie, — - gen jest nieobecny w genomie, F — gen jest obecny we fragmencie, M — metylotranfseraza, E — endonukleaza.

Systemy restrykcyjno-modyfikacyjne typu IT

S8

BshNI Nhel Pf2311 Hinll Ecos81 B SPII‘B Mph11031 Cfra2l Bsp1191 BspPI1 HindIll
Genomy g Mbol Avalll,
Arthrospira, Klaster 2 HgiCL Banl Spll, BsiWl  Acyl, BsaHI Aval Su g 1; EcoT22I, Sacll Asull, BstBI Binl, Alwl
ITS g " Nisil
©E  GGYRCC  GCTAGC — CGTACG  GRCGYC — CYCGRG — “GATC  ATGCAT — CCGC'GG  TTeGaa  JOATCNNNN ACAGCTT
€%  CCRYG'G  CGATC'G ~ GCATG'C  CYGC'RG  GRGCY'C  CTAG™  TACGTA  GG'CGCC  AAGCTT . TTCGAA
g2 CCTAGNNNNN
M E M E M E M E M E M M E M E M E M M E
Arthrospira platensis -
CI(LA)
Arthrospira maxima
CS-328 (I.A) - -

Arthrospira sp.
TISDO91 (I.A)
Arthrospira sp.
TISDO092 (I.A)
Arthrospira sp.
PCC8005 (I.B)
Arthrospira sp.
PCC9901 (III) — —
Arthrospira sp. 09.13
F(1.B/III)
Arthrospira platensis
NIES-39 (I.A)
Arthrospira platensis
YZ (ILLA) — _
Arthrospira platensis
str. Paraca (IL.A)
Arthrospira platensis
PCC7345 (II.LA/IL.B) — _
Arthrospira
fusiformis = — . _
CCALA023 (IL.B)
Arthrospira sp.
PCC8006 (11.B) _ _

wyrudy
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Consensus

Frame 1

Identity

1. Artrhospira maxima C5-328
Frame 1

2. Arthrospira platensis C1
Frame 1

3. Arthrospira sp, T/SD091
Frame 1

4, Arthrospira sp. T)SD092
Frame 1

5. Arthrospira sp. PCC 8005
Frame 1

6. Arthrospira sp. PCC 9901
Frame 1

7. Arthrospira sp. 09.13 F
Frame 1

8. Arthrospira platensis NIES-39
Frame 1

9. Arthrospira platensis YZ
Frame 1

10. Arthrospira platensis str, Paracas

Frame

11, Arthrospira platensis PCC 7345

Frame 1

12. Arthrospira fusiformis CCALAQ23

Frame

13. Arthrospira sp. PCC 8006

Frame 1

Rycina 3. Pordéwnanie najbardziej zmiennego fragmentu
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L L F |
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L L F |

genu kodujacego

endonukleaze Acyl w trzynastu genomach Arthrospira. Kolorami zaznaczono substytucje

niesynonimiczne wystepujace pomiedzy sekwencjami szczepow nalezacych do klastra ITS I 1

IIT a szczepami nalezacymi do klastra ITS II.

Analiza wykazata rowniez, ze geny kodujace endonukleazy i metylotransferazy tego

samego systemu R-M znajduja si¢ w bliskim sgsiedztwie w genomach, przykladowsa

organizacj¢ determinant genetycznych systemu R-M przedstawiono na Rycinie 4.

Arthrospira sp. PCC 8005 (ADDHO00000000)

Latgnog 14,500 L217.000 L217,500 1,218,000 LIES 500 Li1%.0u0 1218500
Consensus
§ = e r—————rerre—
Coverage LJ | |
[ 1.2 16000 LI10 500 L217.000 1,217,500 1,2 1B H0O 1215500 121 5HE L218,500
1. FOB18540.1 (Ar., -
Hindlll endonukleaza Hindlll metylotrans feraza
| Arthrospira sp. 09.13 F (PKGD00000000) |
1 200 100 G0 500 1,00 L0 1,400 1400 1800 200 Lz00
Consensus -
[ t
overage q I I |
200 400 600 00 00 1200 L4au 1500 1,500 200

1
L. mira_1613 fen....nm

A

Hindlll endonukleaza

A

Hinglll metylotransferaza

Rycina 4. Organizacja genéw kodujacych system R-M HindIIl w genomie Arthrospira sp. PCC
8005 oraz Arthrospira sp. 09.13 F.
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7.2.4. ldentyfikacja systemow CRISPR/Cas w genomach Arthrospira.

7.2.4.1.0Kkreslenie liczby loci CRISPR.

Platforma CRISPRFinder (Metody 6.5.2.3.) dzieli wyniki zidentyfikowanych loci
CRISPR na potwierdzone (ang. confirmed) oraz przypuszczalne (ang. questionable).
Przypuszczalne loci CRISPR to mate CRISPR, ktorych struktura ma tylko dwa lub trzy regiony
powtorzone DR (ang. Direct Repeats) oraz struktury, w ktérych powtarzany motyw (DR) nie
jest w 100% identyczny, we wszystkich powtdrzeniach. Liczba wszystkich przewidywanych
loci CRISPR (potwierdzonych oraz przypuszczalnych) w genomach Arthrospira waha si¢
migdzy 17 (Arthrospira sp. 09.13 F) a 55 (4. fusiformis CCALA023). Najmniejsza liczba
potwierdzonych loci CRISPR to zaledwie 3 (Arthrospira sp. 09.13 F), a najwicksza to 13 (4.
platensis str. Paraca) (Tabela 13).

Tabela 13. Zestawienie iloSciowe przewidywanych loci CRISPR zidentyfikowanych w

trzynastu genomach Arthrospira z uzyciem narzedzia CRISPRFinder.

Liczba Liczba
) ) Catkowita liczba
Genom Arthrospira potwierdzonych przypuszczalnych loci CRISPR
loci CRISPR loci CRISPR
Arthrospira platensis C1 7 19 26
Arthrospira maxima CS-328 8 20 28
Arthrospira sp. TISD091 9 24 33
Arthrospira sp. TISD092 6 18 24
Arthrospira sp. PCC 8005 6 22 28
Arthrospira sp. PCC 9901 5 19 24
Arthrospira sp. 09.13 F 3 14 17
Arthrospira platensis NIES-39 9 30 39
Arthrospira platensis YZ 7 22 29
Arthrospira platensis str. Paraca 13 31 44
Arthrospira platensis PCC 7345 7 36 43
Arthrospira fusiformis CCALA023 8 47 55
Arthrospira sp. PCC 8006 8 33 41
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7.2.4.2. Identyfikacja genow zwigzanych z systemami CRISPR/Cas.

Poza okresleniem liczby loci CRISPR postanowiono zidentyfikowaé oraz poréwnac
sekwencje gendw cas oraz RAMP, ktore sa $cisle zwigzane z systemami CRISPR/Cas (Metody
6.5.2.3.).

Gen casl w genomach Arthrospira w trzech réznych wariantach nazwanych na
potrzeby tej pracy casl.l, casl.2 oraz casl.3 zidentyfikowano w analizie porownawczej z
uzyciem platformy MaGe oraz narzedzia. Obecno$¢ wszystkich trzech genoéw zostala
potwierdzona w dwunastu genomach Arthrospira. W przypadku genomu A. platensis str.
Paraca zidentyfikowano jedynie geny cas.l. oraz cas.l.2 (Tabela 14). Zidentyfikowano
réwniez dwa warianty genu cas2: cas2.1 oraz cas2.2. Obecnos$¢ obydwu wariantow genu cas?2
potwierdzono we wszystkich trzynastu genomach Arthrospira. Gen cas6 tdwniez
zidentyfikowano we wszystkich analizowanych genomach.

W przypadku genéw RAMP (ang. Repeat-associated Misterious Protein), sekwencje
genodw cmr4 oraz cmr6 sa obecne we wszystkich genomach Arthrospira, natomiast gen cmr2
nie wystepuje w genomach A4. platensis Cl1, A. maxima CS-328, A. platensis YZ oraz A.
platensis str. Paraca. W dziewigciu pozostatych genomach Arthrospira potwierdzono jego
obecnos¢.

Poza genomem Arthrospira sp. PCC 8005, gen csx3 kodujacy mangano-zalezng
egzorybonukleaze deadenylacji, jest obecny we wszystkich genomach. Gen csx/0, ktérego
funkcja wcigz nie zostata poznana, zidentyfikowano w dziesigciu genomach, nie posiadaja go
genomy A. platensis C1, A. maxima CS-328 oraz Arthrospira sp. 09.13 F. Geny csml, csm2,
csm3, csm4 oraz csm5 sg obecne we wszystkich genomach, z pewnymi wyjatkami. W genomie
A. maxima CS-328 nie wykryto gendw csm?2 oraz csm4, w genomie Arthrospira sp. TISD091
nie stwierdzono wystepowania genu csm2, natomiast genom A. platensis str. Paraca nie posiada
genu csm3.

Podobnie jak w przypadku sekwencji nukleotydowych gendéw kodujacych systemy R-
M typu I i Il (Wyniki 7.2.2. 1 7.2.1.) podczas analizy sekwencji nukleotydowej genow
zwigzanych z systemami CRISPR/Cas zaobserwowano pojedyncze polimorfizmy pomig¢dzy
genomami nalezacymi do klastra ITS I 1 IIl a genomami nalezacymi do klastra ITS II
Przyktadowo, dla sekwencji genu kodujacego biatko Cas.1.3 na 1028 pz 106 pozycji jest
zmiennych, w tym 80 to substytucje niesynonimiczne, ktére pozwalaja na rozrdznienie
sekwencji genu casl.3 szczepdw zaliczanych do klastra ITS 11 III oraz szczepdéw zaliczanych

do klastra ITS II (Rycina 5).
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Tabela 14. Obecno$¢ zidentyfikowanych gendw kodujgcych systemy CRISPR/Cas w trzynastu genomach Arthrospira: v' - gen jest obecny w
genomie, — - gen jest nieobecny w genomie, F — gen jest obecny we fragmencie.

. Klaster Geny kodujgce systemy CRISPR/Cas
Genomy Arthrospira
ITS casl.1 casl.2 casl.3 cas2.1 cas2.2 cas6 csx3 csx10 cmr2 cmrd cmr6 csml  csm2  csm3  csm4  csmS
Arthrospira platensis LA
Cl
Arthrospira maxima LA
CS-328 ’
Arthrospira sp. LA
TJSD091 ’
Arthrospira sp. LA
TISD092 ’
Arthrospira sp. IB
PCC8005 ’
Arthrospira sp. 1
PCC9901
Arthrosplr; sp. 09.13 LB/
Arthrospira platensis
NIES-39 LA
Arthrospira platensis
vz LA
Arthrospira platensis LA
str. Paraca
Arthrospira platensis
PCCT345 IL.LA/IL.B
Arthrospira sp.
PCC8006 1L.B
Arthrospira fusiformis LB
CCALA023 '
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70 280 290 300 310 320 330
Consensus CGCCCAATATCGCGCCCTGGACACCACCTTCGGCATGGCTCTGGCCCAAAAGCTAATTTTGG
F 1 R’ P HNEN S "R P EGESHESHIEN R EHENGE S HeE P CK© A WND F EG

Frame G

Identity

1. Arthrospira platensis C1

Frame 1 R P | S R P G H H L R H G S G P K A N F G
2. Arthrospira maxima C5-328

Frame 1 R P | S R P G H H L R H G S G P K A N F G
3, Arthrospira sp. T)SD091

Frame 1 R P | S R P G H H L R H G S G P K A N F G
4, Arthrospira sp. TSD092

Frame 1 R P | S R P G H H L R H G S G P K A N F G
5. Arthrospira sp. PCC 8005

Frame 1 R P | ) R P G H H L R H G S G P K A N F G
6. Arthrospira sp. PCC 9901

Frame 1 R P | S R P G H H L R H G S G P K A N F G
7. Arthrospira sp. 09.13 F

Frame 1 R P | S R P G H H L R H G S G P K A N F G
8. Arthrospira platensis NIES-39 C 3D G A GA C

Frame | R P | S R P. R YR L H G EEENR P. K A N F G
9. Arthrospira platensis YZ (@ i 5 G A GA C

Frame 1 R P | S R P R RN [ ERE H G P K A N F G
10. Arthrospira platensis str, Paracas C T G A GA C

Frame 1 R P | ) R P R MR | NS H G HRENR K A N F G
11, Arthrospira platensis PCC 7345 CLATACG A GA C

Frame 1 R P | S R P SRESYEEN [ HDN H G EDESRW P K A N F G
12. Arthrospira fusiformis CCALA023 C TACG A GA C

Frame 1 R P | S R P EREmENE L HOE H G HEEERE P K A N F G
13. Arthrospira sp. PCC 8006 C T G A GA C

Frame 1 R P 1 S R P ISR L N H G P K A N F G

Rycina 5. Poré6wnanie najbardziej zmiennego fragmentu sekwencji genu kodujacego biatko
Casl.3 w trzynastu genomach Arthrospira. Kolorami zaznaczono substytucje niesynonimiczne

wystepujace pomiedzy sekwencjami szczepdéw nalezacych do réznych klastrow ITS.

7.2.4.3. Organizacja operonow CRISPR/Cas w genomach Arthrospira oraz
okreslenie ich przynaleznos$ci do poszczegdlnych typow.

Identyfikacja gendéw cas oraz RAMP pozwolita okresli¢ organizacje operonow
CRISPR/Cas w trzynastu genomach Arthrospira (Metody 6.5.2.3.) We wszystkich genomach
zidentyfikowano systemy CRISPR/Cas nalezace do typow: III-A, I1I-B i III-U wydzielonych
przez Makarova 1 wsp. (2011), a we wszystkich genomach poza A. platensis C1, A. maxima
CS-328 oraz Arthrospira sp. 09.13 F zidentyfikowano rowniez systemy CRISPR/Cas nalezace
do typu I-U. Makarova 1 wsp. (2011) przeanalizowali 310 bakteryjnych genomow
posiadajacych co najmniej jeden modut CRISPR i opracowali klasyfikacje, gdzie geny cas!
oraz cas2 stanowig rdzen aktywnych systemow CRISPR/Cas.

Organizacja operonéw CRISPR/Cas w trzynastu genomach Arthrospira wraz z
przypisanymi typami systemow CRISPR/Cas wedlug Makarova et al. (2011) zostala

przedstawiona na ponizszych Schematach (nr 3-15).
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Arthrospira platensis C1

cmrd cmr6 DR cas2.2 casl.1 casl.2 DR Typ 11I-B
csx3
Typ II-U
csml csm2 csm3 csmé csmS cas6
casl.3 cas2.1 DR
Schemat 3. Organizacja regionu CRISPR/Cas w genomie A. platensis C1.
Arthrospira maxima CS-328
csx3 Typ HI-U
cmrd cmré DR c<as2.2< casl.1 cas1.2 DR Typ I1I-B
csml csm3 csmS cas6

D D D ) Typ LA

casl.3 cas2.1 DR

Schemat 4. Organizacja regionu CRISPR/Cas w genomie A. maxima CS-328.

Arthrospira sp. TISD091

DR casl.2 casl.1 cas2.2 DR cmr6 cmrd Typ 1B
NI -4 H )i 4l @&

DR cas2.1 casl.3 csx10 cmr2

cas6 csmS csmé4 csm3 csml Typ II-A
csx3
Typ HI-U

Schemat 5. Organizacja regionu CRISPR/Cas w genomie Arthrospira sp. TISD091.
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Arthrospira sp. TISD092

csml csm?2 csm3 csmé csmS cas6
D D D D D D el
cmr2 csx10 cas1.3 cas2.1

e ) I iy

cmrd cmr6 DR cas2.2 casl.1 cas1.2

. DR Typ III-B
np» D a | ||

Schemat 6. Organizacja regionu CRISPR/Cas w genomie Arthrospira sp. TISD092.

Arthrospira sp. PCC 8005

DR < cas1.2 casl.1 cas2.2 DR cmr6 cmré Typ III-B
D i) 4 aE
Zas_z‘ % cas13 esx10 emr2 Typ 1-U
- 4R o
éﬁ csmS csmé csm3 csm2 csml Typ II-A
1 ,
csx3 Typ 1I-U
4

Schemat 7. Organizacja regionu CRISPR/Cas w genomie Arthrospira sp. PCC 8005.

Arthrospira sp. PCC 9901

cas6 csmS csmé csm3 csm2 csml Typ I-A
DR cas2.1 casl.3 csx10 cmr2 Typ I-U

M e 4N

csx3

Typ HI-U

DR cas1.2 cas1.1 cas2.2 DR cmr6 cmrd

T Typ [1I-B
(I | D 4 aa .

Schemat 8. Organizacja regionu CRISPR/Cas w genomie Arthrospira sp. PCC 9901.
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Arthrospira sp. 09.13 F

casl.3 cas2.1 DR
I
pilp— I
cmr2 cmrd cmr6 DR cas2.2 casl.1 cas1.2
csx3
cas6 csm5 csm4 csm3 csm2 csml

1 G G TG c—

Schemat 9. Organizacja regionu CRISPR/Cas w genomie Arthrospira sp. 09.13 F.

Arthrospira platensis NIES-39

DR casl.2 casl.1 cas2.2 DR cmr6 cmrd
f b I 4l aE
DR cas2.1 casl.3 csx10 cmr2
M 44 <CENEE T
cas6 csmS csmé csm3 csm2 csml
@ s . . |
csx3

Schemat 10. Organizacja regionu CRISPR/Cas w genomie A. platensis NIES-39.

Arthrospira platensis YZ

DR casl.2 cas1.1 cas2.2 DR cmr6 cmréd
cas2.1 casl.3 csx10
cas6 csmS csmé csm3 csm2 csml

csx3

Schemat 11. Organizacja regionu CRISPR/Cas w genomie A. platensis YZ.

Typ II-B

Typ HI-U

Typ III-A

Typ ITI-B

Typ I-U

Typ I-A

Typ I-U

Typ HI-B

Typ I-U

Typ HI-A

Typ HI-U
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Arthrospira platensis str. Paraca

DR cas1.2 casl.1 cas2.2 DR cmr6 cmrd Typ 1II-B
cqs2.1 csx10 Typ I-U
4 4
cas6 csmS csm4 csm2 csml Typ III-A
csx3 Typ HI-U
Schemat 12. Organizacja regionu CRISPR/Cas w genomie A. platensis str. Paraca.
Arthrospira platensis PCC 7345
DR 0952.1 cas1.3
NI L
csx3
4N i
cmr2 cmr4 cmr6 DR cas2.2 casl.1 casl.2 Typ HI-B
DR csx10 cmr2 Typ I-U
cas6 csm5 csmé csm3 csm2 csml Typ HI-A
Schemat 13. Organizacja regionu CRISPR/Cas w genomie A. platensis PCC 7345.
Arthrospira sp. PCC 8006
cas1.3 cas2.1 DR
Il
csml csm2 csm3 csmé csmS cas6 Typ III-A
csx3 Typ I1I-U
csx10 cmr2 Typ I-U
casl.2 casl.1 cas2.2 DR cmr6 cmrd Typ III-B

Schemat 14. Organizacja regionu CRISPR/Cas w genomie Arthrospira sp. PCC 8006.
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Arthrospira fusiformis CCALA023

cmir2 csx10 cas13  cas2.1 DR Typ I-U

2

csx3

4N Rl

DR casl.2 cas1.1 cas2.2 DR cmr6 cmrd

A Typ III-B

csml csm2 csm3 csm4 csmS cas6

D D D D
Schemat 15. Organizacja regionu CRISPR/Cas w genomie A. fusiformis CCALA023.

Typ III-A

7.2.5. Analiza porownawcza sekwencji genow CRISPR/Cas oraz liczby loci
CRISPR u Oscillatoriales (Subsection I1I).

W celu okre$lenia stopnia konserwacji genow cas oraz RAMP w obrgbie rzedu,
przeprowadzono analize porownawcza z wykorzystaniem 35 genoméw nalezacych do
rzedu Oscillatoriales dostgpnych w bazie GenBank (Materialy 5.16., Metody 6.5.2.5.).
Analiza poréwnawcza z uzyciem narzedzia BLAST zidentyfikowanych gendéw cas oraz
RAMP w genomach Arthrospira wzglgdem 35 genomow cyjanobakterii nitkowatych
wykazata ich unikalno$¢ w obrgbie rodzaju. W zadnym z analizowanych genoméw
Oscillatoriales nie wykryto genow cas lub RAMP charakterystycznych dla Arthrospira.
Najwigksza liczbe potwierdzonych loci CRISPR zidentyfikowano w genomie Geitlerinema
sp. PCC 7105 — 33, a najmniejszg u Coleofasciculus chthonoplastes PCC 7420,
Geitlerinema sp. PCC 7407, Leptolyngbya sp. PCC 7376 oraz Trichodesmium erythraeum
IMS101 — 1 (Wykres 1). Okreslono réwniez brak korelacji pomigdzy wielko$cig genomu,
a calkowitg liczbg zidentyfikowanych loci CRISPR (Wykres 2).
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Liczba potwierdzonych loci CRISPR w genomach cyjanobakterii
nitkowatych

Trichodesmium erythraeum IMS101
Leptolyngbya sp. PCC 7376
Geitlerinema sp. PCC 7407
Coleofasciculus chthonoplastes PCC 7420
Synechococcus sp. PCC 7502
Pseudanabaena sp. PCC 6802
Oscillatoria formosa PCC 6407
Nodosilinea nodulosa PCC 7104
Moorea producens PAL-8-15-08-1
Chamaesiphon minutus PCC 6605
Synechococcus sp. PCC 6312
Microcoleus vaginatus FGP-2
Lyngbya confervoides BDU141951
Leptolyngbya sp. KIOST-1
Arthrospirasp. O9.13 F
Microcoleus sp. PCC 7113
Moorea producens 3L
Leptolyngbya sp. NIES-2104
Leptolyngbya boryana PCC 6306
Arthrospira sp. PCC 9901
Leptolyngbya sp. NIES-3755
Leptolyngbya sp. JSC-1
Arthrospira sp. TJSD092
Arthrospirasp. PCC 8005
Leptolyngbya sp. O-77
Arthrospira platensis PCC 734
Arthrospira platensis YZ
Arthrospira platensis C1
Arthrospira maxima CS-328
Synechococcus sp. PCC 7336
Pseudanabaena sp. PCC 7367
Oscillatoria nigro-viridis PCC 7112
Arthrospirasp. PCC 8006
Arthrospira fusiformis CCALA023
Prochlorothrix hollandica PCC 9006
Lyngbya aestuarii BL J
Leptolyngbya sp. PCC 6406
Arthrospirasp. TJSD091
Arthrospira platensis NIES-39
Leptolyngbya sp. Heron Island J
Oscillatoria sp. PCC 10802
Oscillatoria acuminata PCC 6304
Moorea producens JHB
Leptolyngbya sp. PCC 7375
Arthrospira platensis str. Paraca
Pseudanabaena biceps PCC 7429
Spirulina subsalsa PCC 9445
Geitlerinema sp. PCC 7105

o
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=
o

=
v

N
o
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Wykres 1. Liczba potwierdzonych loci CRISPR w genomach cyjanobakterii nitkowatych.



