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АНОТАЦІЯ 
Протягом 2021 року були проведені дослідження геному Bacillus velezensis ONU 553 методами повного геномного аналізу на базі Біотехнологічного науково-навчального центра при ОНУ імені І.І. Мечникова. Для визначення біотехнологічного потенціалу штаму було досліджено його антагоністичну активність. Дослідження наявності кластерів вторинних метаболітів було проведено з використанням програми antiSMASH. За результатами бластовання було обрано 11 геномів, що відносяться до оперативної групи B. amyloliquefaciens (OGBa), які були досліджені біоінформаційнимим методами. Пангеномний аналіз підтвердив, що геном Bacillus velezensis ONU 553 має відкритий геном, що надає впевненності у біотехнологічному потенціалі обранного штаму. Проведений дизайн праймерів з їхнім подальшим використанням у ПЛР підтвердили наявність у штамі Bacillus velezensis ONU 553 унікальних кластерів генів.
Дипломну роботу «Оцінка біотехнологічного потенціалу продуцента антимікробних речовин Bacillus velezensis ONU 553 методами повного геномного аналізу» викладено на 89 сторінках друкованого тексту, вона включає 28 рисунків та 11 таблиць. Наведено посилання на 139 джерел літератури (1 кирилицею та 138 латиницею).
Ключові слова: Bacillus velezensis, антагоністична активність, біоінформаційні методи, ПЛР діагностика

Genomic research of Bacillus velezensis strain ONU 533 was conducted in the scope of the year 2021 via whole genome analysis methods. The strain’s antagonistic activity was researched in order to evaluate the its biotechnological potential. Analysis of secondary metabolites presense was conducted via antiSMASH program. In accordance with the BLAST results 11 genomes of the operational group B. amyloliquefaciens (OGBa) were selected for further bioinformatical analysis. Pangenome analysis confirmed that B. velezensis strain ONU 553 has an open genome, which further implicates biotechnological potential of the selected strain. Both primer design and its further application in PCR confirmed the presence of unique gene clusters in B. velezensis strain ONU 553 genome.
[bookmark: _GoBack]Diploma thesis is expounded on 89 pages, it contains 28 figures and 11 tables. It provides links to 139 references (1 cyrillic and 138 latinic).
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АМП – антимікробні пептиди;
АМР – антимікробні речовини;
ДНК – дезоксирибонуклеїнова кислота;
ПЛР – полімеразна ланцюгова реакція;
РНК – рибонуклеїнова кислота;
рРНК – рибосомальна рибонуклеїнова кислота;
тРНК – транспортна рибонуклеїнова кислота;
LP – ліпопротеїди;
NRP – нерибосомальні протеїни;
NRPS – NRP-синтетази;
PK – полікетиди;
PKS – PK-синтетази;
RP – рибосомальні протеїни;
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Bacillus velezensis – це новий вид Bacillus, що відноситься до оперативної групи B. amyloliquefaciens (OGBa), який широко досліджується і використовується через його пряму або непряму рістстимулюючу активність по відношенню до багатьох рослин і антимікробну активність по відношенню до умовно-патогенних мікроорганізмів [Min et al., 2018].

B. velezensis ONU 553 був ізольований з глибоководних донних відкладень Чорного моря, хоча основна частина вивчених штамів Bacillus velezensis була виділена з ризосфери ґрунту яблунь та інших рослин. Ці штами можуть безпосередньо сприяти зростанню рослин, стимулюючи збільшення їхньої біомаси, сприяти засвоєнню поживних речовин, підвищувати родючость ґрунту, впливати на структуру мікробного співтовариства ґрунту і зменшення різноманітності грибів [Palermo et al., 2013; Sumi et al., 2015; Lee and Lee, 2015; Scocchi et al., 2016; Wolf and Mascher, 2016; Scocchi et al., 2016; Grassi et al., 2017].
Знання про можливості біоконтролю таких штамів необхідні для перетворення цих знань у розробку більш ефективних агентів біоконтролю та біодобрив. Постійно розширюються дослідження генома B. velezensis  та B. amyloliquefaciens, які демонструють величезне збільшення у штамів нових кластерів вторинних метаболітів, які грають ключову роль в придушенні патогенів та стимулюванні зростання рослин ) [Caulier et al., 2019]. 