Wyniki

Korelacja pomigdzy calkowity liczbg loci CRISPR a wielkoScig genomu
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Wykres 2. Analiza zaleznosci catkowitej liczby loci CRISPR w genomie od jego wielkosci.

7.2.6. Analiza filogenetyczna na podstawie sekwencji genow kodujacych systemy
RM oraz CRISPR/Cas.

W celu potwierdzenia dychotomii rodzaju Arthrospira, ktora sugerujg uzyskane wyniki
analizy sekwencji nukleotydowych genéw kodujacych systemy R-M, cas oraz RAMP
przeprowadzono analize¢ filogenetyczng (Metody 6.5.2.6.). Do analizy wykorzystano geny R-
M, cas oraz RAMP obecne we wszystkich genomach Arthrospira. Analiza filogenetyczna
polaczonych sekwencji 11 gendw cas 1 RAMP (Rycina 6) oraz polaczonych sekwencji 22
genow kodujacych systemy R-M typu I, R-M typu II, genéw cas oraz RAMP (Rycina 7)
potwierdza dychotomi¢ w obrgbie rodzaju Arthrospira. Sekwencje nukleotydowe
analizowanych genéw rdznig si¢ pomiedzy szczepami nalezagcymi do réznych klastréw ITS.
Poniewaz obserwowane polimorfizmy to substytucje niesynonimiczne to sekwencje

aminokwasowe kodowanych przez nie biatek sa odmienne.
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63 — Arthrospira maxima CS-328
100 |- Arthrospira platensis C1 =
Arthrospira sp. TISD091 g
92! Arthrospira sp. TISD092 — é
—— Arthrospira sp. PCC 9901 E
%4 Arthrospira sp. 09.13 F -
80[ Arthrospira sp. PCC 8005 _J
r Arthrospira fusiformis CCALA023
Arthrospira sp. PCC 8006 ?
100 Arthrospira platensis NIES-39 - §
47 Arthrospira platensis PCC 7345 5
100 | Arthrospira platensis str. Paracas -
Arthrospira platensis YZ.

0.0050

Rycina 6. Drzewo filogenetyczne M-L potaczonych sekwencji 11 gendéw cas oraz RAMP z

trzynastu genomow Arthrospira.

~ Arthrospirasp. 09.13 F —
91 | A rthrospirasp. TISD091

Arthrospirasp. TISD092 ;T
81 A rthrospira sp. PCC 8005 L E‘E
100 — A rthrospiraplatensis C1 (_2)
{79 Artrhospiramaxima CS-328 =

Arthrospirasp. PCC 9901 _J

99 - A rthrospirafusiformis CCALA023

Arthrospira sp. PCC 8006 §
Arthrospiraplatensis NIES-39 L ?
Arthrospiraplatensis PCC 7345 E

95 | A rthrospira platensis str. Paracas

Arthrospiraplatensis YZ

0.0050

Rycina 7. Drzewo filogenetyczne M-L polaczonych sekwencji 22gendéw kodujacych systemy
R-M typu I, R-M typu II, gendéw cas oraz RAMP z trzynastu genomow Arthrospira.
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7.2.7. ldentyfikacja Kklastrow genow kodujacych biosynteze¢ metabolitéw

wtornych w genomach Arthrospira.

Kolejnym krokiem w analizie filogenomicznej Arthrospira byta identyfikacja genow
kodujacych biosynteze metabolitow wtdérnych w dostepnej puli genomdéw oraz ich analiza
porownawcza (Metody 6.5.3.). Analiza trzynastu genomdéw Arthrospira w platformie
AntiSMASH wykazala obecnos¢ tacznie osmiu roznych klastrow genow kodujacych enzymy
biorace udzial w syntezie metabolitow wtérnych (Tabela 15). Nalezaly do nich: syntaza
fytoenu, grupa peptydow podobna do rodziny Niff-11, syntaza beta-keto-acylo-ACP (ang. Acy!
Carrier Protein), metaloproteaza RseP regulujaca proteolize migdzymembranowg RIP (ang.
Regulated Intramembrane Proteolysis), beta-N-acetyloglukoazminylotransferaza
undekaprenyldifosfo-muramylopentapeptydu, proteaza dojrzewania cyjanobaktyn z rodziny
PatA/PatG, rodzina mikrocyklamidu/patelamidu RiPP (ang. Ribosomally synthesized and Post-
translationally modified Peptides), syntaza fytoenu oraz cyklaza adenylowa.

Determinanty genetyczne pigciu klastrow: rodzine peptydow Niff-11-podobna, syntaze
fytoenu, metaloproteaze RseP regulujaca proteoliz¢ miedzymembranowg RIP (ang. Regulated
Intramembrane Proteolysis) oraz beta-N-acetyloglukoazminylotransferaze
undekaprenyldifosfo-muramylopentapeptydu wykryto we wszystkich trzynastu genomach.
Proteaza dojrzewania cyjanobaktyn z rodziny PatA/PatG jest nieobecna w genomach A.
maxima  CS-328, Arthrospira sp. TISD091 1 TJSD092. Klaster rodziny
mikrocyklamidu/patelamidu RiPP jest nieobecny w genomach A. platensis C1 i Arthrospira sp.
TISDO091 oraz TISD092. Klaster cyklazy adenylowej jest nieobecny w genomach Arthrospira
sp. TISD091 oraz TISD092 (Tabela 15).

Nie zaobserwowano korelacji pomiedzy obecnoscig determinant genetycznych a
genotypem Arthrospira. Jednakze, podobnie jak w przypadku sekwencji nukleotydowych
gendw kodujacych systemy R-M typu [ i Il oraz zwigzanych z systemami CRISPR/Cas (Wyniki
7.2.2., 7.2.3, 7.2.4.2.) podczas analizy sekwencji nukleotydowej genéw kodujacych klastry
biosyntezy metabolitow wtérnych zaobserwowano pojedyncze polimorfizmy pomiedzy
genomami nalezacymi do klastra ITS I 1 IIl a genomami nalezacymi do klastra ITS II.
Przyktadowo, dla sekwencji genu kodujacego biatko rodziny peptydéw Nift-11 na 252 pz 11
pozycji jest zmiennych, w tym 6 to substytucje niesynonimiczne, ktére pozwalaja na
rozrdznienie sekwencji tego genu szczepow zaliczanych do klastra ITS 11 Il oraz szczepdéw

zaliczanych do klastra ITS II (Rycina 8).
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Tabela 15. Zestawienie wynikoéw identyfikacji klastrow gendw kodujacych biosynteze metabolitow wtornych w trzynastu genomach
Arthrospira: ¥ - Klaster jest obecny w genomie, — - klaster jest nieobecny w genomie.

proteaza .
. . . metaloproteaza rodzina beta-N-
Klaster Rodzina syntaza syntaza beta- dojrzewania regulujgca proteolize  mikrocyklami cyklaza acetyloglukoazminylotransferaza
Genom Arthrospira peptydow Niff- keto-acylo- cyjanobaktyn ” . .
ITS fytoenu . migdzymembranowq  du/patelamidu  adenylowa undekaprenyldifosfo-
[1-podobna Ace z rodziny RIP RiPP muramylopentapeptydu
PatA/PatG Viopeniapeply
Arthrospira platensis C1 LA
Arthrospira maxima CS-328 LA
Arthrospira sp. TISD091 LA
Arthrospira sp. TISD092 LA
Arthrospira sp. PCC8005 1B
Arthrospira sp. PCC9901 I
Arthrospira sp. 09.13 F L.B/III
Arthrospira platensis NIES-39 ILA
Arthrospira platensis YZ ILA
Arthrospira platensis str. Paraca ILA

Arthrospira platensis PCC7345 ILA/ILB
Arthrospira fusiformis CCALA023 1II.B

Arthrospira sp. PCC8006 1IL.B

wyrudy
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70 80 90 100 110 120 130 140 15
Consensus 3CNGAYCAYATHCARGAYYTNYTNAARATHGCNACNWSNGCNGGNTAYAAYATGACNATHAARGARYTNGARGCNACNYTNACNGARGAY
Frame 1 A D H I Q (WAIWAT K Bl A T IHBE A NGROY ' UNVEEN T BN K EENWISEEN A T Wid T EEEEDN
Identity R e i e e N e S e R D D DR R D o
1. Arthrospira platensis C1 (back transla... H C

Frame 1 A D H | Q D L/FL/F K | A T X A G Y NBEET | K EL/FE A TL/F T HQED

2. Arthrospira maxima CS-328 (back tra... H C

Frame 1 A D H | Q D L/FL/F K | AT X A G Y NBEET | K EL/FE A TL/F T HQED

3. Arthrospira sp. TJSD091 (back translat... H C

Frame 1 A D H | Q D L/FL/F K | A T X A G Y NHEET | K EL/FE A TL/F T HQED

4. Arthrospira sp. TJSD092 (back transla... H C

Frame 1 A D H | Q D L/FL/F K | AT X A G Y NBEET | K EL/FE A TL/F T HQED

5. Arthrospira sp. PCC 8005 (back transl... H C

Frame 1 A D H | Q D L/FL/F K | A T X A G Y N B T | K E L/F E A T L/F T HQE D

6. Arthrospira sp. PCC 9901 (back transl... H

Frame 1 D H | Q D L/FL/F K | AT X A G Y NBEET | K EL/FE A TL/FT E D

7. Arthrospira sp. 09.13 F (back translat... H C —_
Frame 1 A D H | Q D L/FL/F K | A T X A G Y N B T | K E L/F E A T L/F T HQE D

8. Arthrospira platensis NIES-39 (back tr... A G A

Frame 1 D EN | Q D L/FL/F K | AFAR X A G Y N M T | K EL/FE T TL/FT E D

9. Arthrospira platensis YZ (back transla... A G A

Frame 1 A D N | Q D L/FL/F K | A AT X A G Y N M T | K E L/F E T T L/FT E D

10. Arthrospira platensis str. Paraca (ba... A G A

Frame 1 A D BN | Q D L/FL/F K | AFAR X A G Y N M T | K EL/FE T TL/FT E D

11. Arthrospira sp. PCC 8006 (back trans... A G A

Frame 1 A D EN | Q D L/FL/F K | ABAST X A G Y N M T | K EL/FE T TL/FT E D

12. Arthrospira fusiformis CCALA023 (b... A G A

Frame 1 A D BN | Q D L/FL/F K | AFAR X A G Y N M T | K EL/FE T TL/FT E D

13. Arthrospira platensis PCC 7345 (bac... A G A

Frame 1 A D EN | Q D L/FL/F K | ABAS X A G Y N M T | K EL/FE T TL/FT E D -

Rycina 8. Por6wnanie najbardziej zmiennego fragmentu sekwencji genu kodujacego biatko
rodziny peptydow Niff-11 w trzynastu genomach Arthrospira. Kolorami zaznaczono
substytucje niesynonimiczne wystgpujace pomiedzy sekwencjami szczepoéw nalezacych do

réznych klastrow ITS.

7.2.8. Identyfikacja regionow fagowych w genomach Arthrospira.

W literaturze brak jest potwierdzonych doniesien odno$nie fagow infekujacych komorki
Arthrospira. Sprawdzono natomiast sprawdzi¢ §lady obecnosci profagow w analizowanej puli
genomow (Metody 6.5.4.). We wszystkich trzynastu genomach Arthrospira zidentytikowano
za pomocg narzedzia PHASTER sze$¢ réznych regionow fagowych, zawierajace
charakterystyczne dla nich geny (Tabela 16). Region nr 1 o dtugosci 12 625 pz zidentyfikowany
zostat w genomie A. platensis Cl, a analiza narzedziem BLAST wykazal, Ze zawiera on
prawdopodobnie gen kodujacy fagowa fosfodisesteraze diestru glicerofosforylu. Region nr 2
o dlugosci 14 751 pz zidentyfikowano w genomie A. platensis NIES-39 i zawiera
prawdopodobnie gen kodujacy helikaze fagowa. Region 3 zostal zidentyfikowany w genomie
A. platensis Clo dtugos$ci 33 755 pz i zawiera prawdopodobnie gen kodujacy fagowy inicjator
ptytki podstawkowej. Region 4 o wielkosci 9 507 pz zidentyfikowano w genomie A. platensis
C1. Region 5 zidentyfikowany w genomie A. platensis NIES-39 o dtugosci 6 384 pz zawiera
prawdopodobnie gen kodujacy fagowa transpozaze, natomiast region 6 zidentyfikowany w tym
samym genomie o dtugosci 12 868 pz koduje potencjalnie biatko fagowe.

Jedynie region 5 jest obecny we wszystkich genomach Arthrospira. Pozostate pigc
zidentyfikowanych regionéw byly nieobecne w pojedynczych genomach (Tabela 16). Ponadto,
zidentyfikowane regiony byty niekompletne oraz wykazywaly mniej niz 70% identycznosci z

regionami w bazie danych platformy PHASTER.
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Tabela 16. Okreslenie obecnosci zidentyfikowanych szeSciu regionow profagowych w trzynastu genomach Arthrospira: ¥v* - region jest obecny
W genomie, — - region jest nicobecny w genomie.

Genom Arthrospira Klaster ITS Region 1  Region2 Region3 Region4 Region5 Region 6
Arthrospira platensis C1 LA
Arthrospira maxima CS-328 LA
Arthrospira sp. TISD091 LA
Arthrospira sp. TISD092 LA
Arthrospira sp. PCC8005 1B
Arthrospira sp. PCC9901 11
Arthrospira sp. 09.13 F 1B/

Arthrospira platensis NIES-39 1LA
Arthrospira platensis YZ ILA
Arthrospira platensis str. Paraca 1A

Arthrospira platensis PCC7345 1I.A/IL.B
Arthrospira sp. PCC8006 1I.B
Arthrospira fusiformis CCALA023 1I.B

wyrudy
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7.3. Analiza ekspresji genéw R-M typu Il oraz CRISPR/Cas w warunkach stresowych.

Systemy CRISPR/Cas zaréwno jak R-M sa zaangazowane w obron¢ komorki przed obcym
DNA. Na podstawnie udostgpnionych wynikéw pracy Badri et al. (2015), sprawdzono zmiang
ekspresji poszczegdlnych genow kodujacych systemy obrony w warunkach stresowych jakimi
jest poddanie dzialaniu promieniowania gamma (Metody 6.9.)

Wyniki analizy zmiany ekspresji gendéw kodujacych systemy R-M typu II oraz
CRISPR/Cas szczepu poddanego réznym dawkom promieniowania gamma zamieszczono w
Aneksie 3 Tabeli 1. Zaobserwowano znaczace zmiany, zarOwno supresj¢ jak i nadekspresje,
wiekszosci sposrod analizowanych genéw R-M oraz CRISPR/Cas w warunkach stresowych
jakim jest poddanie dziataniu promieniowania gamma imitujacego warunki w kosmosie.

Geny kodujace system Sp/ll (metylotransferaz¢ i endonukleaze) byly supresowane w
warunkach 3200 Gy, natomiast przy zwigkszonej dawce promieniowania do 5000 Gy
zaobserwowano ich nadekspresj¢. Geny kodujace samotne metylotransferazy Binl oraz Mbol
zarowno w dawce 3200 Gy jak 1 5000 Gy wykazywaly supresje, ktora zwiekszyla si¢ wraz ze
wzrostem promieniowania (odpowiednio -1,489 oraz -0,924 FC). Geny kodujace system R-M
Aval wykazaty nadekspresj¢ w obu dawkach promieniowania, jednak ponad trzykrotnie
wiekszg w przypadku dawki 5000 Gy w stosunku do 3200 Gy.

Podobny trend zaobserwowano dla poziomu ekspresji genow kodujacych biatka RAMP:
csm3, esx10, cmr2, csml, csm2, csm3, csm4 oraz csm5, gdzie nadekspresja w warunkach 5000
Gy byta wyzsza co najmniej dwukrotnie niz w warunkach 3200 Gy. W przeciwienstwie do
genu cmr2, geny cmr4 oraz cmr6 wykazaty supresj¢. Dla genu cmr4 odnotowano wyzsza
supresje w wiekszej dawce Gy, natomiast gen cmr6 wykazatl mniejsza ekspresje przy nizszej
dawce promieniowania. Geny kodujace biatko Cas1.3 wykazaly wzrost ekspresji w dawce 3200
Gy 1 supresje w dawce 5000 Gy (odpowiednio 0,826 oraz -0,171 FC). Pozostate geny cas:
casl.l wykazat delikatng nadekspresje, a gen casl.2 wykazal wyzsza nadekspresje po dawce
3200 Gy niz 5000 Gy. Podobny wynik uzyskano dla gendéw cas2 (cas2.1 oraz cas2.2):

nadekspresja byta wyzsza w przypadku nizszej dawki promieniowania (4neks 3, Tabela 1).
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7.4. Amplifikacja regionéw kodujacych systemy RM oraz bialek zwigzanych z

systemami CRISPR/Cas.

Wykorzystujac standardowa metode PCR oraz zestaw zaprojektowanych specyficznych
starterow (Materialy 5.9., Metody 6.6.) potwierdzono obecnosci genow kodujacych AsullR,
AsullM, AvalR, AvalM, NhelR, NhelM, HindIlIR, HindlIIM, SaclIM, SaclIR, casl.1, cas2.1,
cmr6, csm3, csm4, csm5 1 fragmentu csm3-csm5. Fotografie rozdziatow elektroforetycznych
amplifikacji DNA zamieszczono w Aneksie 2 (Fotografie 1-17). Wyniki eksperymentalne
pokrywaja si¢ i uzupetniaja dane uzyskane w analizie in silico: systemy Asull, Aval oraz
endonukleaza Sacll sa obecne we wszystkich badanych szczepach, system Hindll jest obecny
w szczepach reprezentujacych klaster ITS I, system Nkel jest obecny jedynie w szczepach
nalezacych do klastra ITS I oraz 111, a metylotransferaza Sacll jest obecna jedynie w szczepach
nalezacych do klastra ITS II. Podobne wyniki uzyskano dla genow zwigzanych z systemami
CRISPR/Cas: geny cas.1.1, cas2.1, cmr6, csm3, csm4 1 csm5 obecne sa we wszystkich
analizowanych szczepach. Zbiorcze zestawienie analizy in silico oraz PCR przedstawiono w

Tabeli 121 14.

7.5. Eksperymentalne potwierdzenie funkcjonalnoS$ci zidentyfikowanych

metylotransferaz w komorkach Arthrospira.

Zidentyfikowane in silico systemy R-M, ktérych obecno$¢ w genomie zostata potwierdzona
eksperymentalnie zostaly poddane dalszej analizie. W celu okreslenia aktywnosci
zidentyfikowanych metylotransferaz, genomowe DNA o$miu szczepdw Arthrospira poddano
analizie restrykcyjnej z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych enzymow restrykcyjnych
(BshNI (HgiCl), Nhel, Spll (PfI12311), Hin11 (Acyl), Eco881 (Aval), Bsp1431 (Mbol) i Mph11031
(Avalll)) bedacych izoschizomerami systemow zidentyfikowanych w puli genomoéw.
Przeprowadzono réwniez symulacje trawienia in silico dla trzech genomow referencyjnych
(Arthrospira sp. PCC 8005, A. platensis NIES-39 oraz faga lambda) w celu okreslenia liczby

miejsc restrykcyjnych dla poszczego6lnych enzymow, ktorej wyniki zamieszczono w Tabeli 17.
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Tabela 17. Szacowana liczba miejsc restrykcyjnych BshaNI (HgiCl), Nhel, Spll (Pf12311), Hin1l
(Aeyl), Eco88l (Aval), Bspl431 (Mbol) 1 Mphl11031 (Avalll)) w trzech referencyjnych

genomach.
Enzym Arthrospira sp. PCC 8005  Arthrospira platensis NIES-39 Fag lambda
restrykcyjny (6 228 153 pz) (6 788 436 pz) (14 087 pz)
BshNI (HgiCI) 754 832 25
Pf12311 (Spil) 7 12 1
Bsp1431 (Mbol) 23 286 23 800 117
Eco88I (Aval) 24 630 1206 8
Hinll (Acyl) 226 134 40
Mph11031 (4Avalll) 55 79 14
Nhel 37 50 1

Wyniki reakcji trawienia DNA genomowego o$miu szczepow Arthrospira wskazuja, iz
zidentyfikowane in silico metylotransferazy BshNI (HgiCI), Nhel, Sp/l (Pf12311), HinlI (Acyl),
Eco881 (Aval), Bsp1431 (Mbol) i Mph11031 (4valll) sg funkcjonalne w komorkach (Aneks 2,
Fotografie 18-24). Swiadczy o tym brak produktow cigcia enzymami restrykcyjnymi — DNA
chronione jest poprzez metylacjc w poszczegdlnych miejscach restrykcyjnych w

przeciwienstwie do DNA faga lambda (kontrola).

7.6. Klasyfikacja szczepoéw Arthrospira stanowigcych biomase komercyjnych

preparatow wyprodukowanych w Mongolii i Indiach.

W celu identyfikacji szczepow Arthrospira wykorzystywanych do produkcji komercyjnie
dostgpnych preparatow z liofilizowanej biomasy tego mikroorganizmu wyekstrahowano DNA
1 wykorzystano je jako matryce do reakcji amplifikacji PCR regionu ITS (Metody 6.7.) Celem
tego doswiadczenia bylo okreslenie czy biomasa sprzedawana komercyjnie pochodzi z
jednorodnej czy tez mieszanej populacji Arthrospira. Wykorzystujac reakcje PCR ze starterami
specyficznymi dla pieciu wariantéw ITS (LA, I.B, ILA, IL1.B, IIT) (Materiaty 5.10., Metody 6.7.)
okreslono liczbg wariantow rejonu ITS w totalnym DNA analizowanych preparatow.