Поширюються комп’ютерні можливості обробки та аналізу геномних даних, складу геномів цільових штамів, визначення областей геномної пластичності, які формують структуру і функцію цих геномів і управляють адаптацією штаму до різних нішей. За останніми даними було показано, що оперативна група B. amyloliquefaciens (OGBa) страждає від таксономічної неточності, яка затуманює дебати про міжштамову різноманітність і динаміку генома, має відкритий геном, що сприє розповсюдженю нових гені в геномі і також впливає на адапатаційні можливості штамів. Також було показано, що ці штами мають вражаючий арсенал вторинних метаболітів і продуктів, велику кількість так званих кластерів генів, тобто біосинтетичних кластерів, для яких відповідні метаболіти ще невідомі, і мають адинамічний пан-геном з додатковим геномом, багатим вторинними метаболітами [Anguita-Alonso et al., 2005; Magnet and Blanchard, 2005; Mingeot-Leclercq et al., 1999; Vakulenko and Mobashery, 2003].
Метою роботи було дослідження геному B. velezensis ONU 553 методами повного геномного аналізу.
Для досягнення вказаної мети вирішувались наступні завдання:
1.Дослідження антимікробної активності штаму B. velezensis ONU 553 по відношенню до умовно-патогених штамів індикаторів;
2. Проведення біоінформатичного аналізу геному B. velezensis ONU 553;
3. З отриманою послідовностью унікальних кластерів генів B. velezensis ONU 553 провести дизайн відповідних праймерів та ПЛР.
Об’єкт дослідження – геном штаму B. velezensis ONU 553. 
Предмет дослідження – кластери генів штаму B. velezensis ONU 553
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Бактерії – практично невичерпне джерело отримання багатьох життєве важливих субстанцій, в тому числі і цілого ряду добре відомих антимікробних речовин (АМP). При скринінгу і відборі природних штамів для використання в якості продуцентів біологічно активних речовин в першу чергу звертають увагу на їх нешкідливість для людини і тварин, відсутність «острівців» патогенності та ентеротоксинів в їх геномі [Tschape et al., 1997; Vasil'ev et al., 2013].
Серед найвідоміших та найкраще вивчених продуцентів АМР перше місце займають представники групи Bacillus ssp. до якої входить майже 377 видів грампозитивних паличкоподібних бактерій (останнє оновлення в січні 2019 г.) [Caulier et al., 2019]. Їхні здатність утворювати ендоспори, різноманітність фізіологічних властивостей, а також здатність виробляти численні антимікробні сполуки сприяють їхньому поширенню в ґрунті, водному середовищі, їжі і мікробіоті кишківника членистоногих і ссавців [Nicholson, 2002].
Чотири вихідних виду групи (Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus і Bacillus amyloliquefaciens) були виявлені понад 40 років тому [Gordon et al., 1973; Priest et al., 1987]. З тих пір еволюція їхніх молекулярних, хемотаксономічних і фізіологічних характеристик призвела до регулярних переоцінок і перепису безлічі нових видів і підвидів [Fan et al., 2017] (рис. 1).
[image: https://www.frontiersin.org/files/Articles/435128/fmicb-10-00302-HTML/image_m/fmicb-10-00302-g001.jpg]
Рис. 1. Хронологія появи видів з роду B. subtilis. Види класифікуються відповідно до їхньої спорідненості з найближчим початковим членом групи (сірі прямокутники) [Caulier et al., 2019].

Для будь-якого штаму групи B. subtilis на даний час встановлено, що не менше ніж 4-5% його геному присвячені виробництву АМР [Stein, 2005], які є здебільшого антимікробними пептидами (АМП). Їх структури зазвичай циклічні, гідрофобні і містять специфічні фрагменти, такі як D-амінокислоти (AA) або внутрішньомолекулярні тіоефірні зв'язки.
Поліпептидні антибіотики, які продукують представники роду Bacillus, набувають все більшого значення для біотехнології та медичних досліджень. До видів, які продукують антибіотики, відносяться B. subtilis, B. polymyxa, B. brevis, B. licheniformis, B. circans, B. cereus. Поліпептидні антибіотики, які продукують Bacillus, і які вже використовуються в лікувальних цілях, – бацитрацин, граміцидин S, поліміксин, тіротріцідін [Morikawa et al., 1992; Drablos et al., 1999; Liu et al., 2020; Yilmaz et al., 2006].
Поліпептидні антибіотики, які продукуються видами Bacillus, більш ефективні проти грампозитивних бактерій [Morikawa et al., 1992; Eltem and Ucar, 1998]. Представники Bacillus мають широкий спектр антимікробної активності, оскільки вони використовуються також в якості протигрибкових агентів [Milner et al., 1995], противірусних агентів [Steller et al., 1999], антіамебоцитарних агентів [Galvezet et al., 1994], а також проти мікоплазми [Peypoux et al., 1999].
Найбільш відомі вторинні метаболіти представників Bacillus – це рибосомальні пептиди (RP), леткі сполуки, полікетіди (PK), нерибосомальні пептиди (NRP) і гібриди між PK і NRP. Однак через велике розмаїття цих молекул їхня класифікація досить складна і може бути заснована на кількох критеріях, таких як їхній біосинтетичний апарат, джерела, біологічні функції, властивості, тривимірна структура, зразок ковалентного зв'язування або молекулярні мішені [Wang et al., 2015].
Найбільш поширеними є АМП, які бактерії продукують шляхом як рибосомального, так і нерибосомального (ферментативного) синтезу [Sumi et al., 2015] і з їхньою допомогою взаємодіють з іншими мікроорганізмами, в тому числі живуть всередині організму-господаря [Elshaghabee et al., 2017].
Протимікробні пептиди або, в більш загальному сенсі, пептиди захисту господаря тисячоліттями еволюціонували разом з прокаріотами. AMP мають антимікробну активність широкого спектру і використовують неспецифічні взаємодії для націлювання на загальні риси зовнішніх мембран багатьох патогенів, отже розвиток стійкості до таких природних захисних механізмів пригнічується у порівнянні зі звичайними антибіотиками. Однак недоліком AMP є те, що вони зазвичай не дуже ефективні. Навпаки, традиційні антибіотики, такі як аміноглікозиди, які пригнічують синтез білка за рахунок зв'язування рибосом, досить ефективні у якості антибіотиків, але через широкий спектр бактеріальних механізмів існує безліч прикладів стійкості [Anguita-Alonso et al., 2005; Magnet and Blanchard, 2005; Mingeot-Leclercq et al., 1999; Vakulenko and Mobashery, 2003]. 
[image: https://www.frontiersin.org/files/Articles/435128/fmicb-10-00302-HTML/image_m/fmicb-10-00302-g002.jpg]
Рис. 2. Класи антимікробних молекул, що виробляють представники Bacillus ssp. Розділ між класами засновано на шляху біосинтезу (тобто рибосомні пептиди, полікетіди, гібриди, нерибосомальні пептиди і леткі сполуки) [Caulier et al., 2019].

АМП взаємодіють з клітинною стінкою бактерій в дискретних фокусах [Rashid et al., 2016]. Лізис клітинної стінки вважається головним серед механізмів дії АМП на мікроорганізми: пептиди формують пори в стінці і частково руйнують її [Sumi et al., 2015; Lee and Lee, 2015; Scocchi et al., 2016; Grassi et al., 2017]. Організований дефект мембрани може мати одну з трьох форм: "thoroid", "сarpet" і "barrel stave".
[image: 2 Mechanisms of AMP-induced pore formation in bacterial membranes: &quot;... |  Download Scientific Diagram]
Рис. 3. Механізми пороутворення в мембранах бактерій під дією АМП: модель «thoroid», модель «сarpet» і модель «barrel stave»:Катіонні залишки пептидів пофарбовані в синій колір, а гідрофобні залишки - в жовтий [Palermo et al., 2013].

Через пори що утворилися відбувається витік іонів і, можливо, деяких метаболітів; за цим слідує деполяризація, порушення клітинного дихання і загибель клітини [Scocchi et al., 2016]. Перед тим, як утворити пори в клітинній мембрані, молекули АМП повинні зв'язатися з нею одним з двох способів: (а) взаємодією з розташованими на її поверхні специфічними рецепторами або (б) взаємодією з власне мембраною за рахунок електростатичного та інших видів слабкої взаємодії
AMP можуть проникати через мембрани і порушувати бар'єрну функцію за допомогою різних процесів, включаючи утворення пухирців, утворення почок та везикуляризацію.
Електростатичне тяжіння АМП до клітинної мембрани – характерний механізм дії катіонних АМП, що полегшує зв'язування їх з відповідними – гідрофобними та гідрофільними – ділянками мембрани бактерій [Bechinger and Gorr, 2017; Schmitt et al., 2016]. Катіонні залишки амінокислот молекул АМР електростатично притягуються до негативно заряджених молекул оболонки, наприклад, аніонних груп фосфоліпідів, ліпополісахаридів або тейхоївих кислот [Schmitt et al., 2016; Rashid et al., 2016]. Молекули АМП накопичуються на поверхні клітинної мембрани, утворюють ліпід-пептидні комплекси та формують іонні канали, а молекули AMP виконують роль внутрішньої вистилки таких каналів [Lee and Lee, 2015; Sharma et al., 2016; Ríos et al., 2018]. 