Reakcje amplifikacji poszczegdlnych wariantow ITS wykazaty, ze DNA wyizolowane z
preparatu pochodzacego z Indii posiada jeden wariant ITS — [.A (Tabela 18; Aneks 2, Fotografia
25). Mozna zatem wnioskowa¢, iz jest to populacja jednorodna. W przypadku biomasy

preparatu pochodzacego z Mongolii zidentyfikowano trzy warianty ITS — LA, I1.B oraz III —
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co moze $swiadczy¢ o obecnosci mieszane] populacji Arthrospira (Tabela 18; Aneks 2,

Fotografie 25, 28, 29).

Tabela 18. Wyniki klasyfikacji szczepdw Arthrospira stanowiagcych biomas¢ komercyjnych
preparatéw wyprodukowanych w Indiach i Mongolii.

Wynik reakcji PCR ze starterami specyficznymi na roinych wariantow ITS

Pochodzenie preparatu LA LB ILA II.B I
Indie + - - - -
Mongolia + - - + +

7.7. Badanie czystosci mikrobiologicznej preparatow zawierajacych biomase
Arthrospira.

Komercyjnie dostgpne preparaty zawierajace suchg biomas¢ Arthrospira zaklasyfikowane
sa jako suplementy diety, dlatego tez powinny by¢ bezpieczne dla zdrowia ludzi i zwierzat.
Niestety z uwagi na regulacje prawne jakim podlegaja suplementy diety, w czasie ich rejestracji
producent nie ma wymogu certyfikowania kazdej partii sprzedawanego preparatu. Fakt ten
wigze si¢ z niedostateczng kontrolg jakosci zarowno pod wzgledem chemicznym jak i
mikrobiologicznym. Dane literaturowe potwierdzaja obecnos$¢ innych mikroorganizméw w
sprzedawanych preparatach. W ramach niniejszej pracy przeprowadzono badanie czystosci
mikrobiologicznej siedmiu preparatow dostepnych na polskim rynku stosujac standardy

Farmakopei X Polskiej dla produktow leczniczych (Metody 6.10.).
7.7.1. Liczba CFU w 1 g preparatow z biomasg Arthrospira.
Wyniki warto$ci CFU (ang. Colony Forming Units) na 1 g (Metody 6.10.1.) produktu

dla szesciu preparatow z biomasg Arthrospira przedstawia Tabela 19.

Tabela 19. Wyniki uzyskanych wartosci CFU/g produktu z suchg biomasa Arthrospira.

Producent Pochodzenie CFU/g
Green Essence Pakistan 3,46 *10°
Febico Tajwan 0
Cyanotech Hawaje 8,9%10°
Parry Nutraceuticals Indie 2,2%10’
Biogate Polden Chiny 4,52%10°
Norland Mongolia 1,6%10°
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7.7.2. OKkreslenie obecnosci poszczegdlnych bakterii w preparatach zawierajacych
biomase Arthrospira.

Kolejnym krokiem w analizie czysto$ci mikrobiologicznej preparatow z biomasg
Arthrospira byto potwierdzenie nieobecnosci w preparacie E. coli, Salmonella sp., S. aureus
oraz Gram-ujemnych bakterii tolerujacych z6t¢ (Metody 6.10.2.).

W Zadnym z badanych preparatow nie stwierdzono obecnosci E. coli, Salmonella sp.
oraz bakterii Gram-ujemnych tolerujacych zo6¢ (Tabela 20). W preparatach firmy Parry
Nutraceuticals (Indie) oraz Norland (Mongolia) zaobserwowano wzrost mannitolo-dodatnich

bakterii na podtozu Chapmana, ktére poddano dalszej analizie identyfikacyjnej (Tabela 20).

Tabela 20. Potwierdzenie lub wykluczenie obecno$ci wybranych rodzajow bakterii w
preparatach zawierajacych biomas¢ Arthrospira dostgpnych na polskim rynku: (+) — wynik
pozytywny — dany rodzaj bakterii jest obecny w preparacie; (-) — wynik negatywny — dany
rodzaj bakterii jest nieobecny w preparacie.

Badany preparat

Parry Biogate Green
Test na Cyanotech Nordland Febico Swanson
Nutraceuticals  Polden Essence
nieobecnos¢ (USA) (Mongolia) (Tajwan) (Indie)
(Indie) (Chiny) (Pakistan)

E. coli - - - - - - -
Salmonella - - - - - - -
Staphylococcus + - - + - - -
Bakterii
Gram (-)
tolerujacych - - - - - - -
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7.7.3. ldentyfikacja bakterii z rodzaju Staphylococcus.

W zwiazku z wyizolowaniem mannitolo-dodatnich bakterii na podtozu Chapmana w
przypadku dwoch preparatéw, w preparacie firmy Nordland oraz Parry Nutraceuticals (Wyniki
7.8.2.), sprawdzono czy mikroorganizmy te mozna zaklasyfikowa¢ do rodzaju Staphylococcus.
W preparacie mikroskopowym preparatu firmy Norland wybarwionym metoda Grama
zaobserwowano Gram-dodatnie ziarniaki. Bakterie te fermentowatly mannitol na podtozu z
mannitolem i chlorkiem sodu. Za pomoca komercyjnego testu M43 MICROGEN STAPH jak

1 testu na koagulaze, okreslono, ze byly koagulazo-ujemne, co wykluczato ich przynaleznos¢

107



Wyniki

do gatunku Staphyloccocus aureus oraz innych koagulazo-dodatnich grankowcow
posiadajacych biatko A.

Test na obecnos¢ katalazy wskazat wynik dodatni. Na podstawie analizy testem
komercyjnym  STAPHYtes24 zidentyfikowano  Staphylococcus  saprophiticus  spp.
saprophiticus.

Natomiast, w preparacie firmy Parry Nutraceuticals, dla ktérego wyniki poprzednich badan
réwniez sugerowaty obecno$¢ mannitolo-dodatnich gronkowcoéw — nie zaobserwowano Gram-
dodatnich ziarniakéw. Obserwacja mikroskopowa preparatow wybarwionych metodg Grama

wykazata obecnos¢ Gram-dodatnich laseczek, najprawdopodobniej z rodzaju Bacillus.

7.8. Badanie obecnosci Srodkow konserwujacych w tabletkach z biomasa Arthrospira
firmy Febico (Tajwan).

Wyniki powyzszych badan czystosci mikrobiologicznej (Wyniki 7.8.), wykazaly catkowity
brak hodowalnych mikroorganizméw w preparacie pochodzacych z Tajwanu (Febico).
Stosujac procedury i podtoza przewidziane w Farmakopei Polskiej X wartos¢ CFU/g wynosita
0. Brak jakichkolwiek mikroorganizméw §wiadczy¢ moze nie tyle o czystosci
mikrobiologicznej preparatu, lecz o tym, iz poddany zostal dzialaniu srodkow o charakterze
bakteriobojczym lub konserwujagcym. Obydwie grupy zwigzkow nie powinny wystepowac w
suplementach diety. Dlatego tez, preparat przebadano pod katem obecnosci $rodkow
konserwujacych w preparacie, hamujacych wzrost mikroorganizméw. W tym celu
wykorzystano metodologi¢ stosowang do analizy jakosci i czystosci produktow kosmetycznych

opisang w Metodach (6.11.).

7.8.1. Ocena skutecznoS$ci zakonserwowania produktu.

Po pierwszej dobie po inkubacji zaobserwowano wzrost wszystkich szczepdw, ktorymi
zakazono preparat ,,Spirulina”. Po trzeciej dobie inkubacji nie zaobserwowano wzrostu
szczepow E. coli 1 S. aureus na podlozach testowych. Po trzeciej dobie inkubacji, ,,pasta”
zakazona C. albicans, calkowicie przerosta drobnoustrojami, co wigzato si¢ z koniecznoscia
zakonczenia testu z uzyciem tych drobnoustrojow.

Posiewy po siddmej dobie inkubacji, rowniez nie wykazaty wzrostu E. coli i S. aureus.
Test konserwacji zakonczono po 14 dobie inkubacji, ze wzglgdu na obfity wzrost plesni na
badanej ,,pascie”. Zbiorcze wyniki oceny skutecznosci zakonserwowania preparatu firmy

Febico z dokumentacja zdjeciowa przedstawia Tabela 21.
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Tabela 21. Wyniki oceny skuteczno$ci zakonserwowania produktu zawierajacego suchg

biomase¢ Arthrospira z Tajwanu.

Dob
o E.coli ATCC 8738 S. aureus ATCC 6538 C. albicans ATCC II

inkubacji

14 Brak
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14 Brak

7.9. Bakterie symbiotyczne wyizolowane z suchej i mokrej biomasy Arthrospira.

7.9.1. Charakterystyka i identyfikacja bakterii symbiotycznych wyizolowanych z
suchej biomasy Arthrospira pochodzacej z preparatow Spirulina dost¢pnych
na polskim rynku.

Z doswiadczenia w pracy z Arthrospira wiemy, ze nie jest ona zdolna do wzrostu w
monohodowlach (Fotografia 5). Wyniki analizy czystosci mikrobiologicznej (Wyniki 7.7.)
rowniez sugeruja obecno$¢ konsorcjum mikrobiologicznego w preparatach komercyjnie
dostepnych zawierajacych sucha biomasg¢. Opracowano specjalne podloze do hodowli
mikroorganizmow symbiotycznych z Arthrospira zawierajace ekstrakt z Arthrospira
(Materiaty 5.4.2., Metody 6.1.). Z sze$ciu analizowanych suplementow diety uzyskano 46
izolatow bakteryjnych, ktére nastepnie scharakteryzowano pod wzgledem morfologicznym
biochemicznym oraz genetycznym (Materialy 5.2., Metody 6.13.) Zbiorcze zestawienie
wynikow uzyskanych dla wszystkich 46 izolatow przedstawiono w Aneksie 4 Tabeli 1.

Wszystkie 46 izolaty wykazywaty zdolno$¢ do wzrostu zaré6wno na podtozu Zarrouk z
glukoza, ksyloza jak 1 ramnoza (Materialy 5.4.2.). Wszystkie wyizolowane szczepy
wykazywaty rowniez wzrost na podtozu Mueller-Hintona oraz podtozu Halomonas Medium
(Materiatly 5.4.3.). W przypadku 26 szczepdéw sprawdzono zdolnos¢ do wzrostu na podlozu
MYP Agar (Materialy 5.4.3.) wykorzystywanym do izolacji i hodowli bakterii z rodzaju
Bacillus. Wszystkie sposrod badanych 26 izolatow byly zdolne do wzrostu na tym podtozu,
jednak nie powodowaty charakterystycznego dla Bacillus cereus zmetnienia podtoza. Ponadto
zaobserwowano, 1z 44 z 46 izolatow, wykazata zdolno$¢ do wzrostu oraz rozktadu mannitolu
na podtozu Chapmanna (Materialy 5.4.3.) Nie zaobserwowano wzrostu badanych izolatéw na
podtozu MacConkeya (Materiaty 5.4.3.), ktére jest dedykowane do hodowli Gram-ujemnych
pateczek jelitowych.

Analiza mikroskopowa wszystkich izolatow w preparatach barwionych metoda Grama

wykazala, iz jedenascie szczepow to laseczki za$ pozostate 32 to pateczki. Wsrdd laseczek tylko
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jeden izolat, pochodzacy z preparatu wyprodukowanego w USA, byt Gram-ujemny, natomiast
tylko pig¢ szczepow paleczek byto Gram-dodatnich.

Nalezy podkresli¢, ze wszystkie bakterie towarzyszace Arthrospira nie wykazywaty
wzrostu na podtozach mineralnych bez dodatku organicznych zwigzkéw wegla, co $wiadczy,
iz sg heterotrofami. Wykazuja wzrost na podlozach zawierajacych hydrolizaty biatkowe i
ekstrakt drozdzowy lub z pozywki z hodowli cyjanobakterii, co oznacza, ze do wzrostu
wymagaja obecnosci aminokwaséw i by¢ moze witamin co nalezy sprawdzi¢ w dalszych

badaniach.

Fotografia 5. Zdjecie z transmisyjnego mikroskopu elektronowego komorki Arthrospira sp.

009.13 F oraz towarzyszacej jej komorki bakteryjne;.

7.9.2. Analiza filogenetyczna szczepow wyizolowanych 2z suchej biomasy
Arthrospira.

W celu klasyfikacji wszystkich 46 izolatow bakterii wykonano analiz¢ sekwencji genu
kodujacego 16S rRNA. W rezultacie wykazano przynalezno$¢ 22 izolatoéw do rodzaju
Halomonas, 11 do rodzaju Bacillus, 6 do rodzaju Roseinatronobacter, 1 do rodzaju Rhodobaca
oraz 6 okreslono jedynie ich bliskie podobienstwo do niechodowalnych bakterii (ang. uncultured
bacterium) (Aneks 4 Tabela 1).

Izolaty bakterii wyizolowanych z suchej biomasy Arthrospira oznaczone jako: Indie
A1-A3, Indie B1-B3, Indie C1-C3, Indie D1, Indie D3, Pakistan A2, Pakistan A3, Tajwan C3,
Tajwan B1, Tajwan B2, Tajwan A2, Tajwan A3, Pakistan D1, Pakistan D2, Pakistan CI,
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Pakistan C3, Pakistan B1-B3 wykazaly najblizsze pokrewienstwo do rodzaju Halomonas
(Rycina 9). W przypadku czterech izolatow, USA 1-3 i Chiny 1, mozliwa byla ich petlna
identyfikacja i klasyfikacja do rodzaju do Bacillus horikoshii, o czym $wiadczy identycznos$c
sekwencji >97% z sekwencji z bazy danych nr GenBanku. Natomiast szczepy USA 4, Chiny
7, Chiny 8, Mongolia 3-5 zidentyfikowano jako Bacillus pseudofirmus (Rycina 8). Kolejne
cztery izolaty, Mongolia 1, Chiny 4-6, wykazaty najwicksze podobienstwo do bakterii z rodzaju
Roseinatronobacter. Sekwnecja 16S rRNA szczpeu USA 3 byla w 64,3% identyczna z

sekwencja Rhodobaca barguzinensis (Rycina 10).

Chiny 7
37
45 Chiny 8
USA2

61 Mongolia 3

KP995734 Bacillus pseudofirmus strain LAP220

USA1
97
USA3
76| 60
Mongolia 4
98 _
Mongolia 5
DQ289056 Bacillus horikos hii isolate HKS
Chiny 1
USA4
I 0.20 I

Rycina 8. Drzewo filogenetyczne zbudowane metoda ML sekwencji 16S rRNA 10 izolatow z
suchej biomasy Arthrospira oraz sekwencji referencyjnych szczepow uzyskanych z bazy

GenBank.
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Pakistan A2
DQ644497 Halomonas sp. Ap-5
Pakistan C1

Tajwan B1
Pakistan D1
Indie Al

Pakistan B3
IX945784 Halomonas sp. LAROSP7
Pakistan D2
Indie A2
Indie B2
Indie C3
Tajwan C3
7| ndie BI
Indie C1
Indie A3
Tajwan A2
Tajwan A3
Pakistan B1
Tajwan B2
Pakistan C3

IN794813 Halomons vantusa
42 Indie D3

ﬁr{ Pakistan A3
Pakistan B2

JX240503 Uncultured Halomonas sp. clone SL124
KT727948 Halomonas desiderata
KJ877728 Uncultured Halomonas sp. A14-B47
KF021747 Halomonas sp. H-63

66 | EU305583 Uncultured Halomonas sp. clone 3-B
EU305592 Uncultured Halomonas sp. clone 4-C U

ﬂ| Indie C2
Indie B3
61 AJ309564 Halomonas nitritophilus
4{ EUS541470 Halomonas sp. DA03
981 AM490137 Halomonas sp. IB-O7

Indie DI
0.0050

Rycina 9. Drzewo filogenetyczne zbudowane metoda ML sekwencji 16S rRNA 25 izolatow z
suchej biomasy Arthrospira oraz sekwencji referencyjnych szczepow uzyskanych z bazy

GenBank.
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Chiny 5

KJ486297 Roseinatronobacter sp. MOL1.10

— Chiny 4

F—— JX945790 Roseinatronobacter sp. LC0524

Mongolia 1

Chiny 6

81

USAS

NR 044285 Rhodobaca barguzinensis VKM B-2406

0.0050

Rycina 10. Drzewo filogenetyczne zbudowane metodg ML sekwencji 16S rRNA 5 izolatéw z
suchej biomasy Arthrospira oraz sekwencji referencyjnych szczepéw uzyskanych z bazy

GenBank.

7.9.3. Bakterie symbiotyczne wyizolowane z mokrej biomasy Arthrospira poddanej
dzialaniu promieniowania gamma.

W ramach projektu bilateralnego Polsko — Flandryjskiego pt. ,,Fizjologia, biologia
komorki 1 biotechnologia jadalnych cyjanobakterii z rodzaju Arthrospira” sprawdzono
odpornos¢ roznych szczepow Arthrospira na dziatanie promieniowania jonizujgcego. W
niniejszej pracy sprawdzono czy rézna przezywalno$¢ obserwowana wsrod szczepdw
cyjanobakterii nie wynika z odmiennego skladu gatunkowego 1 liczebnosci bakterii
towarzyszacym sinicom.

W zwiagzku z powyzszym jedena$cie szczepow Arthrospira poddano dziataniu
promieniowania gamma w trzech dawkach (900, 2100 oraz 5000 Gy). Nastepnie z hodowli
wyizolowano bakterie symbiotyczne z uzyciem podtoza z glukoza oraz ekstraktem z pozywki
Arthrospira (Materiaty 5.4.2., Metody 6.14.) W tabeli nr 22 przedstawiono szczepy poddane
dzialaniu promieniowania gamma w odpowiedniej dawce oraz liczbe izolatow bakterii
symbiotycznych wyizolowanych z danej hodowli Arthrospira. Z hodowli kontrolnych (0 Gy)

wyizolowano 12 szczepow bakteryjnych, z hodowli poddanej dzialaniu promieniowania w
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dawce 900 Gy wyizolowano jeden szczep, z hodowli poddanej dziataniu promieniowania w
dawce 2100 Gy wyizolowano 15 szczepow bakteryjnych, a z hodowli poddanej dziataniu
promieniowania gamma w dawce 5000 Gy wyizolowano az 20 szczepoéw bakteryjnych. Bardzo
ciekawym wynikiem jest fakt, iz z hodowli poddanych wyzszym dawkom promieniowania
gamma (2100 1 5000 Gy) udato si¢ wyizolowa¢ wicksza ilos¢ szczepow niz z hodowli

kontrolnej (0 Gy).

Tabela 22. Liczba izolatow uzyskanych z poszczegolnych szczepdw Arthrospira poddanych
dziataniu r6znych dawek promieniowania gamma.

Dawka promieniowania gamma

Szczep Arthrospira 0 Gy 900 Gy 2100 Gy 5000 Gy
Arthrospira fusiformis AB2002/2 1 0 1 2
Arthrospira sp. 09.13 F 1 0 2 2
Spirulina platensis SAG21.99 1 0 1 2
Arthrospira platensis str. Paracas 1 1 1 2
Arthrospira sp. PCC 8005 fenotyp P2 1 0 1 2
Arthrospira sp. PCC 8005 fenotyp P6 2 0 5 2
Arthrospira sp. PCC 9901 1 0 1 2
Arthrospira sp. LV 2 0 1 3
Arthrospira sp. BURMA 1 0 1 2
Arthrospira sp. Moz 1 1 0 1 1
Lgcznie izolatow 12 1 15 20

7.10. Badanie wlasciwosci przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybiczych ekstraktow
metanolowych i wodnych z suchej biomasy Arthrospira.

Dane literaturowe dowodza, iz ekstrakty wodne oraz alkoholowe z mokrej biomasy
Arthrospira wykazuja wlasciwosci przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze (Wstep 4.1.6.1.2.).
W celu stwierdzenia, czy sucha biomasa Arthrospira dostgpna komercyjnie posiada podobne
wlasciwos$ci przeprowadzono badanie wtasciwos$ci przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybiczych
ekstraktow metanolowych oraz wodnych uzyskanych z czterech produktéw pochodzacych z

Chin, Pakistanu, Tajwanu oraz USA (Metody 6.12.).
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7.10.1. Ekstrakty metanolowe i wodne.

Uzyskano ekstrakty metanolowe oraz wodne w stgzeniach przedstawionych w Tabeli
23.

Tabela 23. Stezenia uzyskanych ekstraktéw wodnych i metanolowych z czterech produktow z
suchg biomasg Arthrospira.

Stezenie ekstraktu [mg/ml]

Pochodzenie preparatu Ekstrakt metanolowy Ekstrakt wodny
Febico (Tajwan) 126 130
Green Essence (Pakistan) 200 220
Biogate Polden (Chiny) 170 213
Cyanotech (USA) 220 70

7.10.2. Wlasciwosci przeciwbakteryjne ekstraktow z suchej biomasy Arthrospira.
Zaden z uzyskanych ekstraktow, w zadnym ze stezen nie zahamowat wzrostu E. coli
ATCC 8738 ani S. aureus ATCC 6538, po inkubacji zaobserwowano wzrost we wszystkich

studzienkach przy pozytywnej kontroli zyznosci i jalowosci podioza.

7.10.3. Wlasciwosci przeciwgrzybicze ekstraktow z suchej biomasy Arthrospira.

W przypadku ekstraktu metanolowego uzyskanego z preparatu z Chin, zaobserwowano
jedynie ograniczenie wzrostu (mniejszy poziom zmetnienia w poréwnaniu do pozostatych
studzienek) C. albicans ATCC 11 w stgzeniach 170 mg/ml 1 85 mg/ml. Pozostate ekstrakty nie
ograniczaty ani nie hamowaty wzrostu szczepu referencyjnego, przy pozytywnych kontrolach
zyznosci 1 jatowosci podtoza. W celu doktadnej weryfikacji dzialania przeciwbakteryjnego i
przeciwgrzybiczego, nalezaloby w przysztosci powtorzy¢ powyzsze analizy z wykorzystaniem

mokrej biomasy Arthrospira.
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8. DYSKUSJA.

Cyjanobakterie z rodzaju Arthrospira to z pewnoscig interesujgce organizmy z uwagi
na ich jadalny charakter, a takze potencjat biotechnologiczny. Wykorzystywane sg na calym
swiecie do produkcji biomasy, wodoru, a takze w procesie bioremediacji (Furmaniak et al.,
2017). Mimo, iz w ostatnich trzydziestu latach wzrost zainteresowania tymi organizmami oraz
liczba prowadzonych nad nim badan zwigkszyta si¢ znaczaco, wcigz wiele zagadnien nie
zostato wyjasnionych.

Przez dtugi czas nie udato si¢ opracowac skutecznego protokotu transformacji komorek
Arthrospira. Pierwsze proby podjeto z zastosowaniem sonifikacji, polimerazy Taq oraz ligacji
z wektorem TA (Kawata et al., 1998). W pdZniejszym czasie stawiano na systemy z elementami
transpozycji, kompleksow kationowych liposoméw, genu reporterowego cat oraz
elektroporacji — jednak Zzaden z powyzszych protokotéw nie zostal odtworzony przez inne
zespoly badawcze (Toyomizu et al., 2001; Kawata et al.; 2004). Dopiero w 2017 roku grupa
Jeamton et al. przedstawita stabilng 1 efektowna metod¢ transformacji szczepu Arthrospira
platensis C1 oparta na elektroporacji i1 inhibicji systemow R-M typu I. Problemy z
opracowaniem skutecznej metody pozwalajacej na modyfikacje genetyczne rodzaju
Arthrospira sktonity mnie do zglebienia zagadnienia obecnosci 1 aktywno$ci systemow
chronigcych komorki bakteryjne przed wnikaniem obcych kwaséw nukleinowych.

Badania Zhao et al. (2006) zasugerowaly wysoka aktywnos$¢ systemow R-M u
cyjanobakterii nitkowatych, do ktorych nalezy rodzaj Arthrospira. Dodatkowo okreslono, ze
liczba genow potencjalnie kodujacych systeméw R-M jest znacznie wigksza w przypadku
cyjanobakterii nitkowatych niz cyjanobakterii jednokomorkowych, prawdopodobnie ze
wzgledu na ich ekstremofilny charakter 1 wodne §rodowisko bytowania. Lyra et al. (2000) w
swoich badaniach wskazali, ze najbardziej rozpowszechnione cyjanobakteryjne endonukleazy
typu II to Aval, Avall oraz Asull.

W ramach tej pracy zidentyfikowano in silico oraz potwierdzono eksperymentalnie
obecnos$¢ czternastu genow kodujacych systemy R-M typu I, osiemnascie gendw kodujacych
dziewig¢ kompletnych systeméw R-M typu II (w tym Aval oraz Asull), geny kodujace dwie
samotne metylotransferazy typu Il oraz pojedyncze geny kodujace systemy R-M typu Il 1 IV,
ktore jednak nie byly obiektem dalszych badan.

W 2010 roku (Fujisawa et al.) w genomie A. platensis NIES-39 zidentyfikowano 7
gendw potencjalnie kodujacych systemy R-M typu I, a analizy poréwnawcze przeprowadzone

w ramach w tej pracy uzupehity ten wynik o kolejne 5 loci. Systemy R-M typu II wzbudzaja
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zdecydowanie wigksze zainteresowanie niz typu I, Il czy IV, ze wzgledu na ich specyfike jak
roOwniez szereg zastosowan w biologii molekularnej, dlatego tez wieksza uwaga zostala
skupiona na analizie ich loci w genomach Arthrospira.

Juz w 1986 Kawamura et al. opublikowali swoje badania, w ktorych zidentyfikowali
nowy enzym restrykcyjny z szczepu Spirulina platensis subspecies siamese (Arthrospira
platensis) nazwany Spll oraz dwa izoschizomery opisanych wcze$niej enzymow Splll
(Tth1111) oraz Spl/lll (Haelll). Jedenascie lat pozniej zespdl Tragut et al. (1995)
scharakteryzowal eksperymentalnie cztery enzymy restrykcyjne w szczepie Spirulina platensis
Pacifica (Arthrospira platensis PCC 7345): Spal (Tth1111), Spall (Pvul), Spalll (Pvull) oraz
SpalV (HindIll). Co ciekawe, zaledwie jeden determinant genetyczny wyzej przedstawionych
systemOow R-M zostal zidentyfikowany w genomach Arthrospira w ramach tej pracy — SpalV
(HindI1l).

W celu wyjasnienia rozbieznosci wynikow, postanowiono jeszcze raz zweryfikowac
obecno$¢ powyzszych genow kodujacych systemy R-M w genomach Arthrospira.
Przyktadowo, w bazie REBASE znajdziemy informacje, iz genom A. platensis NIES-39
posiada metylotransferaze Pvul, jednak nie posiada endonukleazy, jak sugeruja to wczesniejsze
badania. Mozliwe sg dwa wytlumaczenia. Po pierwsze, brak potwierdzenia obecnosci
determinantow  genetycznych moze wynika¢ z zadanych parametrow analizy
bioinformatycznej. Zastosowane w mojej analizie parametry identyfikacji w genomach
poszczegbdlnych sekwencji biatkowych sg bardziej restrykcyjne niz te stosowane w algorytmie
platformy REBASE. Platforma REBASE generuje wyniki przedstawiajagce wszelkie $lady
systemow R-M. W Aneksie 5 (Ryciny 1-4) przedstawiono graficznie zidentyfikowane elementy
systemow R-M wygenerowane z wykorzystaniem platformy REBASE dla czterech genomow
Arthrospira. Przedstawione ryciny wykazuja, ze platforma REBASE okre§la obecnos¢
wszystkich mozliwych motywow zwigzanych z systemami R-M z przewagg ORF (otwarta
ramka odczytu, ang. Open Reading Frames) o niskim podobienstwie do juz dobrze
scharakteryzowanych bialek endonukleaz i metylotransferaz. Zazwyczaj sa to pozostatosci
genow, ktore prawdopodobnie w przesztosci petnity funkcje systeméw R-M. Wyniki mojej
analizy przedstawiaja tylko kompletne geny, ktore moga mie¢ odzwierciedlenie w fenotypie —
wszystkie badane metylotransferazy w ramach tej pracy s3 funkcjonalne, o czym $wiadcza
wyniki trawienia genomowego DNA Arthrospira odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi

oraz zmiany ekspresji genéw kodujacych metylotransferazy w warunkach stresowych (Wyniki
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7.3. 1 7.5.). Dlatego, $lad genu kodujacego endonukleaz¢ Pvul znajduje si¢ w genomie A.
platensis NIES-39, jednak jego funkcjonalnos¢ jest watpliwa.

Po drugie, warto wspomnie¢, iz wickszo$¢ szczepow Arthrospira nie jest zdolna do
wzrostu w warunkach aksenicznych (Subashchandrabose et al., 2011; Shiraishi et al., 2015).
Dlatego, wyniki uzyskane w latach 80-tych oraz 90-tych dwudziestego wieku, gdzie nie
opracowano jeszcze protokotow do izolacji i utrzymania czystych kultur (Choi et al., 2008);
Sena et al., 2009), moga by¢ nieadekwatne, a doktadniej, scharakteryzowane enzymy moga
pochodzi¢ z bakterii ko-egzystujacych z szczepami Arthrospira, a nie z samych komorek
Arthrospira. Opis badania bakterii ko-egzystujacych z szczepami Arthrospira oraz ich
wlasciwosci zostanie rozwiniety w dalszej czg$ci dyskus;ji.

W pracy Zhao et al. (2006) zaobserwowano, ze wigkszo$¢ metylotransferaz
zidentyfikowanych w genomie Spirulina platensis nalezy do tzw. ,,samotnych”, nie znaleziono
korespondujacych endonukleaz w sasiadujacych loci, co jest sprzeczne z wynikami mojej
pracy. Jedynie dwie metylotransferazy z 11 systemow R-M nie maja korespondujacych
endonukleaz, pozostate systemy sg kompletne, a geny metylotransferaz i korespondujacych
endonukleaz znajdujg si¢ w bliskim sgsiedztwie w genomach (Wyniki 7.2.3., Rycina 4).

Szes¢ zidentyfikowanych systemow R-M charakteryzuje si¢ uniwersalnos$cig w
genomach rodzaju Arthrospira, podczas gdy trzy prezentujg specyficznos¢ dla poszczegdlnych
kladéw: Hindlll oraz Nhel wystepuje tylko w klastrze ITS I, a metylotransferaza Sacll
wystepuje jedynie w klastrze ITS III. Wyjatkiem jest genom A. platensis str. Paraca, ktory
prawdopodobnie ze wzgledu na swojg znaczng niekompletnos$¢, nie zostat prawidtowo
scharakteryzowany pod wzgledem obecnos$ci poszczegolnych gendéw R-M jak 1 CRISPR/Cas.
»durowe” dane (ang. raw data), czyli odczyty sekwenatora, ktore mozna by wykorzysta¢ w
mapowaniu gendw, sg niedostgpne, mimo iz zespdt KiZMF probowat je pozyska¢ od autorow
genomu A. platensis str. Paraca. W niektorych przypadkach udato si¢ potwierdzi¢ obecnosé¢
gendéw kodujacych systemy R-M typu Il eksperymentalnie metoda amplifikacji PCR (Wyniki
7.4.). Zbiorcze zestawienie wynikow analizy in silico oraz eksperymentalnej znajduja si¢ w
Wynikach 7.2.3. (Tabela 11).

Trzynascie genomoéw Arthrospira posiada od dwoch do trzech kaset CRISPR, podobnie
do innych rodzajoéw bakterii (Karimi et al., 2018). W analizie genomicznej szczepu A. platensis
C1 rowniez zidentyfikowano regiony CRISPR jednak nie opublikowano liczby loci. W pracy
Janssen et al. (2010) okreslono, iz Arthrospira sp. PCC 8005 posiada zaledwie 4 CRISPR,

podczas gdy, analiza wykonana w tej pracy wykazata obecnos¢ 6 potwierdzonych loci CRISPR.
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Analiza genomiczna A4. platensis NIES-39 wykazata obecnos¢ 3 regionow CRISPR, jednak
wyniki przedstawione w tej pracy sugeruja obecnos$¢ az 9 loci CRISPR. Powodem takich
odchylen moze by¢ fakt, iz algorytmy stosowane do wyszukiwania loci CRISPR sg stale
udoskonalane, a bazy danych powigkszane, co daje precyzyjniejsza detekcje swoistych
struktur. Duze odchylenia w ilo$ci loci CRISPR w genomie, przede wszystkim u Arthrospira
sp. 09.13 F (zaledwie 3) oraz A. platensis str. Paraca (az 17) moga by¢ tlumaczone
niekompletnoscig tych genomoéw oraz bledami w assemblingu, spowodowanymi miedzy
innymi wysoka repetytywnos$cia genomow.

Genomy Arthrospira sa jedynymi z bardziej repetytywnych wsrod bakterii, tacznie
okoto 25% sekwencji genomu to rdéznego rodzaju powtorzenia. Elementy repetytywne
identyfikowane w$rdd cyjanobakterii to powtorzenia tandemowe (ang. tandemly repeated
sequences) oraz tzw. ,rozrzucone powtorzenia” (ang. interspersed repeats), ktore glownie
wystepuja u eukariontow. U Arthrospira sp. PCC 8005 powtdrzenia tandemowe o0siagaja
warto$¢ nawet 3% sekwencji genomu. Tak zwane ,,rozrzucone” powtdrzone sekwencje w
pewnych przypadkach mogg siega¢ u Arthrospira nawet 8-16% sekwencji genomu. Ponadto,
nawet 5% sekwencji genomu Arthrospira stanowig ruchome elementy genetyczne MGE (ang.
Mobile Genetic Elements) (Morin, 2010).

Mimo, iz technologia sekwencjonowania nowej generacji (ang. New Generation
Sequencing, NGS) generuje obszerne dane, wiele genoméw nie jest w petni poznanych z
powodu trudnosci w assemblingu w obszarach elementow repetetywnych. Obecno$¢
elementéw ruchomych oraz powtdrzen w genomie utrudnia jego sktadanie oraz generuje btedy
powstale w procesie assemblingu. Ma to znaczacy wplyw na annotacje genomow Arthrospira
— czeS¢ sekwencji gendw moze zosta¢ utracona (Mascher & Stein 2014; de Bustos et al., 2016).
Przyktadem moze by¢ operon wakuol gazowych gvp, sktadajacy sie z genow gvpAl-gvpCl—
gvpA2—-gvpC2—gvpA3—gvpC3—gvpN, opisany u Arthrospira. W pracy Miklaszewska et al.
(2012) zostat on zidentyfikowany z uzyciem amplifikacji PCR, klonowania oraz
sekwencjonowania klonowanych fragmentow operonu. Co ciekawe, obecno$¢ genow gvpAl,
gvpCl, gvpA2 oraz gvpC2 nie zostala okreSlona w Owcze$nie dostgpnych genomach
Arthrospira sp. PCC 8005, A. maxima CS-328 i A. platensis NIES-39, co moze by¢ wynikiem
btedow w assemblingu diugich powtarzajacych si¢ regionéw (Miklaszewska et al., 2012).
Wspomniane wczeSniej roznice w wynikach analiz in silico przeprowadzonych w ramach tej

pracy, charakterystyka poszczegdlnych systemoéw R-M oraz réznice w liczbie loci CRISPR w
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poszczegdlnych genomach, moga wynika¢ wtaSnie z niedoskonatego assemblingu jako efektu
wysokiej repetytywnosci genoméw Arthrospira.

Zidentyfikowane regiony CRISPR naleza do czterech typow systemow CRISPR: I-U,
I-A, III-B oraz I1I-U, co wigcej zazwyczaj co najmniej trzy rozne typy znajduja si¢ w kazdym
genomie (Makarova et al., 2011). Wedhug podziatu na typy systeméw CRISPR wg. Makarova
et al. (2011) nie mozna okresli¢ przynalezno$ci do tylko jednego typu, ze wzgledu na obecnosé¢
réznych gendéw charakterystycznych dla réznych typéw systeméw CRISPR. Interesujacym
wynikiem jest zidentyfikowanie az trzech wariantow genu cas! (casl.1, casl.2, casl.3) oraz
dwoch wariantow genu cas?2 (cas2.1, cas2.2), poniewaz zazwyczaj wystepuja one w genomach
pojedynczo (Karimi ef al., 2018). Podobny wynik uzyskano wcze$niej dla genomu A. platensis
NIES-39, gdzie juz w 2010 okres$lono obecnos¢ trzech gendéw cas! (Fujisawa et al., 2010). Ich
wyjatkowos¢ potwierdza fakt, Ze nie zostaty one znalezione w Zadnym innym dostgpnym
genomie cyjanobakterii poza rodzajem Arthrospira (podobienstwo ponizej 20%). Zostaly one
jednak zanotowane w referencyjnych genomach Arthrospira ze wzgledu na specyficzng
strukturg oraz bezposrednie sgsiedztwo z kasetami CRISPR. Potwierdza to ich unikalnos¢ dla
rodzaju Arthrospira. Natomiast fakt, ze sg obecne we wszystkich analizowanych genomach z
roznicami wynikajagcymi z pojedynczych polimorfizméw sugeruje, ze sg Scisle konserwowane
w obrebie rodzaju.

Ciekawg obserwacjg sg zmiany w poziomie ekspresji gendw kodujacych systemy R-M
typu II oraz CRISPR/Cas w warunkach stresowych (Wyniki 7.3.). Badania Badri et al. (2014)
dotyczyty zmian ekspresji genow w warunkach stresowych szczepu Arthrospira sp. PCC 8005
poddanego dziataniu promieniowania gamma. Nalezy wspomnie¢, ze byta to pierwsza praca
wykorzystujagca  technologie = mikromacierzy, poprzednie prace transkryptomiczne
wykorzystywaty metod¢ qRT-PCR (ang. qunatitative reverse-transcriptase real-time PCR) do
analizy ekspresji genow (Huili ef al., 2012; Huili ef al., 2013; Badri ef al. 2014).

Dzigki udostepnieniu danych transkryptomicznych na potrzeby moich badan, udato mi
si¢ poszerzy¢ analizy o geny kodujace systemy R-M typu II i zwigzane z systemami
CRISPR/Cas zidentyfikowane w tej pracy. Wspomniane loci nie byly wcze$niej analizowane,
poniewaz grupa badawcza Badri analizowala jedynie geny zaanotowane w platformie MaGe.

W przypadku gendow kodujacych kompletne systemy R-M typu Il nie zaobserwowano
konsekwencji w zmianie ekspresji, czgs¢ z nich byla nadeksprymowana, inne supresowane.
Jednak w przypadku obydwu zidentyfikowanych in silico samotnych metylotransferaz,

zaobserwowano supresje, ktora zwigkszyla si¢ wraz z dawka stosowanego promieniowania
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jako czynnika stresowego. Nie zaobserwowano réwniez zadnych prawidlowosci w przypadku
zmiany ekspresji genow zwigzanych z systemami CRISPR/Cas. Geny kodujace biatka Cas
wykazaty nadekspresj¢ w obu dawkach promieniowania, z wyjatkiem genu cas!.3, ktéry co
cieckawe, w wyzszej dawce promieniowania wykazal supresj¢. Geny zwigzane z systemami
CRISPR/Cas zaklasyfikowane do typu I-U (csx10) oraz III-A (geny csm) wykazaly znaczna
nadekspresje, jak roéwniez gen cmr2, ktory nie zostat zaklasyfikowany do zadnego typu, ale
znajduje si¢ w bliskim sasiedztwie genu csx/0 w regionie CRISPR u Arthrospira (Wyniki
7.2.4.3.). W przypadku genow typu II-B (geny cmr4 i cmr6) zaobserwowano supresje, jednak
warto$ci FC réznity w zalezno$ci od stosowanej dawki promieniowania (Wyniki 7.3.).

Zaobserwowane zmiany w ekspresji badanych gendow potwierdzaja, iz musza one miec¢
zwigzek z ochrong komorki bakteryjnej w warunkach niesprzyjajacych. We wcze$niejszych
badaniach transkryptomicznych, prowadzonych w warunkach stresu temperaturowego czy
solnego zaobserwowano zmian¢ ekspresji gendéw odpowiedzialnych miedzy innymi za
syntetaze glutationonowg czy gendow odpowiedzialnych za biosynteze kwasoéw thuszczowych
(Jeamton et al., 2008, Huili et al. 2012 1 2013). W pracy Badri ef al. (2014), zaobserwowano
roOwniez zmiany ekspresji genow zwigzanych z naprawg DNA takich jak recJ, recQ, recG, holB
oraz gyrA.

W dostegpnej literaturze nie ma wielu wzmianek o fagach u Arthrospira: Jacquet et al.
(2013) wyizolowali faga prawdopodobnie z rodziny cyjanopodowirusoOw z komercyjnej
hodowli Arthrospira na potudniu Francji, a Peduzzi et al. (2014) w swoich badaniach wigzali
nagly lize 1 rozpad komorek Arthrospira w jeziorach afrykanskich wilasnie z infekcjami
fagowymi. Jednak Zadne poOZniejsze badania nie potwierdzily tych obserwacji.
Zidentyfikowane w ramach tej pracy regiony fagowe sa niekompletne, jednak sama ich
obecno$¢ moze §wiadczy¢ o istnieniu potencjalnych fagdéw infekujacych rodzaj Arthrospira.
Przypuszczalnie, ekstremofilne srodowisko naturalnego wystepowania Arthrospira (wysokie
zasolenie, pH alkaliczne), jest swoistym inhibitorem fagéw, poniewaz ich biatka moga by¢
denaturowane w tych warunkach (Joniczyk et al., 2011).

Przedstawione badania identyfikacyjne jak 1 sekwencji nukleotydowych genow
kodujacych systemy R-M typu I, II, CRISPR/Cas i genéow kodujacych szlaki biosyntezy
metabolitow wtornych, dzielg analizowane szczepy na dwa klady — I i Il (Wyniki 7.2.). Do tej
pory dzielono rodzaj Arthrospira na trzy klastry na podstawie jedynie sekwencji 16S rRNA
oraz ITS (tzw. klastry ITS I, II oraz III).
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Badania wykazaly, Ze ograniczona liczba markerow genetycznych w analizach
taksonomicznych skutkuje niewiarygodnymi wynikami w pracach nad precyzyjna
identyfikacja taksonéw. W erze nowych, dostepniejszych metod sekwencjonowania genomow
jak technologia NGS (Sekwencjonowanie Nowej Generacji, ang. New Generation Sequencing),
badania taksonomiczne mozliwe sg z wykorzystaniem sekwencji catych genomoéw co daje
bardziej kompleksowy obraz zroznicowania genetycznego. W ramach tej pracy pula
dostepnych genomoéw Arthrospira zwigkszyta si¢ do trzynastu, a takze uzupetliono dane o
sekwencje szczepOw reprezentujagce calg dotychczas zaobserwowang zmienno$¢ i
réznorodno$¢ w obrgbie rodzaju, co moze ulatwié¢ zobrazowanie zré6znicowania genetycznego.

Wyniki na podstawie analizy genomicznej przeprowadzonej w tej pracy pozwalaja mi
stwierdzi¢, ze klaster ITS I oraz III na poziomie genetycznym s3 bardzo zblizone, tworzac
wspolnie klad I, co sugerowaty juz wczesniej badania przeprowadzone przez Waleron ef al. z
uzyciem siedmiu markerow molekularnych (wyniki nieopublikowane). Obserwacje te sa
rowniez spojne z wynikami badan Baurain (2002) oraz Manen&Falquet (2002). Wspomniani
autorzy rowniez proponowali podziat rodzaju Arthrospira na dwie grupy (nazwane w tej pracy
kladami). Nalezy wspomnie¢, ze ich analiza opierata si¢ na zaledwie jedynym lub dwoéch loci i
mogla stanowi¢ jedynie wstepng hipotezg. Niektore zidentyfikowane geny prezentuja
specyficznos¢ dla poszczegdlnych kladéw, pozostate natomiast sg uniwersalne dla rodzaju i
ro6znig si¢ nielicznymi polimorfizmami.