Саме зв'язування з рецепторами на клітинній мембрані характерно для бактеріоцинів класу IIa [Ríos et al., 2018; Vineeth et al., 2017], що виробляються бактеріями для придушення бактерій-конкурентів. Інший приклад: мікроцини, проникаючі у цитоплазму грамнегативних ентеробактерій після зв'язування з мембранними залізо-сідерофорними рецепторами [Schmitt et al., 2016].
Головними мішенями для АМП всередині бактеріальної клітини служать рибосоми [Polikanov et al., 2018]. Контактуючи з нуклеїновими кислотами, АМП змінюють синтез білків – структурних і регуляторних [Guilhelmelli et al., 2013; Scocchi et al., 2016; Bechinger and Gorr, 2017; Dehghan et al., 2017]
АМП можуть діяти і там, де до звичайних антибіотиків вже розвинулась резистентність. Що стосується розвитку резистентності у мікроорганізмів АМП мають переваги перед конвенціональними антибіотиками: підвищення стійкості до АМП ускладнюється тим, що для кожного такого пептиду мішень в клітці може бути не одна [Polikanov et al., 2018]. Проте і АМП не гарантують відсутності розвитку резистентності мікроорганізмів до них. Патогени виробили стратегії подолання ефектів АМП, такі як модифікація поверхні клітинної оболонки, експресія еффлюксних насосів і секреція протеаз [Guilhelmelli et al., 2013; Machado et al., 2017]. У бактерій є механізми, які здатні протистояти дії катіонним АМП, наприклад, лізинілірування фосфатидилгліцерину для формування катіонного лізилфосфатіділгліцеріну і аланілірування ліпотейхоевої кислоти [Rashid et al., 2016]. Для захисту від АМП в клітці-мішені експресуються відповідні гени і синтезуються детермінанти специфічної резистентності (specific resistance determinants). Подробиці механізмів, за допомогою яких мікроорганізми захищаються від АМП (як власних, так і екзогенних), представлені в огляді Вольфа і Машера [Wolf and Mascher, 2016]. Клінічне застосування АМП може викликати розвиток резистентності до них, а разом з цим і до власних антимікробних пептидів захисту організму-господаря людини, однак, штучне внесення невеликих модифікацій в молекули АМП дозволяє подолати цю перешкоду [Bechinger and Gorr, 2017].
Також АМП здатні пригнічувати або блокувати quorum sensing (QS), який зазвичай визначають як механізм міжклітинної комунікації за допомогою продукції сигнальних молекул [Czajkowski and Jafra, 2009]. N-ацилгомосеринові лактони (AHL), що складаються з бокового ланцюга жирних кислот і гомосеринового лактона (рис. 4), є найбільш характерними сигнальними аутоіндукторами у грамнегативних бактерій. Система QS дає екологічні переваги популяції, координуючи її метаболічну активність (наприклад, утворення біоплівок, споруляцію, фактори вірулентності або вироблення антибіотиків) [Dong et al., 2004], а вплив АМП суттєво послаблює популяцію, протидіючи розвитку QS. Чотири типу ферментів (наприклад, лактоназа, декарбоксилаза, ацилаза і дезаміназа) здатні інактивувати AHL.
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Рис. 4. Структура AHL.   Пунктирними лініями показані сайти розщеплення чотирма ферментами: (1) лактоназа; (2) декарбоксилаза; (3) ацілаза; (4) дезаміназа [Czajkowski and Jafra, 2009].
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Синтезовані рибосомами пептиди (RP) зазвичай походять з коротких попередників (близько 100 AA) і процесують до зрілих сполук за допомогою посттрансляційних модифікацій [Oman and van der Donk, 2009].
Різні ферменти опосередковують ці модифікації і, отже, створюють велику різноманітність хімічних структур. Більшість цих пептидів спочатку називалися «бактеріоцини», що характеризується як молекули з низькою молекулярною масою, які проявляють інгібуючу активність проти бактерій, тісно пов'язаних зі штамом-продуцентом [Chopra et al., 2015].