W 2013 roku opisano nowy klaster ITS Arthrospira — klaster ITS III (Comte et al.),
wyszczegolniony na podstawie roznic w sekwencji ITS z jedynym przedstawicielem
Arthrospira sp. PCC 9901. W pracy Misztak et al. (2019) opisano nowy szczep posiadajacy
rowniez genotyp I11, a doktadniej posiadajacy dwa warianty ITS 1.B/IIl — Arthrospira sp. 09.13
F. Jest to rzadki przypadek obecnosci dwdch roznych wariantow ITS w genomie Arthrospira,
pierwsza taka obserwacja zostala opisana przez Baurain et al. (2002). Autorzy opisali szczep,
ktory posiadat dwa warianty ITS, (IL.A 1 I1.B), byt to szczep A. platensis PCC 7345 (IL.A/IL.B).
Genom tego szczepu zostal zsekwencjonowany w ramach tej pracy doktorskiej. Mozliwym
wytlumaczeniem takiego zjawiska, jest niekompletna konwersja genow co skutkuje
niejednorodnym wariantem ITS. Genomy szczepow Arthrospira sp. PCC 9001, Arthrospira sp.
09.13 F oraz A. platensis PCC 7345 zostaly zsekwencjonowane i uwzglednione w analizach
bioinformatycznych tej pracy.

Wyniki analizy sekwencji nukleotydowych oraz analiz filogenetycznych wskazuja

jednoznacznie na dychotomig¢ rodzaju Arthrospira. Opisany klaster I1I r6zni si¢ od klastra I pod
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wzgledem genetycznym, jednak w zbyt matym stopniu, aby wyszczegdlnia¢ go jako oddzielny
takson. W obydwu przypadkach obecnosci dwoch réznych wariantow ITS w genomie — [.B/III
(Arthrospira sp. 09.13 F) 1 IILA/IL.B (A. platensis PCC 7345) — z uzyciem proponowanego w
tej pracy podziatu na dwa klady, jest on jednorodny. Szczep A. platensis PCC 7345 nalezy do
kladu II (klaster ITS II.A/IIB), podczas gdy Arthrospira sp. 09.13 F do I (klaster ITS 1.B/III).
Nalezy jednak wspomnie¢, ze zaobserwowane roznice genetyczne w obrebie kladow nie maja
odzwierciedlenia w fenotypach, m in. wszystkie analizowane szczepy kladu I i II posiadaja
wspolne geny kodujace szlaki metabolitéw wtérnych oraz regiony fagowe (Wyniki 7.2.7. 1
7.2.8.).

Struktura genetyczna, a takze zroznicowanie rodzaju Arthrospira nie zostaly
jednoznacznie okreslone co skutkuje niekonsekwencja w nomenklaturze gatunkowej spotykana
w literaturze naukowej. Mimo, iz juz pod koniec lat 70-tych dwudziestego wieku wykazano, ze
rodzaj Arthrospira i Spirulina znaczaco si¢ mi¢dzy sobg roznig, wcigz stosuje si¢ te dwie nazwy
wymiennie (Herdman et al., 1979). Przyktadowo, w Europie w publikacjach naukowych
stosuje si¢ nazwe Arthrospira platensis, podczas gdy azjatyckie grupy badawcze stosujg nazwe
Spirulina platensis, odwotujac si¢ do produktow zawierajacych biomasg¢ Arthrospira
sprzedawanych na catym §wiecie pod komercyjng nazwg ,,Spirulina”. Na ten problem zwraca
uwage rowniez federacja producentdw biomasy Arthrospira European Algae Biomass
Association (EABA), poniewaz brak jednolitego nazewnictwa utrudnia wprowadzanie
produktéw na rynek i ich rejestracje.

Analiza genomiczna przedstawiona w tej pracy, poprzez wyrazng dychotomie rodzaju
Arthrospira, wskazuje, ze dwa wyroznione klady mogg reprezentowa¢ dwa gatunki
Arthrospira. Jednak nowoczesne standardy wyznaczania gatunkow prokariotycznych okreslaja
wymogi, w ktorych nalezy wykazaé roéznice w fenotypie umozliwiajace identyfikacje, co w
przypadku Arthrospira jest niewykonalne. Glownie dlatego, ze Arthrospira to organizmy
fototroficzne, dla ktorych klasyczne testy biochemiczne profilowania metabolicznego nie maja
zastosowania. Markery chemotaksonomiczne jak np. zawarto$¢ biatka czy kwasow
thuszczowych w przypadku Arthrospira wykazuja bardzo zblizone profile, bez wzgledu na
gatunek czy przynalezno$¢ do wyrdznionych dwoch genotypow (Ciferri, 1983; Muhling ef al.,
2005). Dodatkowo, cechy morfologiczne okreslane przez botanikow do rozrdézniania
poszczegolnych gatunkow, jak kolor trychomu, zawarto$§¢ barwnikéw czy ksztatt komorek
wierzchotkowych, ulegajg zmianie w zalezno$ci od warunkow wzrostu (Wang & Zhao, 2005;

Komarek et al., 2013).
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Nalezy réwniez wspomnie¢, ze Arthrospira jest organizmem  szeroko
wykorzystywanym komercyjnie 1 hodowanym na catym §wiecie, co moze znacznie utrudnia¢
okreslenie rzeczywistego pochodzenia poszczegélnych gatunkow. Ze wzgledu na
homogeniczno$¢ fenotypowa oraz brak wiarygodnych cech umozliwiajacych rozroznienie
gatunkow Arthrospira migdzy soba, mozna jedynie zaproponowac¢ dwa genomo-gatunki (ang.
genomospecies) korespondujace z kladami I oraz II. Oren i Ventura (2017) podsumowuja
aktualny stan od lat trwajacej dyskusji nad jednorodnym nazewnictwem cyjanobakterii z
zastosowaniem kodu botanicznego lub prokariotycznego. Po przeklasyfikowaniu
cyjanobakterii do prokariota, nomenklatura cyjanobakteryjna wcigz nie zostata
zharmonizowana i powoduje wiele niescisto$ci w opisach taksonomicznych, konieczne jest

wypracowanie konsensusowych rozwigzan w tej kwestii.

W drugiej czgsci pracy przeprowadzono badania czystosci i sktadu mikrobiologicznego
7 preparatow z suchg biomasa Arthrospira produkowang na skale przemystowa o ré6znym
pochodzeniu. Suszona biomasa Arthrospira, ze wzgledu na swoje warto$ci odzywcze
produkowana i sprzedawana jest pod komercyjng nazwa ,,Spirulina” na catym $wiecie w
aptekach, sklepach ze zdrowg zywnos$cig oraz dystrybuowana jest za posrednictwem sklepow
internetowych. Preparaty te bedace produktami pochodzenia naturalnego zostaly
zakwalifikowane jako zywnos$¢ specjalnego przeznaczenia medycznego, a najczesciej jako
suplementy diety, co sprawia, ze sg powszechnie dostepne, ale nie podlegaja zadnej kontroli
jakosci 1 trwalosci. W $wietle prawa europejskiego w procesie rejestracji oraz pdzniejsze]
dystrybucji suplementéw diety, nie wymaga si¢ okreslenia ich sktadu, wynikow badan
jakosciowych, czystosci czy trwatosci (Bojarowicz & Dzwigulska, 2012). Wiasnie, ze wzgledu
na bardzo niskie wymagania stawiane tym produktom, postanowiono w ramach niniejszej pracy
zweryfikowac ich jako$¢ traktujac jak produkty lecznicze i stosujac normy Farmakopei Polskiej
X.

Pierwsze alarmujace wyniki uzyskano podczas okreslenia CFU dla 1 g preparatu.
Mimo, iz cyjanobakterie sg prokariontami rosng one jedynie na specjalistycznych pozywkach
w warunkach laboratoryjnych, a komorki Arthrospira poddane suszeniu, nie s3 w stanie si¢
regenerowac, dlatego nie byly wykrywane w badaniu. Wedlug Farmakopei Polskiej X dla
doustnych produktéw leczniczych zawierajacych surowce pochodzenia naturalnego, ktorych
nie poddaje si¢ wstepnej obrobce zmniejszajacej liczbe drobnoustrojéw CFU/g nie powinno

przekracza¢ 10*. Dla zywnosci, czyli de facto suplementoéw diety, dopuszcza sie nawet 10
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CFU/g w zaleznosci od pochodzenia produktu. Dla trzech z siedmiu badanych preparatow
normy dla zywnosci zostaly przekroczone, co wskazuje na niedostateczne monitorowanie
czystosci mikrobiologicznej suplementdéw diety. Zakazenie mikroorganizmami mogto nastapié¢
na etapie hodowli lub suszenia czy pakowania preparatu.

Identyfikacja gatunkowa zanieczyszczen wykazata obecno$¢ Gram-dodatnich laseczek,
niestwarzajacych bezposredniego zagrozenia dla zdrowia i1 zycia cztowieka. Interesujacym
wynikiem jest fakt, ze CFU/g preparatu pochodzacego z Tajwanu (Febico) wynosito zero.
Prawdopodobng przyczyng moglo by¢ zastosowanie srodkéw konserwujacych w preparacie,
czego nie zadeklarowal producent. Wyniki przeprowadzonego testu konserwacji wykazaty, ze
uzyty konserwant nie ma dzialania grzybobojczego, o czym $wiadczy pojawienie si¢ plesni w
probkach juz po siodmej dobie inkubacji. Zahamowanie wzrostu szczepdw testowych E. coli i
S. aureus sugeruje obecno$¢ substancji konserwujacej o dziataniu przeciwbakteryjnym.
Nalezatoby jednak przeprowadzi¢ dodatkowe badania identyfikacyjne w celu okreslenia
chemicznego sktadu zastosowanego konserwantu, aby wykluczy¢ jego szkodliwo$¢ dla ludzi.
Koniecznie byloby réwniez powtorzenie testu konserwacji, ze wzgledu na jego pionierski
charakter i metodologi¢ zaadoptowang z protokotu dla innych preparatéw. Problemem byta
miedzy innymi ograniczona rozpuszczalnos¢ suchej biomasy Arthrospira w wodzie 1 zjawisko
»pecznienia”, ktore nalezatoby uwzgledni¢ w udoskonalonej metodologii testu konserwac;ji.

Poza okresleniem CFU/g Farmakopea Polska X przewiduje réwniez badanie
potwierdzajace lub wykluczajace obecnos$¢ E. coli, S. aureus, Samonella ssp. oraz bakterii
Gram-ujemnych tolerujacych z6t¢ w preparacie. Badanie wykazato obecno$¢ mannitolo-
dodatnich gronkowcdw, jednak dalsza identyfikacja gatunkowa potwierdzita, ze naleza one do
Staphylococcus saproph. spp saproph — mikroorganizmu wchodzacego w sktad ludzkiej flory
saprofitycznej 1 niezagrazajacego zdrowiu konsumentow. Mozna zatem stwierdzi¢, ze
wykluczono obecno$¢ mikroorganizmow stwarzajacych zagrozenie dla zdrowia cztowieka w
badanych siedmiu produktach.

Przeprowadzono rowniez badania sprawdzajace wptyw ekstraktéw metanolowych i
wodnych z czterech preparatéow ,,Spirulina”. W $wietle rosnacej opornosci mikroorganizmow
na dostepne antybiotyki, poszukiwanie nowych zwigzkéw o dziataniu przeciwbakteryjnym i
przeciwgrzybiczym jest koniecznos$cig. Uwaza si¢ rowniez, iz stosowanie zwigzkéw o
pochodzeniu naturalnym jest korzystniejsze, ze wzgledu na tatwiejsza biodegradacje i
przyjazno$¢ dla srodowiska. Badania Mala et al. (2009) oraz Santhanam et al. (2011) sugeruja,

ze ekstrakty z biomasy Arthrospira maja wlasciwosci antybakteryjne i przeciwgrzybicze.
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Wyniki moich badan sugeruja, ze obrobka biomasy Arthrospira w procesie produkcyjnym,
moze mie¢ wplyw na utrate aktywnoéci przeciwdrobnoustrojowych. Zaden z uzyskanych
ekstraktow z proszku oraz tabletek komercyjnych nie hamowat wzrostu referencyjnych
szczepow bakteryjnych, natomiast jedynie ekstrakt metanolowy uzyskany z preparatu z Chin
hamowat w pewnym stopniu wzrost C. albicans 11. Uzyskane maksymalne st¢zenie ekstraktu
(170 mg/ml) prawdopodobnie byto zbyt niskie, aby wykaza¢ dziatanie grzybobdjcze. Ekstrakty
uzyskane z innych preparatéw o wyzszych stgzeniach (200 mg/ml z preparatu z Pakistanu, 220
mg/ml z preparatu z USA) nie wykazaly nawet dziatania hamujacego wzrost grzybow.
Ograniczenia dostgpnosci prob do badan nie pozwolity na uzyskanie ekstraktow o wyzszym
stezeniu.

Badanie opublikowane przez Vardaka et al. (2015) przedstawia wyniki analizy
obecnosci bakterii w 31 preparatach z suchga biomasg Arthrospira dostgpnych na greckim
rynku. Autorzy przeprowadzili detekcje zanieczyszczen na podstawie §ladow DNA bakterii w
materiale badanym. Wykryto 469 OTU (ang. Operational Taxonomic Unit) nalezace do rzedow
Actinobacteria, Bacteroides, Firmicutes, Proteobacteria oraz Verrucomicrobia. Dodatkowo,
wykazano obecno$¢ innych cyjanobakterii, rowniez tych powszechnie znanych jako toksyczne
dla ludzi 1 zwierzat. Przedstawione wyniki nie tylko potwierdzaja konieczno$¢ wprowadzenia
kontroli jakosci 1 czystosci mikrobiologicznej preparatow ,,Spirulina”, ale rowniez sugerujg jak
bogate jest konsorcjum mikrobiologiczne, ktore tworzg Arthrospira 1 bakterie koegzystujace,
co postanowitam zbadac.

W ramach tej pracy udato si¢ wyhodowaé¢ 45 izolatow bakteryjnych z szeSciu
preparatdw ,,Spirulina” pochodzacych z roznych krajow (Aneks 4 Tabela 1). Bardzo ciekawa
obserwacja jest, ze wigkszos¢ z 45 wyizolowanych bakterii symbiotycznych nie ro$nie na
zwyktych podtozach agarowych (TSA, LB). Konieczne byto zastosowanie podioz z ekstraktem
z Arthrospira (Materialy 5.4.2), poniewaz Arthrospira prawdopodobnie wytwarza zwigzki
niezbedne do wzrostu bakterii z nig symbiotycznych. Ttumaczyloby to réwniez fakt, iz w
badaniach czystosci mikrobiologicznej wg. Farmakopei Polskiej X w preparacie firmy Febico
(Tajwan) nie wykryto zanieczyszczen bakteryjnych (CFU/g wynosito 0), natomiast przy
zastosowaniu pozywek z ekstraktem z sinic udato si¢ wyizolowac sze$¢ szczepdéw nalezacych
do konsorcjum koegzystujacego z Arthrospira.

Naturalne warunki bytowania Arthrospira sa ekstremalne — wysokie zasolenie, pH

powyzej 9 oraz w wigkszosci przypadkow temperatura 35 °C, dlatego tez m. in. wszystkie
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wyizolowane szczepy bakteryjne wykazywaty réwniez wzrost na podlozu dla bakterii
Halomonas z wysoka zawartoscig chlorku sodu.

Wyniki analizy sekwencji 16S rRNA dla 45 izolatow uzyskane w tej pracy wskazuja,
ze naleza one do czterech rodzajow: Halomonas, Bacillus, Roseinatronobacter oraz
Rhodobaca. W niektérych przypadkach, podobienstwo sekwencji 16S rRNA wynosito mnigj
niz 97%, co moze oznaczaé¢ obecno$¢ nowych, nieopisanych wczesniej gatunkéw bakterii.
Dane literaturowe wskazuja, ze wszystkie ze zidentyfikowanych rodzajéw zostaty jak dotad
wyizolowane z alkalicznych jezior lub sa zdolne do wzrostu w wysokim pH oraz zasoleniu
(Vreeland et al. 1980; Janto et al., 2011; Boldareva et al., 2007; Milford 2000).

Obfitos$¢ konsorcjum Arthrospira oraz jej niezdolno$¢ do wzrostu w monohodowlach
moze sugerowac, ze za czg¢s¢ jej wlasciwosci moga odpowiada¢ bakterie symbiotycznie, a nie
komorki cyjanobakteryjne. Przyktadowo, dane literaturowe wskazuja, ze Arthrospira
wspomaga wzrost flory bakteryjnej w jelitach cztowieka (Parada et al., 1998; Kordowska-
Wiater ef al. 2011), natomiast rodzajem o udowodnionych wiasciwosciach probiotycznych jest
Bacillus (Elshaghebe et al., 2017). Zaréwno rodzaj Bacillus jak i Halomonas zdolne sa do
produkowania ektoiny — cyklicznego aminokwasu chronigcego komorki 1 organella przed
niekorzystnym wptywem srodowiska (Li et al., 2018; Stepniewska et al., 2014). Ektoina jest
osmoprotektantem, ktory chroni komorki przed dziataniem wysokiego zasolenia w srodowisku,
co ma duze znaczenie ze wzgledu na wystgpowanie gatunkow Arthrospira w ekosystemach o
duzych wahaniach zasolenia. Dodatkowo, udowodniono, ze ektoina ma pozytywny wplyw na
zdrowie cztowieka, miedzy innymi chroni btong¢ §luzowa jelita cienkiego poprzez zmniejszanie
stezenia ceramidu, bedgcego mediatorem apoptozy i stresu oksydacyjnego (Stepniewska et al.,
2014).

Wyniki dos$wiadczen w tej pracy potwierdzily, ze cze$¢ z izolatdéw bakteryjnych
przezywa ekspozycje na wysokie dawki promieniowania gamma, co rOwniez moze wplywac
na odporno$¢ Arthrospira na rézne formy promieniowania, w tym promieniowanie kosmiczne.
Arthrospira sp. PCC 8005 jest jednym z organizmoéw przewidzianych jako element w
sztucznym mikro-ekosystemie MELiSSA, ktory jest opracowywany na potrzeby dtugotrwatych
podrézy kosmicznych, takich jak wyprawa na Marsa (Hendrickx et al., 2006). W wielu
wczesniejszych pracach opisano odporno$¢ rodzaju Arthrospira na wysokie dawki
promieniowania (Morin, 2010; Badri et al., 2015). Natomiast, w ramach tej pracy wyizolowano
35 szczepdw z hodowli Arthrospira poddanych dziataniu promieniowania gamma w dawkach

210015000 Gy.
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Wspomniana wcze$niej ektoina produkowana przez rodzaje Bacillus oraz Halomonas,
bedace czescig konsorcjum Arthrospira, wykazuje réwniez wlasciwosci ochronne wobec DNA
bakteryjnego. Hamuje ona wptyw rodnikow hydroksylowych na czasteczke DNA oraz
przeciwdziata uszkodzeniom wywotanym przez promieniowanie jonizujace (Schroter et al.,
2017). Mozna zatem przypuszczaé, ze odporno$¢ na wysokie dawki promieniowania gamma
hodowli Arthrospira wynika po czesci rowniez z obecnosci zwigzkow produkowanych przez
bakterie z nig ko-egzystujace.

Podsumowujac wyniki w tej czg$ci badan, koniecznie jest zglebienie wiedzy na temat
bakterii symbiotycznych Arthrospira, poznanie ich cech fizjologicznych, biochemicznych oraz
genetycznych w celu zweryfikowania szeregu wlasciwosci przypisywanych biomasie

Arthrospira.
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9. PODSUMOWANIE I WNIOSKI KONCOWE.

Zsekwencjonowano pie¢ genomoOw szczepOw Arthrospira, w tym jednego
pochodzacego z syberyjskiego jeziora, uzupetniono dostepng pule danych o brakujace
genotypy.

Analiza genomiczna trzynastu genomow Arthrospira wykazala obecno$¢ czternastu
determinantow genetycznych systeméw R-M typu I, dziewigciu kompletnych
systemow R-M typu II, dwoch samotnych metylotransferaz typu II oraz genow
zwigzanych z systemami CRISPR/Cas — cas.1.1, casl.2, casl.3, cas2.1, cas2.2, csx3,
csx10, ecmrd, cmr6, csml, csm2, csm3, csm4, csm5.

Wszystkie zidentyfikowane metylotransferazy typu II sa aktywne, co potwierdza
wzmozong aktywno$¢ systemow obronny przed egzogennym DNA w komorkach
Arthrospira.

Analiza transkryptomu szczepu Arthrospira sp. PCC 8005 poddanego dziataniu
promieniowania gamma wykazala znaczace zmiany w ekspresji genow zwigzanych z
obrong komorki przed egzogennym DNA, potwierdzajacych ich role w ochronie
komorki w warunkach stresowych.

Przedstawione wyniki analizy genomicznej potwierdzaja dychotomie rodzaju
Arthrospira 1 sugeruja obecnos¢ jedynie dwoch gatunkow Arthrospira, w miejsce 20
obecnie rozroznianych na podstawie cech morfologicznych.

Analiza czystosci mikrobiologicznej siedmiu komercyjnych preparatow z sucha
biomasa Arthrospira wykazata przekroczenie norm dla produktéw leczniczych oraz
zywnosci co sugeruje koniecznos$¢ lepszej kontroli jakosci suplementow diety z uwagi
na bezpieczenstwo konsumentow.

W procesie produkcyjnym, czgs¢ z wilasciwosci biomasy Arthrospira moze zostaé
utracona, jak dziatanie przeciwbakteryjne 1 przeciwgrzybicze ekstraktow
metanolowych i wodnych.

45 izolatow uzyskanych z komercyjnych preparatow z suchg biomasa Arthrospira
naleza do rodzajow Halomonas, Bacillus, Roseinatronobacter oraz Rhodobaca.
Bakterie stanowigce skladnik konsorcjum Arthrospira, moga odpowiadaé za czes¢
wlasciwos$ci  prozdrowotnych oraz ochronnych przypisywanych komodrkom

Arthrospira.
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ANEKS 1. Amplifikacja fragmentow genow metoda PCR.

1.1.Amplifikacja fragmentow gendéw z uzyciem DNA Arthrospira jako matrycy w

reakcji PCR.

1.1.1. Amplifikacja fragmentu genu AsullR.

Nazwa odczynnika | Stezenie koncowe Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
bufor do 1 x stezony etapu
polimerazy Wstepna denaturacja 95°C 2 min.
dNTP’s 0,2 mM Denaturacja 95°C 45 sek.
BSA 10 mg/ml Przylaczanie starterow 50°C 1 min.
Glicerol 9,6% Wydluzanie lancucha 72°C I min.
MgCl, 2 mM DNA
starter AsullR_F 10 pM Koncowe wydluzanie 72°C S min.
starter AsullR_R 10 pM lancucha DNA
polimeraza DNA 1U Przechowywanie 16°C 0 sek.
dejonizowana Dopetniono do mieszaniny
woda objetosci 25 pul
1.1.2. Amplifikacja fragmentu genu AsullM.
Nazwa odczynnika | Stezenie koncowe Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
bufor do 1 x st¢zony etapu
polimerazy Wstepna denaturacja 95°C 2 min.
dNTP’s 0,2 mM Denaturacja 95°C 45 sek.
BSA 10 mg/ml Przylaczanie starterow 56°C 1 min.
Glicerol 9,6% Wydluzanie lancucha 72°C 1 min.
MgCl, 2 mM DNA
starter AsullM_F 10 pM Koncowe wydluzanie 72°C 5 min.
starter AsullM_R 10 pM lancucha DNA
polimeraza DNA 1U Przechowywanie 16°C 0 sek.
dejonizowana Dopetiono do mieszaniny
woda objetosci 25 ul
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1.1.3. Amplifikacja fragmentu genu AvalR.

Nazwa odczynnika

Stezenie koncowe

bufor do
polimerazy
dNTP’s
BSA
Glicerol
MgCl,
starter AvalR_F
starter AvalR_R
polimeraza DNA
dejonizowana

woda

1 x stezony

0,2 mM
10 mg/ml
9,6%
2 mM
10 pM
10 pM
1U
Dopehiono do

objetosci 25 pul

1.1.4. Amplifikacja fragmentu genu AvalM.

Nazwa odczynnika

Stezenie koncowe

bufor do
polimerazy
dNTP’s
BSA
Glicerol
MgCl,
starter AvalM_F
starter AvalM_R
polimeraza DNA
dejonizowana

woda

1 x stezony

0,2 mM
10 mg/ml
9,6%
2 mM
10 pM
10 pM
11U
Dopetniono do

objetosci 25 ul

Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
etapu
Wstepna denaturacja 95°C 2 min.
Denaturacja 95°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 58°C 1 min.
Wydluzanie lancucha 72°C 1 min.

DNA
Koncowe wydluzanie 72°C 5 min.
lancucha DNA
Przechowywanie 16°C 0 sek.
mieszaniny

Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
etapu
Wstepna denaturacja 95°C 2 min.
Denaturacja 95°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 50°C 1 min.
Wydluzanie lancucha 72°C 1 min.

DNA
Koncowe wydluzanie 72°C 5 min.
lancucha DNA
Przechowywanie 16°C 0 sek.
mieszaniny
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1.1.5. Amplifikacja fragmnetu genu NhelR.

Nazwa odczynnika

Stezenie koncowe

bufor do
polimerazy
dNTP’s
BSA
Glicerol
MgCl,
starter NheIR_F
starter NheIR_R
polimeraza DNA
dejonizowana

woda

1 x stezony

0,2 mM
10 mg/ml
9,6%
2 mM
10 pM
10 pM
1U
Dopehiono do

objetosci 25 pul

1.1.6. Amplifikacja fragmentu genu NhelM.

Nazwa odczynnika

Stezenie koncowe

bufor do
polimerazy
dNTP’s
BSA
Glicerol
MgCl,
starter NheIM_F
starter NheIM_R
polimeraza DNA
dejonizowana

woda

1 x stezony

0,2 mM
10 mg/ml
9,6%
2 mM
10 pM
10 pM
1U
Dopetniono do

objetosci 25 ul

Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
etapu
Wstepna denaturacja 95°C 2 min.
Denaturacja 95°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 56°C 1 min.
Wydluzanie lancucha 72°C 1 min.

DNA
Koncowe wydluzanie 72°C 5 min.
lancucha DNA
Przechowywanie 16°C 0 sek.
mieszaniny

Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
etapu
Wstepna denaturacja 95°C 2 min.
Denaturacja 95°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 58°C 1 min.
Wydluzanie lancucha 72°C 1 min.

DNA
Koncowe wydluzanie 72°C 5 min.
lancucha DNA
Przechowywanie 16°C 0 sek.
mieszaniny
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1.1.7. Amplifikacja fragmentu genu HindIIIR.

Nazwa odczynnika Stezenie
koncowe
bufor do polimerazy 1 x stezony
dNTP’s 0,2 mM
BSA 10 mg/ml
Glicerol 9,6%
MgCl, 2 mM
starter HindIIIR_F 10 pM
starter HindIIIR_R 10 pM
polimeraza DNA 1U

dejonizowana woda

Dopetniono do

objetosci 25 pl

1.1.8. Amplifikacja fragmentu genu HindI11M.

Nazwa odczynnika Stezenie
koncowe
bufor do polimerazy 1 x stezony
dNTP’s 0,2 mM
BSA 10 mg/ml
Glicerol 9,6%
MgCl, 2 mM
starter HindIIIM_F 10 pM
starter HindIIIM_R 10 pM
polimeraza DNA 1U

dejonizowana woda

Dopetniono do

objetosci 25 ul

Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
etapu
Wstepna denaturacja 95°C 2 min.
Denaturacja 95°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 56°C 1 min.
Wydluzanie lancucha 72°C 1 min.

DNA
Koncowe wydluzanie 72°C 5 min.
lancucha DNA
Przechowywanie 16°C 0 sek.
mieszaniny

Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
etapu
Wstepna denaturacja 95°C 2 min.
Denaturacja 95°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 56°C 1 min.
Wydluzanie lancucha 72°C 1 min.

DNA
Koncowe wydluzanie 72°C 5 min.
lancucha DNA
Przechowywanie 16°C 0 sek.
mieszaniny
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1.1.9. Amplifikacja fragmentu genu SaclIR.

Nazwa odczynnika

Stezenie koncowe

bufor do
polimerazy
dNTP’s
BSA
Glicerol
MgCl,
starter SaclIR_F
starter SaclIR_R
polimeraza DNA
dejonizowana

woda

1 x stezony

0,2 mM
10 mg/ml
9,6%
2 mM
10 pM
10 pM
1U
Dopetniono do

objetosci 25 pul

1.1.10. Amplifikacja fragmentu genu SaclIM.

Nazwa odczynnika

Stezenie koncowe

bufor do
polimerazy
dNTP’s
BSA
Glicerol
MgCl,
starter SaclIM_F
starter SaclIM_R
polimeraza DNA
dejonizowana

woda

1 x stezony

0,2 mM
10 mg/ml
9,6%
2 mM
10 pM
10 pM
11U
Dopetniono do

objetosci 25 ul

Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
etapu
Wstepna denaturacja 95°C 2 min.
Denaturacja 95°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 56°C I min.
Wydluzanie lancucha 72°C 1 min.

DNA
Koncowe wydluzanie 72°C 5 min.
lancucha DNA
Przechowywanie 16°C 0 sek.
mieszaniny

Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
etapu
Wstepna denaturacja 95°C 2 min.
Denaturacja 95°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 56°C 1 min.
Wydluzanie lancucha 72°C 1 min.

DNA
Koncowe wydluzanie 72°C 5 min.
lancucha DNA
Przechowywanie 16°C 0 sek.
mieszaniny
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1.1.11. Amplifikacja fragmentu genu cas].

Nazwa odczynnika

Stezenie koncowe

bufor do
polimerazy
dNTP’s
BSA
Glicerol
MgCl,
starter casl_F
starter casl_R
polimeraza DNA

dejonizowana

woda

1 x stezony

0,2 mM
10 mg/ml
9,6%
2 mM
10 pM
10 pM
1U
Dopetniono do

objetosci 25 pul

1.1.12. Amplifikcja fragmentu genu cas2.

Nazwa odczynnika

Stezenie koncowe

bufor do
polimerazy
dNTP’s
BSA
Glicerol
MgCl,
starter cas2_F
starter cas2_R
polimeraza DNA

dejonizowana

woda

1 x stezony

0,2 mM
10 mg/ml
9,6%
2 mM
10 pM
10 pM
1U
Dopetniono do

objetosci 25 ul

Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
etapu
Wstepna denaturacja 95°C 2 min.
Denaturacja 95°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 54°C 1 min.
Wydluzanie lancucha 72°C 1 min.

DNA
Koncowe wydluzanie 72°C 5 min.
lancucha DNA
Przechowywanie 16°C 0 sek.
mieszaniny

Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
etapu
Wstepna denaturacja 95°C 2 min.
Denaturacja 95°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 58°C 1 min.
Wydluzanie lancucha 72°C 1 min.

DNA
Koncowe wydluzanie 72°C 5 min.
lancucha DNA
Przechowywanie 16°C 0 sek.
mieszaniny
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1.1.13. Amplifikacja fragmentu genu cmré6.

Nazwa odczynnika

Stezenie koncowe

bufor do
polimerazy
dNTP’s
BSA
Glicerol
MgCl,
starter cmré6_F
starter cmr6_R
polimeraza DNA
dejonizowana

woda

1 x stezony

0,2 mM
10 mg/ml
9,6%
2 mM
10 pM
10 pM
1U
Dopetniono do

objetosci 25 pul

1.1.14. Amplifikacja fragmentu genu csm3.

Nazwa odczynnika

Stezenie koncowe

bufor do
polimerazy
dNTP’s
BSA
Glicerol
MgCl,
starter csm3_F
starter csm3_R
polimeraza DNA
dejonizowana

woda

1 x stezony

0,2 mM
10 mg/ml
9,6%
2 mM
10 pM
10 pM
1U
Dopetniono do

objetosci 25 ul

Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
etapu
Wstepna denaturacja 95°C 2 min.
Denaturacja 95°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 58°C 1 min.
Wydluzanie lancucha 72°C 1 min.
DNA
Koncowe wydluzanie 72°C 5 min.
lancucha DNA
Przechowywanie 16°C 0 sek.
mieszaniny
Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
etapu
Wstepna denaturacja 95°C 2 min.
Denaturacja 95°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 56°C 1 min.
Wydluzanie lancucha 72°C 1 min.
DNA
Koncowe wydluzanie 72°C 5 min.
lancucha DNA
Przechowywanie 16°C 0 sek.
mieszaniny
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1.1.15. Amplifikacja fragmentu genu csm4.

Nazwa odczynnika

Stezenie koncowe

Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
bufor do 1 x stezony
etapu
polimerazy
Wstepna denaturacja 95°C 2 min.
dNTP’s 0,2 mM
Denaturacja 95°C 45 sek.
BSA 10 mg/ml
Przylaczanie starterow 58°C 1 min.
Glicerol 9,6%
Wydluzanie lancucha 72°C 1 min.
MgCl, 2 mM
DNA
starter csm4_F 10 pM
Koncowe wydluzanie 72°C 5 min.
starter csm4_R 10 pM
lancucha DNA
polimeraza DNA 1U
) Przechowywanie 16°C 0 sek.
dejonizowana Dopehiono do
) ) mieszaniny
woda objetosci 25 pul
1.1.16. Amplifikacja fragmentu genu csm3.
Nazwa odczynnika | Stezenie koncowe
bufor do 1 x stezony Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
polimerazy etapu
dNTP’s 0,2 mM Wstepna denaturacja 95°C 2 min.
BSA 10 mg/ml Denaturacja 95°C 45 sek.
Glicerol 9,6% Przylaczanie starterow 52°C 1 min.
MgCl, 2 mM Wydluzanie laficucha 72°C 1 min.
starter csmS_F 10 pM DNA
starter csm5_R 10 pM Koncowe wydluzanie 72°C 5 min.
polimeraza DNA 1U lancucha DNA
dejonizowana Dopetniono do Przechowywanie 16°C 0 sek.
woda objetosci 25 ul mieszaniny
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1.1.17. Amplifikacja fragmentu csm3-csmS5.

Nazwa odczynnika

Stezenie koncowe

bufor do
polimerazy
dNTP’s
BSA
Glicerol
MgCl,
starter csm3_F
starter csmS_R
polimeraza DNA
dejonizowana

woda

1 x stezony

0,2 mM
10 mg/ml
9,6%
2 mM
10 pM
10 pM
1U
Dopetniono do

objetosci 25 pul

Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
etapu
Wstepna denaturacja 95°C 2 min.
Denaturacja 95°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 56°C I min.
Wydluzanie lancucha 72°C 1 min.

DNA
Koncowe wydluzanie 72°C 5 min.
lancucha DNA
Przechowywanie 16°C 0 sek.
mieszaniny

Do kazdej reakcji PCR dodano 1 pl genomowego DNA wyizolowanego z komorek Arthrospira

o stezeniu minimum 50 ng/ pl. W kontroli negatywnej zamiast DNA dodany zostat 1 pl wody

dejonizowane;.

1.2. Amplifikacja fragmentow genow 2z uzyciem DNA szczepow bakteryjnych

wyizolowanych z suplementéw diety Arthrospira oraz suchej biomasy jako matrycy

w reakcji PCR.

1.2.2. Amplifikacja fragmentu operonu ITS L. A.

Nazwa odczynnika Stezenie
koncowe
bufor do polimerazy 1 x stezony
dNTP’s 0,2 mM
BSA 10 mg/ml
Glicerol 9,6%
MgCl, 2 mM
starter 16SF 10 pM
starter CL_I SUB_A 10 pM
polimeraza DNA 1U

dejonizowana woda

Dopetniono do

objetosci 25 pl

Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
etapu
Wstepna denaturacja 95°C 3 min.
Denaturacja 95°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 70°C 2,5 min.
Denaturacja 90°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 65°C 45 sek.
Wydluzanie lancucha 72°C 2 min.
DNA
Koncowe wydluzanie 72°C 7 min.
lancucha DNA
Przechowywanie 16°C 0 sek.
mieszaniny
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1.2.3. Amplifikacja fragmentu operonu ITS I.B.

Nazwa odczynnika Stezenie
koncowe
bufor do polimerazy 1 x stezony
dNTP’s 0,2 mM
BSA 10 mg/ml
Glicerol 9,6%
MgCl, 2 mM
starter 23S5°R 10 pM
starter CL_I_ SUB_B 10 pM
polimeraza DNA 1U

dejonizowana woda

Dopetniono do

objetosci 25 pul

1.2.4. Amplifikacja fragmentu operonu ITS IL.A.

Nazwa odczynnika Stezenie
koncowe
bufor do polimerazy 1 x ste¢zony
dNTP’s 0,2 mM
BSA 10 mg/ml
Glicerol 9,6%
MgCl, 2 mM
starter 16SF 10 pM
starter CL_II_SUB_A 10 pM
polimeraza DNA 1U

dejonizowana woda

Dopetniono do

objetosci 25 pul

Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
etapu
Wstepna denaturacja 95°C 3 min.
Denaturacja 95°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 70°C 2,5 min.
Denaturacja 90°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 65°C 45 sek.
Wydluzanie lancucha 72°C 2 min.
DNA
Koncowe wydluzanie 72°C 7 min.
lancucha DNA
Przechowywanie 16°C 0 sek.
mieszaniny
Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
etapu
Wstepna denaturacja 95°C 3 min.
Denaturacja 95°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 70°C 2,5 min.
Denaturacja 90°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 65°C 45 sek.
Wydluzanie lancucha 72°C 2 min.
DNA
Koncowe wydluzanie 72°C 7 min.
lancucha DNA
Przechowywanie 16°C 0 sek.
mieszaniny
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1.2.5. Amplifikacja fragmentu operonu ITS II.B.

Nazwa odczynnika Stezenie
koncowe
bufor do polimerazy 1 x stezony
dNTP’s 0,2 mM
BSA 10 mg/ml
Glicerol 9,6%
MgCl, 2 mM
starter 23S5°R 10 pM
starter CL_II SUB_B 10 pM
polimeraza DNA 1U
dejonizowana woda Dopetiono do
objetosci 25 pl

1.2.6. Amplifikacja fragmentu operonu ITS III.

Nazwa odczynnika Stezenie
koncowe
bufor do polimerazy 1 x stezony

dNTP’s 0,2 mM

BSA 10 mg/ml
Glicerol 9,6%

MgCl, 1,6 mM
starter 16SF 10 pM
starter CL_III 10 pM

polimeraza DNA 1U

dejonizowana woda

Dopetniono do

objetosci 25 pl

Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
etapu
Wstepna denaturacja 95°C 3 min.
Denaturacja 95°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 70°C 2,5 min.
Denaturacja 90°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 65°C 45 sek.
Wydluzanie lancucha 72°C 2 min.
DNA
Koncowe wydluzanie 72°C 7 min.
lancucha DNA
Przechowywanie 16°C 0 sek.
mieszaniny
Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
etapu
Wstepna denaturacja 94°C 3 min.
Denaturacja 94°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 74°C 2,5 min.
Denaturacja 90°C 45 sek.
Przylaczanie starterow 60°C 45 sek.
Wydluzanie lancucha 72°C 2 min.
DNA
Koncowe wydluzanie 72°C 7 min.
lancucha DNA
Przechowywanie 16°C 0 sek.
mieszaniny
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1.2.7. Amplifikacja regionu 16S rRNA z uzyciem starterow 27f i 1492r.

Nazwa odczynnika Stezenie Etap reakcji Temp. | Czas przebiegu
koncowe etapu
bufor do polimerazy 1 x stezony Wstepna denaturacja 95°C 4 min.
dNTP’s 0,2 mM Denaturacja 94°C 60 sek.
BSA 10 mg/ml Przylaczanie starterow 55°C 60 sek.

Glicerol 9,6%
MgCl, 2 mM Wydluzanie lancucha 72°C 2 min.
starter 27f 10 pM DNA
starter 1492r 10 pM Koncowe wydluzanie 72°C 7 min.
polimeraza DNA 1U lancucha DNA
dejonizowana woda Dopehiono do Przechowywanie 16°C 0 sek.
objetosci 50 pl mieszaniny

Do kazdej reakcji PCR dodano 1 pl genomowego DNA wyizolowanego z izolatow bakterii
symbiotycznych lub suchej biomasy Arthrospira o stezeniu minimum 50 ng/ pul. W kontroli

negatywnej zamiast DNA dodany zostat 1 ul wody dejonizowane;.

1.3.
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ANEKS 2 Tabela 1. Obecnos$¢ zidentyfikowanych genow kodujacych systemy R-M typu [ w sze$ciu genomach Arthrospira, dla ktoérych dostepne sg ORF w

platformie MaGe.

Opis genu

A. maxima CS-328

A. platensis C1

Arthrospira sp. PCC 8005

Arthrospira sp. TJISD091

A. platensis NIES-39

Arthrospira sp. YZ

Enzym restrykcyjny typu I, biatko
specyficznosci EcoKI

ARMACv1 290034

AFDXv1 50111

ARTHROV5 11150

ARTTIJ_v1_390004

Brak wyniku

Brak wyniku

hsdM metylotransferaza DNA

ARMACv1_630013

AFXDvl 50093

ARTHROVS5 11157

ARTTJ v1 380110

Brak wyniku

Brak wyniku

R-M system typu I, podjednostka S

Fragment

Fragment

ARTHROVS_60700

Fragment

NIES39_A06660

Fragment

R-M system typu I, podjednostka R
HsdR

ARMACv1 40057
ARMACv] 40056

AFXDvl 200353

ARTHROVS_60703
ARTHROVS 60704

ARTTJ vI 2460043
ARTTJ vl 2460044

NIES39_A06620

AP285_ 02805

R-M system typu I, podjednostka M
HsdM

ARMACv1_40061

AFXDvl 200357

ARTHROVS 60699

ARTTJ vl 2510043

NIES39_A6670

AP285 25580

Enzym typu I Ecoprl, biatko M
HsdM

ARMACv1_60063

AFDXv1_ 26005

ARTHROv5_50209
ARTHROvS 11311

Brak wyniku

NIES39 1.03180

Obecny

Enzym restrykeyjny typu I,
podjednostka M

ARMACv1_40094

AFXDV1 530268

ARTHROvS5_11613

Brak wyniku

NIES39 103180

AP285_14290

R-M enzym typu I R

ARMACv1_290026

AFXDvl_ 30246

ARTHROv5_11160

ARTTJ_v1_1400037

Brak wyniku

Brak wyniku

Miejscowo-specyficzna
dezoksyrybonukleaza typu z rodziny
HsdR

ARMACv1_40090

AFXDvl 530187

ARTHROv5_11612

ARTTJ_v1_3450054

NIES39 _C00380

AP285_14300

Miejscowo-specyficzna
dezoksyrybonukleaza typu z rodziny
HsdR

ARMACv1_630013

AFXDvl_530185

ARTHROv5_11612

ARTTJ_v1_3450052

NIES39 1.04670

AP285_22405

Miejscowo-specyficzna
dezoksyrybonukleaza typu z rodziny
HsdR

ARMACv1_63013

AFXDvl_530184

ARTHROv5_11612

ARTTIJ_vl_3450051

NIES39 1.03180

AP285_20395

Miejscowo-specyficzna
dezoksyrybonukleaza typu z rodziny
HsdR

ARMACv1_60060

AFXDv1_26009

ARTHROV5_50203

ARTTIJ_v1_1220001

NIES39_003620

AP285_25580

Enzym R-M tpyu I, podjenostka S

Brak wyniku

AFXDvl_530190

Brak wyniku

Brak wyniku

NIES39_C00340

Fragment

Potencjalna endonukleaza
restrykcyjna, podjendostka S

ARMACv1_40060

Fragment

Fragment

ARTTJ vl 2510043

NIES39-A06660

Fragment
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ANEKS 2 Tabela 2. Obecno$¢ zidentyfikowanych gendw kodujacych systemy R-M typu [ w siedmiu genomach Arthrospira, dla ktorych niedostepne sg ORF

w platformie MaGe

Onwis senu Arthrospira sp. Arthrospira sp. Arthrospira sp. Arthrospira sp. A. platensis str. A. fusiformis A. platensis
piS g TJSD092 PCC 9901 09.13 PCC 8006 Paraca CCALA023 PCC7345
Enzym restrykcyjny typu I, . . . . .
bialko specyficznosci EcoKI fragment Brak wyniku fragment Brak wyniku Brak wyniku Brak wyniku Brak wyniku
hsdM metylotransferaza DNA Obecny Brak wyniku obecny Brak wyniku Brak wyniku Brak wyniku Brak wyniku
R-Msystem typlé I, podjednostka Fragment Brak wyniku Fragment Fragment Fragment Fragment Fragment
R-M system tl%f[ﬁls(ll,l{)odjednostka Fragment Brak wyniku Fragment Obecny Obecny Obecny Obecny
R-M system;/[y [;;ls:]’l\l/;()dj ednostka Obecny Brak wyniku Obecny Obecny Obecny Obecny Obecny
Enzym typu II_If;Kf 1, biatke M Obecny Brak wyniku Obecny Obecny Obecny Obecny Obecny
Enzym restrykcyjny typu I, .
podjednostka M Obecny Brak wyniku Obecny Obecny Obecny Obecny Obecny
R-M enzym typu I R Obecny Brak wyniku Obecny Brak wyniku Brak wyniku Brak wyniku Brak wyniku
Miejscowo-specyficzna
dezoksyrybonukleaza typu z Obecny Brak wyniku Obecny Obecny Obecny Obecny Obecny
rodziny HsdR
Miejscowo-specyficzna
dezoksyrybonukleaza typu z Obecny Brak wyniku Obecny Obecny Obecny Obecny Obecny
rodziny HsdR
Miejscowo-specyficzna
dezoksyrybonukleaza typu z Obecny Brak wyniku Obecny Obecny Obecny Obecny Obecny
rodziny HsdR
Miejscowo-specyficzna
dezoksyrybonukleaza typu z Obecny Brak wyniku Obecny Obecny Obecny Obecny Obecny
rodziny HsdR
Enzym R-M tpySu 1, podjenostka Brak wyniku Brak wyniku Brak wyniku Brak wyniku Brak wyniku Fragment Fragment
Potencjalna endonukleaza Fragment Brak wyniku Fragment Fragment Fragment Fragment Fragment

restrykcyjna, podjendostka S
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ANEKS 2. Fotografia 1. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA fragmentu kodujacego
endonukleaze Asull, wielkos¢ produktu 578 pz.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
sciezki oznaczone 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10 nanoszono 10 pl produktu PCR: 2 — Arthrospira platensis
C1, 3 - Arthrospira sp. PCC 8005, 4 — Arthrospira sp. PCC 8006, 5 — Arthrospira platensis str.
Paracas, 6 — Arthrospira platensis PCC 7345, 7 — Arthrospira fusiformis CCALA023, 8 —
Arthrospira sp. PCC 9901, 9 — Arthrospira sp. 09.13 F, 10 — kontrola pozytywna, 11 — kontrola

negatywna.

ANEKS 2. Fotografia 2. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA fragmentu kodujacego
metylotransferaze Asull, wielkos$¢ produktu 594 pz.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10 nanoszono 10 pl produktu PCR: 2 — Arthrospira platensis
C1, 3 - Arthrospira sp. PCC 8005, 4 — Arthrospira sp. PCC 8006, 5 — Arthrospira platensis str.
Paracas, 6 — Arthrospira platensis PCC 7345, 7 — Arthrospira fusiformis CCALA023, 8 —
Arthrospira sp. PCC 9901, 9 — Arthrospira sp. 09.13 F, 10 — kontrola pozytywna, 11 — kontrola

negatywna.
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ANEKS 2. Fotografia 3. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA fragmentu kodujacego
endonukleaze Aval, wielkos¢ produktu 158 pz.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10 nanoszono 10 pl produktu PCR: 2 — Arthrospira platensis
C1, 3 - Arthrospira sp. PCC 8005, 4 — Arthrospira sp. PCC 8006, 5 — Arthrospira platensis str.
Paraca, 6 — Arthrospira platensis PCC 7345, 7 — Arthrospira fusiformis CCALA023, 8 — Arthrospira
sp. PCC 9901, 9 — Arthrospira sp. 09.13 F, 10 — kontrola pozytywna, 11 — kontrola negatywna.

ANEKS 2. Fotografia 4. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA fragmentu kodujacego

metylotransferaze Aval, wielkos¢ produktu 409 pz.

1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 nanoszono 10 pl produktu PCR: 2 — Arthrospira platensis
C1, 3 - Arthrospira sp. PCC 8005, 4 — Arthrospira sp. PCC 8006, 5 — Arthrospira platensis str.
Paracas, 6 — Arthrospira platensis PCC 7345, 7 — Arthrospira fusiformis CCALA023, 8 —
Arthrospira sp. PCC 9901, 9 — Arthrospira sp. 09.13 F, 10 — kontrola pozytywna, 11 — kontrola

negatywna.
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ANEKS 2. Fotografia 5. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA fragmentu kodujacego
endonukleaze Sacll, wielko$¢ produktu 263 pz.

I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10 nanoszono 10 pl produktu PCR: 2 — Arthrospira platensis
C1, 3 - Arthrospira sp. PCC 8005, 4 — Arthrospira sp. PCC 8006, 5 — Arthrospira platensis str.
Paracas, 6 — Arthrospira platensis PCC 7345, 7 — Arthrospira fusiformis CCALA023, 8 —
Arthrospira sp. PCC 9901, 9 — Arthrospira sp. 09.13 F, 10 — kontrola pozytywna, 11 — kontrola

negatywna.

ANEKS 2. Fotografia 6. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA fragmentu kodujacego

metylotransferaze Sacll, wielko$¢ produktu 398 pz.

1 2 3 4 5 o6 7 & 9 10 11 12 13

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 nanoszono 10 pl produktu PCR: 2 — Arthrospira platensis
C1, 3 - Arthrospira sp. PCC 8005, 4 — Arthrospira sp. PCC 8006, 5 — Arthrospira platensis str.
Paracas, 6 — Arthrospira platensis PCC 7345, 7 — Arthrospira fusiformis CCALA023, 8 —
Arthrospira sp. PCC 9901, 9 — Arthrospira sp. 09.13 F, 10 — kontrola pozytywna, 11 — kontrola

negatywna.
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ANEKS 2. Fotografia 7. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA fragmentu kodujacego
endonukleaze Nhel, wielko$¢ produktu 321 pz.

I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
Sciezki oznaczone 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10 nanoszono 10 pl produktu PCR: 2 — Arthrospira platensis
Cl1, 3 - Arthrospira sp. PCC 8005, 4 — Arthrospira sp. PCC 8006, 5 — Arthrospira platensis str.
Paracas, 6 — Arthrospira platensis PCC 7345, 7 — Arthrospira fusiformis CCALA023, 8 —
Arthrospira sp. PCC 9901, 9 — Arthrospira sp. 09.13 F, 10 — kontrola pozytywna, 11 — kontrola

negatywna.

ANEKS 2. Fotografia 8. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA fragmentu kodujacego
metylotransteraze Nhel, wielko$¢ produktu 794 pz.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 nanoszono 10 pl produktu PCR: 2 — Arthrospira platensis
C1, 3 - Arthrospira sp. PCC 8005, 4 — Arthrospira sp. PCC 8006, 5 — Arthrospira platensis str.
Paracas, 6 — Arthrospira platensis PCC 7345, 7 — Arthrospira fusiformis CCALA023, 8 —
Arthrospira sp. PCC 9901, 9 — Arthrospira sp. 09.13 F, 10 — kontrola pozytywna, 11 — kontrola

negatywna.
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ANEKS 2. Fotografia 9. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA fragmentu kodujacego
endonukleaze Hindlll, wielko$¢ produktu 836 pz.

I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
Sciezki oznaczone 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10 nanoszono 10 pl produktu PCR: 2 — Arthrospira platensis
Cl1, 3 - Arthrospira sp. PCC 8005, 4 — Arthrospira sp. PCC 8006, 5 — Arthrospira platensis str.
Paracas, 6 — Arthrospira platensis PCC 7345, 7 — Arthrospira fusiformis CCALA023, 8 —
Arthrospira sp. PCC 9901, 9 — Arthrospira sp. 09.13 F, 10 — kontrola pozytywna, 11 — kontrola

negatywna.

ANEKS 2. Fotografia 10. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA fragmentu

kodujacego metylotransferaze Hindlll, wielko$¢ produktu 724 pz.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10 nanoszono 10 pl produktu PCR: 2 — Arthrospira platensis
C1, 3 - Arthrospira sp. PCC 8005, 4 — Arthrospira sp. PCC 8006, 5 — Arthrospira platensis str.
Paracas, 6 — Arthrospira platensis PCC 7345, 7 — Arthrospira fusiformis CCALA023, 8 —
Arthrospira sp. PCC 9901, 9 — Arthrospira sp. 09.13 F, 10 — kontrola pozytywna, 11 — kontrola

negatywna.
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ANEKS 2. Fotografia 11. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA fragmentu
kodujacego biatko Casl.1, wielkos¢ produktu 375 pz.

I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
Sciezki oznaczone 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10 nanoszono 10 pl produktu PCR: 2 — Arthrospira platensis
Cl1, 3 - Arthrospira sp. PCC 8005, 4 — Arthrospira sp. PCC 8006, 5 — Arthrospira platensis str.
Paracas, 6 — Arthrospira platensis PCC 7345, 7 — Arthrospira fusiformis CCALA023, 8 —
Arthrospira sp. PCC 9901, 9 — Arthrospira sp. 09.13 F, 10 — kontrola pozytywna, 11 — kontrola

negatywna.

ANEKS 2. Fotografia 12. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA fragmentu
kodujacego biatko Cas2.1, wielkos¢ produktu 207 pz.

1 2 3 4 5 o6 7 8 9 10 11 12 13

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 nanoszono 10 pl produktu PCR: 2 — Arthrospira platensis
C1, 3 - Arthrospira sp. PCC 8005, 4 — Arthrospira sp. PCC 8006, 5 — Arthrospira platensis str.
Paracas, 6 — Arthrospira platensis PCC 7345, 7 — Arthrospira fusiformis CCALA023, 8 —
Arthrospira sp. PCC 9901, 9 — Arthrospira sp. 09.13 F, 10 — kontrola pozytywna, 11 — kontrola

negatywna.
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ANEKS 2. Fotografia 13. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA fragmentu
kodujacego biatko Cmr6, wielkos$¢ produktu 428 pz.

I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
Sciezki oznaczone 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9, 10 nanoszono 10 ul produktu PCR: 2 — Arthrospira platensis
Cl1, 3 - Arthrospira sp. PCC 8005, 4 — Arthrospira sp. PCC 8006, 5 — Arthrospira platensis str.
Paracas, 6 — Arthrospira platensis PCC 7345, 7 — Arthrospira fusiformis CCALA023, 8 —
Arthrospira sp. PCC 9901, 9 — Arthrospira sp. 09.13 F, 10 — kontrola pozytywna, 11 — kontrola

negatywna.

ANEKS 2. Fotografia 14. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA fragmentu
kodujacego biatko Csm3, wielkos¢ produktu 390 pz.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10 nanoszono 10 pl produktu PCR: 2 — Arthrospira platensis
C1, 3 - Arthrospira sp. PCC 8005, 4 — Arthrospira sp. PCC 8006, 5 — Arthrospira platensis str.
Paracas, 6 — Arthrospira platensis PCC 7345, 7 — Arthrospira fusiformis CCALA023, 8 —
Arthrospira sp. PCC 9901, 9 — Arthrospira sp. 09.13 F, 10 — kontrola pozytywna, 11 — kontrola

negatywna.
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ANEKS 2. Fotografia 15. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA fragmentu
kodujacego biatko Csm4, wielkos¢ produktu 252 pz.

\

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10 nanoszono 10 pl produktu PCR: 2 — Arthrospira platensis
C1, 3 - Arthrospira sp. PCC 8005, 4 — Arthrospira sp. PCC 8006, 5 — Arthrospira platensis str.
Paracas, 6 — Arthrospira platensis PCC 7345, 7 — Arthrospira fusiformis CCALA023, 8 —
Arthrospira sp. PCC 9901, 9 — Arthrospira sp. 09.13 F, 10 — kontrola pozytywna, 11 — kontrola

negatywna.

ANEKS 2. Fotografia 16. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA fragmentu
kodujacego biatko Csm5, wielkos$¢ produktu 328 pz.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9, 10 nanoszono 10 ul produktu PCR: 2 — Arthrospira platensis
C1, 3 - Arthrospira sp. PCC 8005, 4 — Arthrospira sp. PCC 8006, 5 — Arthrospira platensis str.
Paracas, 6 — Arthrospira platensis PCC 7345, 7 — Arthrospira fusiformis CCALA023, 8 —
Arthrospira sp. PCC 9901, 9 — Arthrospira sp. 09.13 F, 10 — kontrola pozytywna, 11 — kontrola

negatywna.
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ANEKS 2. Fotografia 17. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA fragmentu
kodujacego fragment csm3-csm35, wielkos¢ produktu 2229 pz.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
Sciezki oznaczone 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10 nanoszono 10 pl produktu PCR: 2 — Arthrospira platensis
Cl1, 3 - Arthrospira sp. PCC 8005, 4 — Arthrospira sp. PCC 80006, 5 — Arthrospira platensis str.
Paracas, 6 — Arthrospira platensis PCC 7345, 7 — Arthrospira fusiformis CCALA023, 8 —
Arthrospira sp. PCC 9901, 9 — Arthrospira sp. 09.13 F, 10 — kontrola pozytywna, 11 — kontrola

negatywna.
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ANEKS 2. Fotografia 18. Zdjecie rozdziatu elektroforetycznego na zelu agarozowym analizy
restrykcyjnej z uzyciem enzymu BshNI.).

1 23 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Rozdziatl elektroforetyczny wykonano w 1,2% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2, 5, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19 nanoszono 2 pl genomowego DNA: 2 — DNA faga A, 5
- Arthrospira platensis PCC9438, 7 — Arthrospira sp. PCC 8005, 9 — Arthrospira sp. PCC 8006, 11 —
Arthrospira platensis Paracas PO, 13 — Arthrospira platensis PCC 7345, 15 — Arthrospira fusiformis
CCALAO023, 17 — Arthrospira sp. PCC 9901, 19 — Arthrospira sp. 09.13 F; na $ciezk¢ 3 naniesiono
kontrole negatywng — DNA faga lambda inkubowane z buforem enzymu restrykcyjnego; na $ciezki 4,
6, 8,10, 12, 14, 16, 18, 20 naniesiono 20 pl mieszaniny reakcyjnej z enzymem BshNI: 4 — DNA faga
A, 6 - Arthrospira platensis PCC9438, 8 — Arthrospira sp. PCC 8005, 10 — Arthrospira sp. PCC 8006,
12 — Arthrospira platensis Paracas PO, 14 — Arthrospira platensis PCC 7345, 16 — Arthrospira fusiformis
CCALAO023, 18 — Arthrospira sp. PCC 9901, 20 — Arthrospira sp. 09.13 F.
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ANEKS 2. Fotografia 19. Zdjecie rozdziatu elektroforetycznego na zelu agarozowym analizy
restrykcyjnej z uzyciem enzymu PfI2311.

1 23 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Rozdziatl elektroforetyczny wykonano w 1,2% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2, 5, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19 nanoszono 2 pl genomowego DNA: 2 — DNA faga A, 5
- Arthrospira platensis PCC9438, 7 — Arthrospira sp. PCC 8005, 9 — Arthrospira sp. PCC 8006, 11 —
Arthrospira platensis Paracas PO, 13 — Arthrospira platensis PCC 7345, 15 — Arthrospira fusiformis
CCALAO023, 17 — Arthrospira sp. PCC 9901, 19 — Arthrospira sp. 09.13 F; na $ciezk¢ 3 naniesiono
kontrole negatywna — DNA faga lambda inkubowane z buforem enzymu restrykcyjnego; na $ciezki 4,
6, 8,10, 12, 14, 16, 18, 20 naniesiono 20 pl mieszaniny reakcyjnej z enzymem PfI2311: 4 — DNA faga
A, 6 - Arthrospira platensis PCC9438, 8 — Arthrospira sp. PCC 8005, 10 — Arthrospira sp. PCC 8006,
12 — Arthrospira platensis Paracas PO, 14 — Arthrospira platensis PCC 7345, 16 — Arthrospira fusiformis
CCALAO023, 18 — Arthrospira sp. PCC 9901, 20 — Arthrospira sp. 09.13 F.
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ANEKS 2. Fotografia 20. Zdjecie rozdziatu elektroforetycznego na zelu agarozowym analizy
restrykcyjnej z uzyciem enzymu Bsp1431.

1 23 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,2% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2, 5, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19 nanoszono 2 pl genomowego DNA: 2 — DNA faga A, 5
- Arthrospira platensis PCC9438, 7 — Arthrospira sp. PCC 8005, 9 — Arthrospira sp. PCC 8006, 11 —
Arthrospira platensis Paracas PO, 13 — Arthrospira platensis PCC 7345, 15 — Arthrospira fusiformis
CCALAO023, 17 — Arthrospira sp. PCC 9901, 19 — Arthrospira sp. 09.13 F; na $ciezk¢ 3 naniesiono
kontrolg negatywna — DNA faga lambda inkubowane z buforem enzymu restrykcyjnego; na $ciezki 4,
6, 8,10, 12, 14, 16, 18, 20 naniesiono 20 pl mieszaniny reakcyjnej z enzymem Bsp1431: 4 —- DNA faga
A, 6 - Arthrospira platensis PCC9438, 8 — Arthrospira sp. PCC 8005, 10 — Arthrospira sp. PCC 8006,
12 — Arthrospira platensis Paracas PO, 14 — Arthrospira platensis PCC 7345, 16 — Arthrospira fusiformis
CCALAO023, 18 — Arthrospira sp. PCC 9901, 20 — Arthrospira sp. 09.13 F.
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ANEKS 2. Fotografia 21. Zdjecie rozdziatu elektroforetycznego na zelu agarozowym analizy

restrykcyjnej z uzyciem enzymu Eco88l.

1 23 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,2% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2, 5, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19 nanoszono 2 pl genomowego DNA: 2 — DNA faga A, 5
- Arthrospira platensis PCC9438, 7 — Arthrospira sp. PCC 8005, 9 — Arthrospira sp. PCC 8006, 11 —
Arthrospira platensis Paracas PO, 13 — Arthrospira platensis PCC 7345, 15 — Arthrospira fusiformis
CCALAO023, 17 — Arthrospira sp. PCC 9901, 19 — Arthrospira sp. 09.13 F; na $ciezk¢ 3 naniesiono
kontrole negatywna — DNA faga lambda inkubowane z buforem enzymu restrykcyjnego; na $ciezki 4,
6, 8,10, 12, 14, 16, 18, 20 naniesiono 20 ul mieszaniny reakcyjnej z enzymem Eco881: 4 — DNA faga
A, 6 - Arthrospira platensis PCC9438, 8 — Arthrospira sp. PCC 8005, 10 — Arthrospira sp. PCC 8006,
12 — Arthrospira platensis Paracas PO, 14 — Arthrospira platensis PCC 7345, 16 — Arthrospira fusiformis
CCALAO023, 18 — Arthrospira sp. PCC 9901, 20 — Arthrospira sp. 09.13 F.
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ANEKS 2. Fotografia 22. Zdjecie rozdziatu elektroforetycznego na zelu agarozowym analizy

restrykcyjnej z uzyciem enzymu Hinll.

1 23 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,2% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2, 5, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19 nanoszono 2 pl genomowego DNA: 2 — DNA faga A, 5
- Arthrospira platensis PCC9438, 7 — Arthrospira sp. PCC 8005, 9 — Arthrospira sp. PCC 8006, 11 —
Arthrospira platensis Paracas PO, 13 — Arthrospira platensis PCC 7345, 15 — Arthrospira fusiformis
CCALAO023, 17 — Arthrospira sp. PCC 9901, 19 — Arthrospira sp. 09.13 F; na $ciezk¢ 4 naniesiono
kontrole negatywna — DNA faga lambda inkubowane z buforem enzymu restrykcyjnego; na $ciezki 4,
6,8,10, 12, 14, 16, 18, 20 naniesiono 20 ul mieszaniny reakcyjnej z enzymem Hinl1l: 3 — DNA faga A,
6 - Arthrospira platensis PCC9438, 8 — Arthrospira sp. PCC 8005, 10 — Arthrospira sp. PCC 8006, 12
— Arthrospira platensis Paracas PO, 14 — Arthrospira platensis PCC 7345, 16 — Arthrospira fusiformis
CCALAO023, 18 — Arthrospira sp. PCC 9901, 20 — Arthrospira sp. 09.13 F.
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ANEKS 2. Fotografia 23. Zdjecie rozdziatu elektroforetycznego na zelu agarozowym analizy
restrykcyjnej z uzyciem enzymu Mph11031.

1 23 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,2% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2, 5, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19 nanoszono 2 pl genomowego DNA: 2 — DNA faga A, 5
- Arthrospira platensis PCC9438, 7 — Arthrospira sp. PCC 8005, 9 — Arthrospira sp. PCC 8006, 11 —
Arthrospira platensis Paracas PO, 13 — Arthrospira platensis PCC 7345, 15 — Arthrospira fusiformis
CCALAO023, 17 — Arthrospira sp. PCC 9901, 19 — Arthrospira sp. 09.13 F; na $ciezk¢ 3 naniesiono
kontrole negatywng — DNA faga lambda inkubowane z buforem enzymu restrykcyjnego; na $ciezki 4,
6, 8,10, 12, 14, 16, 18, 20 naniesiono 20 pl mieszaniny reakcyjnej z enzymem Mph11031: 4 — DNA
faga A, 6 - Arthrospira platensis PCC9438, 8 — Arthrospira sp. PCC 8005, 10 — Arthrospira sp. PCC
80006, 12 — Arthrospira platensis Paracas PO, 14 — Arthrospira platensis PCC 7345, 16 — Arthrospira
Sfusiformis CCALAO023, 18 — Arthrospira sp. PCC 9901, 20 — Arthrospira sp. 09.13 F.
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ANEKS 2. Fotografia 24. Zdjecie rozdziatu elektroforetycznego na zelu agarozowym analizy

restrykcyjnej z uzyciem enzymu Nhel.

1 23 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,2% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2, 5, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19 nanoszono 2 pl genomowego DNA: 2 — DNA faga A, 5
- Arthrospira platensis PCC9438, 7 — Arthrospira sp. PCC 8005, 9 — Arthrospira sp. PCC 8006, 11 —
Arthrospira platensis Paracas PO, 13 — Arthrospira platensis PCC 7345, 15 — Arthrospira fusiformis
CCALAO023, 17 — Arthrospira sp. PCC 9901, 19 — Arthrospira sp. 09.13 F; na $ciezk¢ 3 naniesiono
kontrole negatywng — DNA faga lambda inkubowane z buforem enzymu restrykcyjnego; na $ciezki 4,
6, 8,10, 12, 14, 16, 18, 20 naniesiono 20 pl mieszaniny reakcyjnej z enzymem Nhel: 4 — DNA faga A,
6 - Arthrospira platensis PCC9438, 8 — Arthrospira sp. PCC 8005, 10 — Arthrospira sp. PCC 8006, 12
— Arthrospira platensis Paracas P0, 14 — Arthrospira platensis PCC 7345, 16 — Arthrospira fusiformis
CCALAO023, 18 — Arthrospira sp. PCC 9901, 20 — Arthrospira sp. 09.13 F.
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ANEKS 2. Fotografia 25. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA wyizolowanego z
suplementow diety Arthrospira z Indii oraz Mongolii regionow ITS LA.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2-10 nanoszono 10 pl produktu PCR: 2 — Indie 1, 3 — Indie 2, 4 — Indie 3, 5 —
Indie 4, 6 — Mongolia 1, 7— Mongolia 2, 8 — Mongolia 3, 9 — Mongolia 4, 10 — Kontrola pozytywna
Arthrospira platensis PCC 9438, 11 — kontrola negatywna.

ANEKS 2. Fotografia 26. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA wyizolowanego z

suplementow diety Arthrospira z Indii oraz Mongolii regionéw ITS 1.B.

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2-10 nanoszono 10 pl produktu PCR: 2 — Indie 1, 3 — Indie 2, 4 — Indie 3, 5 —
Indie 4, 6 — Mongolia 1, 7 — Mongolia 2, 8 — Mongolia 3, 9 — Mongolia 4, 10 — Kontrola pozytywna
Arthrospira sp. PCC 8005, 11 — kontrola negatywna.
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ANEKS 2. Fotografia 27. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA wyizolowanego z

suplementow diety Arthrospira z Indii oraz Mongolii regionow ITS ILA.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2-10 nanoszono 10 pl produktu PCR: 2 — Indie 1, 3 — Indie 2, 4 — Indie 3, 5 —
Indie 4, 6 — Mongolia 1, 7 — Mongolia 2, 8 — Mongolia 3, 9 — Mongolia 4, 10 — Kontrola pozytywna
Arthrospira sp. CCALA030, 11 — kontrola negatywna.

ANEKS 2. Fotografia 28. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA wyizolowanego z

suplementow diety Arthrospira z Indii oraz Mongolii regionéw ITS II.B.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2-10 nanoszono 10 pl produktu PCR: 2 — Indie 1, 3 — Indie 2, 4 — Indie 3, 5 —
Indie 4, 6 — Mongolia 1, 7 — Mongolia 2, 8 — Mongolia 3, 9 — Mongolia 4, 10 — Kontrola pozytywna
Arthrospira fusiformis CCALA023, 11 — kontrola negatywna.
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ANEKS 2. Fotografia 29. Rozdziat elektroforetyczny amplifikacji DNA wyizolowanego z

suplementow diety Arthrospira z Indii oraz Mongolii regionéw ITS III.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Rozdziat elektroforetyczny wykonano w 1,0% zelu agarozowym. 1 — wzorzec masowy 500 bp; na
$ciezki oznaczone 2-7 nanoszono 10 pl produktu PCR: 2 — Indie 2, 3 — Indie 4, Mongolia 3, 5 —
Mongolia 4, 6 — Kontrola pozytywna Arthrospira sp. PCC 9901, 7 — kontrola negatywna.
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ANEKS 3. Tabela 1. Zmiana ekspresji gendow szczepu Arthrospira sp. PCC 8005 poddanego dziataniu promieniowania gamma w dawce 3200
Gy 15000 Gy, FC - fold change; PV - p-value; ig - region miedzygenowy (ang. Intergenic Region). Kolor zielony oznacza supresj¢ genu, kolor

czerwony nadekspresje wzgledem kontroli.
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gen ORF Arthrospira sp. PCC 8005 T FC 3200Gy T PV _3200Gy T FC_5000Gy T_PV_5000Gy

AsullM ARTHROVS 10253 -0,169040923  0,60071712  -0,025085962  0,936732433

AsullR ARTHROVS 10254 0,101949997  0,704027064  0,264606408  0,218750378

AvallIR ARTHROVS 10379 0,254199485  0,606810528  -0,306593963  0,458470042

AvallIR ARTHROVS 10380 -0,070691228  0,860220797  0,172647046  0,558591499

AvallIM ARTHROVS 10381 -0,623430141  0,152281253  -0,14622352  0,717109776

NhelM ARTHROVS 10855 0,427983455  0,72600083 | 0,712580909 | 0,459079178

. NhelR ARTHROVS 10857 -0,352355448  0,778516087  0,139837519  0,897245057
E SplIR ARTHROVS 11169 0,266990498 0,218790401
% SplIM ARTHROVS 11170 0,431944089 - 0,394084187
%, HindlIIM ARTHROVS 11224 -0,568146798  0,23061455  -0,058557749  0,90232124
;:l HindlIIIR ARTHROVS 11225 -0,087307076  0,866181476  0,077785395  0,849358699
E HgiCIM ARTHROVS 40640 0,762072509 | 0,112925536 = 0,557034767 @ 0,187285665
E HgiCIR ARTHROVS_ 40641 -0,752010299  0,201503843  -0,045495673  0,940270902
= BinIR ARTHROV5 60389 -0,127498725  0,84379776 _ 0,008238633
MbolR ARTHROVS 60398 -0,301269545  0,635965499 _ 0,088563186

AvalR ARTHROVS_60568 0,446116866  0,289098957  0,297264548  0,422854352

AvalR ARTHROV5_60569 0,477876482  0,451713091 _ 0,040996661

AvaIM ARTHROV5_60570 0,541944452  0,421802469 _ 0,010100149

AcyIM ARTHROV5_60966 0,05986536  0,889722352  -0,250900372  0,409934427

AcyIR ARTHROV5_60967 -0,583077775  0,423772373  0,259592274  0,696472016




se)/AdSTID Audd

gen ORF Arthrospira sp. PCC 8005
casl.3 ARTHROVS 11910
casl.3 ARTHROVS 11910 ARTHROvS 11911 ig
casl.3 ARTHROvVS 11911

cmr6 ARTHROvVS 11916

cmrd ARTHROVS 11918

cmrd ARTHROVS 11920

cmr2 ARTHROvVS 11922
cas2.2 ARTHROVS 40675 ARTHROvVS5 40676 ig
cas2.1 ARTHROVS 40676
casl.2 ARTHROV5 40678
casl.1 ARTHROVS 40678 ARTHROvVS5 40679 ig
csm3 ARTHROVS 40690

csm3 ARTHROVS 40690 ARTHROvVS5 40691 ig
csx10 ARTHROVS 40692

csm3 ARTHROVS 40693

cmr2 ARTHROVS 40694

csmd ARTHROVS 40716

csm4 ARTHROVS 40717

csm3 ARTHROVS 40718

csm2 ARTHROVS_40719

csm2 ARTHROVS_40719_ARTHROv5 40720 ig
csml ARTHROVS 40720

csml ARTHROVS 40720 ARTHROv5 40721 ig

T _FC 3200Gy T PV _3200Gy T_FC_5000Gy T _PV_5000Gy

0,826886108

0,098972012

-0,377544832
-0,081161925
0,877491232

0,285468176
0,701124631
0,744320671
0,734100311
0,352503017
0,870521621
0,522107672
0,640650314
0,368546751
0,122480769
1,199533289
0,331956451
0,178273006

0,134517757
0,22318778

0,872611856
0,183271022
0,704558962
0,962805226
0,087540492
0,013743083
0,004902025
0,02737537

0,408597611
0,261061891
0,605563396
0,15421149

0,4715652

0,136009486
0,416063242
0,183271022
0,693264453
0,921895677
0,033775695
0,467556178
0,75356875

-0,341613093
-0,171554763
0,009578854
0,064993026
-0,082578115

-0,007141863

1,165125354

0,216917325

0,858853817
0,797768746

1,189140336

0,089360228

0,631754559

0,78548822
0,790325784
0,98547484
0,928046361
0,928491792
0,300356711
0,988942142
0,031204271
0,020548412
0,098917618
0,473571403
0,00668177
0,062538548
0,070381312
0,071219124
0,013823144
0,046792742
0,006495736
0,017953012
0,005916005
0,000792064
0,836303422
0,157659299
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ANEKS 4. Tabela 1. Charakterystyka morfologiczna, biochemiczna 1 genetyczna 45 izolatow bakteryjnych uzyskanych z siedmiu preparatow z suchg biomasa
Arthrospira dostepnych na polskim rynku, n/w — nie wykonano.

Wzrost Wzrost  Wzrost
Wzrost na
. na na na Wzrost na Wzrost na . Obraz w . .
Nr . Pochodzenie (firma . . . . . podtoiu L Analiza sekwencyjna
izolatu Akronim produkujgca, kraj) podtoiu  podloiu poditoiu podtoiu podtoiu Halomonas barwieniu fragmentu 168 rRNA
’ z /4 MYP  MacConkeya Chapmana . Grama
Medium
ksylozg ramnozg  Agar
Biogate Polden, . 85,3% Bacillus horkoshii
1 CHIN 1 Chiny + + n/w - + + Gram (+) laseczki strain FTIAT-29190
> | cHIN2 Blog?ﬁ;glden’ N + n/w i + + Gram (+) laseczki  74,2% Bacillus sp. NT N86
Biogate Polden, 64,3% Rhodobaca
+ + - + + -
3 CHIN 3 Chiny nw Gram (-) pateczka barguzinensis VKM B-2406
Biogate Polden, . . 99,5% Roseinatronobacter
4 CHIN 4 Chiny + + n/w - + + nieokreslony sp. LCOSP24
Biogate Polden, Gram (-) 99,6% Roseinatronobacter
) CHIN S Chiny + + n/w - * * pateczki sp. LCO5P24
Biogate Polden, Gram (-) 88,6% Roseinatronobacter
- + - + +
0 CHIN'G Chiny n/w pateczki sp. MOL1.10
7 CHIN 7 Blogaétﬁiislden, + + n/w - + + Gram (+) laseczki ~ 98% Bacillus pseudofirmus
8 CHIN 8 Blog?ﬁiiglden’ + + n/w - + + Gram (+) laseczki ~ 99,8% Bacillus sp. LCP66
93% Bacillus
9 Us1 Cyanotech, USA + + n/w - + + Gram (+) laseczki agaradhaerens strain
NPST-R/ Bacillus sp. S2
. 99,0% Bacillus
10 US 2 Cyanotech, USA + + n/w - + + Gram (-) laseczki pseudofirmus MM4
. 99,8% Bacillus
+ + - + + + ’
11 US 3 Cyanotech, USA n/w Gram (+) laseczki agaradhaerens FIAT-44719
. 88,2 % Bacillus sp.
12 US 4 Cyanotech, USA + + n/w - + + Gram (+) laseczki MARS09
Gram (+) 87,8 % Roseinatronobacter
13 US 5 Cyanotech, USA + + n/w - - + pateczki sp. MOL1.10
. Gram (+) 93,7% Roseinatronobacter
+ + - + +
14 MON 1  Norland, Mongolia n/w pateczki sp. LCOSP24
. . 69,3% Roseinatronobacter
- + - - + + ’
15 MON 2  Norland, Mongolia n/w Gram (+) laseczki sp. LCO5P24
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Wzrost Wzrost Wzrost

Wzrostu na
. na na na Wzrost na Wzrost na . Obraz w . .
Nr . Pochodzenie (firma . . . . . podtoiu L Analiza sekwencyjna
izolatu Akronim produkujgca, kraj) podloiu  podloiu podtoiu podtoiu podtoiu Halomonas barwieniu fragmentu 168 rRNA
z /4 MYP  MacConkeya Chapmana . Grama
medium
ksylozg ramnozg  Agar
16 MON 3  Norland, Mongolia + + n/w - + + Gram (+) laseczki ~ 98,9% Bacillus sp. LCP66
17 MON 4  Norland, Mongolia + + n/w - + + Gram (+) laseczki 99,8% Bacillus sp. G47
18 MON 5  Norland, Mongolia + + n/w - + + nieokreslony 99,9% Baczélg; sp- JAMB-
Parry . 98,4% Uncultured
19 IND Al Nutrz;;zlilgcals, + + + n/w + + Gram (-) pateczki bacterium clone TX1A_64
Parry
20 IND A2 Nutraceuticals, + + + n/w + + Gram (-) pateczki  98,6% Halomonas sp. Ap-5
Indie
Parry 0
21 IND A3 Nutrz;;zlil;icals, + + + n/w + + Gram (-) pateczki bac tzgfnf)clljcﬂlc;}lfl)l(rfi_ 64
Parry
22 IND B1 Nutraceuticals, + + + n/w + + Gram (-) pateczki  99,3% Halomonas sp. Ap-5
Indie
Parry
23 IND B2 Nutraceuticals, + + + n/w + + Gram (-) pateczki ~ 97% Halomonas sp. Ap-5
Indie
Parry
24 IND B3 Nutraceuticals, + + + n/w + + Gram (-) pateczki  98,7% Halomonas sp. Ap-5
Indie
Parry
25 IND C1 Nutraceuticals, + + + n/w + + Gram (-) pateczki  97,7% Halomonas sp. Ap-5
Indie
Parry
26 IND C2 Nutraceuticals, + + + n/w + + Gram (-) pateczki  99,0% Halomonas sp. Ap-5
Indie
Parry
27 IND C3 Nutraceuticals, + + + n/w + + Gram (-) pateczki  99,0% Halomonas sp. Ap-5
Indie
Parrx . 94,6% Uncultured
28 IND D1 Nutrz}izlilélcals, + + + n/w + + Gram (-) pateczki bacterium clone TX1A_64
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Wzrost Wzrost  Wzrost
Wzrostu na
. na na na Wzrost na Wzrost na . Obraz w . .
Nr . Pochodzenie (firma . . . . . podtoiu L Analiza sekwencyjna
i-olatu Akronim rodukujgca, kraj) podloiu  podloiu podtoiu podtoiu podtoiu Halomonas barwieniu fragmentu 168 rRNA
¢ p yacd, ki z /4 MYP  MacConkeya Chapmana . Grama 8
medium
ksylozg ramnozg  Agar
Parry 0
29 IND D3 Nutraceuticals, + + + n/w + + Gram (-) pateczki 97,3% Halomonas sp.
: LARO5P7
Indie
30 PAK A2 Gre;;lk];::tze;nce, + + + n/w + + Gram (-) pateczki  99,1% Halomonas sp. Ap-5
Green Essence, . 95,0% Halomonas sp.
31 PAK A3 Pakistan + + + n/w + + Gram (-) pateczki LARO5P7
Green Essence, . 99,7% Uncultured
32 PAK BI Pakistan * - " nw " - Gram (-) pateczki bacterium clone TX1A 64
Green Essence, Gram (+) 96,9% Uncultured
33 PAK B2 Pakistan * - " nw " - pateczki bacterium clone TX1A 64
34 PAK B3 Green Essence, + + + n/w + + Gram (+.) 97,2% Halomonas sp. Ap-5
Pakistan pateczki
Green Essence, Gram (+) 98.,2% Halomonas sp.
3 PAK CI Pakistan - " " nw " " pateczki LAROS5P7
Green Essence, . 93,8% Halomonas
36 PAK C2 Pakistan - - - n/w - - Gram (-) pateczki campaniensis strain HN22
37 PAK C3 Green Essence, + + + n/w + + Gram (-) pateczki  99,1% Halomonas sp. Ap-5
Pakistan
38 PAK D1 Green Essence, + + + n/w + + Gram (-) pateczki  99,0% Halomonas sp. Ap-5
Pakistan
39 PAK D2 Green Essence, + + + n/w + + Gram (-) pateczki  98,8% Halomonas sp. Ap-5
Pakistan
40 PAK D3 Gre;x;kl;::tierlnce, + + + n/w + + Gram (-) pateczki  98,2% Halomonas sp. Ap-5
41 TAJ A2 Febico, Tajwan + + + n/w + + Gram (-) pateczki  99,1% Halomonas sp. Ap-5
. . . 99,7% Uncultured
42 TAJ A3 Febico, Tajwan + + + n/w + + Gram (-) pateczki bacterium clone TX1A 64
43 TAJ B1 Febico, Tajwan + + + n/w + + Gram (-) pateczki  98,2% Halomonas sp. Ap-5
44 TAJ B2 Febico, Tajwan + + + n/w + + Gram (-) pateczki  99,0% Halomonas sp. Ap-5
45 TAJ C3 Febico, Tajwan + + + n/w + + Gram (-) pateczki  98,9% Halomonas sp. Ap-5
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ANEKS 5. Rycina 1. Graficzne przedstawienie zidentyfikowanych elementéw systemow R-M wygenerowane z wykorzystaniem platformy REBASE dla genomu
Arthrospira sp. PCC 8005. Kolor szary przedstawia zidentyfikowane ORF o niskim podobienstwie, hipotetyczny element R-M; zielony — biatka regulatorowe;
niebieski — metylotransferazy; r6zowy endonukleazy; rézowo-niebieski — metylotransferaz¢ wraz z endonukleaza; zielono-zo6tty — biatka specyficznosci; brazowy
— R-M typu [; pomaranczowy — R-M typu II; zotty — R-M typu IlI; biekitny — inne struktury.

Arthrospira species PCC 8005

[index] - [circular] - [list] - [summary] - [report]
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ANEKS 5. Rycina 2. Graficzne przedstawienie zidentyfikowanych elementow systemow R-M wygenerowane z wykorzystaniem platformy REBASE dla genomu
Arthrospira platensis NIES-39. Kolor szary przedstawia zidentyfikowane ORF o niskim podobienstwie, hipotetyczny element R-M; zielony — biatka
regulatorowe; niebieski — metylotransferazy; ré6zowy endonukleazy; rézowo-niebieski — metylotransferaz¢ wraz z endonukleaza; zielono-zotty — bialka
specyficznosci; brazowy — R-M typu [; pomaranczowy — R-M typu II; z6ity — R-M typu III; biekitny — inne struktury.

Arthrospira platensis NIES-39
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ANEKS 5. Rycina 3. Graficzne przedstawienie zidentyfikowanych elementow systeméw R-M wygenerowane z wykorzystaniem platformy REBASE dla genomu
Arthrospira sp. TISD092. Kolor szary przedstawia zidentyfikowane ORF o niskim podobienstwie, hipotetyczny element R-M; zielony — biatka regulatorowe;
niebieski — metylotransferazy; r6zowy endonukleazy; rézowo-niebieski — metylotransferaz¢ wraz z endonukleazg; zielono-zo6tty — biatka specyficznosci; brazowy
— R-M typu [; pomaranczowy — R-M typu II; zotty — R-M typu IlI; biekitny — inne struktury.

Arthrospira species TJSD092
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M.Asp920RFYP
Asp920RFTP M.AspI20RFAP

%"W“ “m‘mﬁh,m M.AspI20RFEP

@y, M.AspI20RFILP
M.ASp3ZDndDP (&
M. AspI20RFRP s
M. ASp20RFUP g %

&y,
// % AspI2ORFH1P
/%am .AspI20RFGP

M.AspI20RFG1P

M. AspSZORFXP : / <, M.AspIZORFF 1P
Asp920RFOP E b.aH MEEE = & M. AspIZORFE1P
b TooeonaE X AspS20RFD1P

M.Asp320RFC 1P
P, Asp3eaRFIP
S M. AspI20RFJP
ﬁsp‘BZDRFBlP

'fqa

M.Asp920RFZP % /
®

M. AspI2ORFYP g
Asp920RFPP ®
M.ﬂspSZDRFRlP% g
7 Q@
M.AspI20RFOP - " .0 g

M.AspS20RFLFP
I Control prot [ Fused RM ‘ Type 1 Iy not tested

B Methylase [ Specificity ‘ Type 11
I Restriction Type III

189



ANEKS 5. Rycina 4. Graficzne przedstawienie zidentyfikowanych elementéw systemow R-M wygenerowane z wykorzystaniem platformy REBASE dla genomu
Arthrospira platensis YZ. Kolor szary przedstawia zidentyfikowane ORF o niskim podobienstwie, hipotetyczny element R-M; zielony — biatka regulatorowe;
niebieski — metylotransferazy; r6zowy endonukleazy; rézowo-niebieski — metylotransferaz¢ wraz z endonukleaza; zielono-zo6tty — biatka specyficznos$ci; brazowy
— R-M typu [; pomaranczowy — R-M typu II; zotty — R-M typu III; biekitny — inne struktury.

Arthrospira platensis YZ

[index] - [circular] - [list] - [summary] - [repori]

ApLYZORFZSTSE \ ao1vzoRF282sP
M. AplYZORF28525P M@«@WWW ApLYZORF3075P

A V. M.AplYZORF3865P
M.ApLYZORF26595P " M.AplY20RF3985P
AplYZORFAP A

*g:“,
M.AplYZORF25830P & %&g-ﬂplYZDRF‘!MOP
%.ﬂplYZDRF‘I?OSP

M. ApLYZORF 19040P % \{ﬁ
% %" AplYZORF108156P
M.AplYZORF18635P ©
AplYZORF17460P &
%'&. it

M.AplYZ0RF25135P J
y ) i\ A
e mems 404 B " M.AplYZORFBP

M.AplYZORF24850P f
M.AplYZORF16145P
F M AplvzoRF15s20p M- ARLYZORF14075P

M.AplYZORF23200P 3

AplYZMrrP § 6.52 Mhases

& 5406 ORFs
M.AplYZORF21890F &=

[ ORF I Restriction ‘ Type T [ not tested
I Control prot [ Fused RM @ Type 11
B Hethylase [ Specificity ‘ Other

190