Полікетіди синтезуються з попередників ацил-КоА, таких як малонат і метилмалонат. Їх біосинтез залежить від багатофункціональних полікетідсинтаз (ПКС). Їх структура була вперше екстрапольована з синтаз жирних кислот (FASs), які мають схожість з точки зору механізмів подовження ланцюга, попередників і загальної конструкції архітектури [Smith and Tsai, 2007].
Як показано на рисунку 5 PKS складаються з послідовності модулів подовження, оточених модулями ініціації і завершення.
Модуль ініціації складається з двох доменів: домену ацилтрансферази (AT), який рекрутує і каталізує зв'язування мономерного субстрату з доменом ацильного білка-носія (ACP). Потім ACP діє як плече з другим каталітичним доменом, розташованим на наступному модулі подовження. Цей домен, β‑кетоацилсінтаза (KS), каталізує реакцію подовження ланцюга, яка відбувається при декарбоксилюванні конденсації тіоефіру [Hertweck, 2009]. На додаток до трьох основних доменів, допоміжні домени також можуть бути присутніми на модулях подовження (сірі домени на рисунку 5). Ці допоміжні домени опосередковують кеторедукцію (KR), дегідратацію (DH) або відновлення еноілацилу (ER), що відбуваються до реакції подовження ланцюга. Ці модифікації значно збагачують структурну складність і різноманітність зрілих PKS [Hertweck, 2009]. Нарешті, модуль термінації, що несе додатковий домен тіостерази (TE), каталізує макролактонізацію і вивільнення зрілої PKS [Hertweck, 2009].
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Рис. 5. Схематичне зображення модулів і доменів, які опосередковують біосинтез PKS і NRP.
(A) Домени, що беруть участь в синтезі PK, – це ацилтрансферази (AT), білок-носій ацила (ACP), кетосинтаза (KS) і тіоестераза, яка завершує ланцюг (TE). У сірому кольорі допоміжні домени, які можуть опосередковувати кеторедукцію (KR), дегідратацію (DH) і відновлення еноілацилу (ER) на кожній стадії елонгації (n). (B) Основними доменами для біосинтезу NRP є аденілірування (A), домен-носій пептидів (PCP), конденсаційний (C) і кінцевий домени тіоестерази (TE). Допоміжні домени складаються з доменів циклізації (Cy), N-метилування (MT) і епімерізаціі (E) [Rashid et al., 2016].

Полікетідсинтази поділяються на три канонічних типу на основі структурної організації їхніх функціональних доменів. PKS типу I включають великі багатофункціональні ферменти, що містять кілька лінійно розташованих і ковалентно пов'язаних доменів і виявляються як у бактерій, так і у грибів.
PKS типу II є мультиферментними комплексами, що складаються з окремих монофункціональних ферментів, об'єднаних під час синтезу PK.
PKS типу III є PKS які подібні халконсинтазі і безпосередньо впливають на тіоефіри кислотного КоА без будь-якого домену АСР [Chen and Du, 2016]. Крім цих структурних відмінностей, ПКС класифікуються як ітераційні або неітераційні, в залежності від того, скільки доменів KS використовується в процесі біосинтезу. Серед прокаріотів найбільш представлені неітераційні PKS типу I. Вони виробляють компаунди PK, які повністю відповідають модульній архітектурі PKS. Це збереження коллінеарності використовувалося для відкриття PKS за допомогою аналізу генома [Challis, 2008].
Через розмаїття PKS спостерігається безліч винятків і перехідних станів між трьома основними типами. У деяких випадках змішані шляхи PK об'єднують різні типи PKS або навіть можуть бути пов'язані з FAS або NRP‑синтетазами (NRPS) з утворенням гібридних метаболітів PK-пептиду, таких як баціллин, компактин, фузарин C або саліноспорамід A [Moldenhauer et al., 2007; Hertweck 2009; Fisch, 2013].
В групі B. subtilis продукуються тільки три протимікробних PK і їхні варіанти: баціллин, діффіцідин і макролактин. Ці сполуки виявляють антибактеріальну активність за рахунок селективного інгібування синтезу білку. 
Баціллин – це полієновий PK, отриманий у результаті гібридного синтезу за допомогою PKS типу I і оперону NRPS bae (baeJ, baeL, baeM, baeN і baeR) [Chen et al., 2006; Moldenhauer et al., 2007]. Він проявляє антимікробну активність проти різних бактерій (наприклад, Myxococcus xanthus або Staphylococcus aureus) і грибів (наприклад, Trichoderma spp. або Fusarium spp.) [Patel et al., 1995; Um et al., 2013; Müller et al., 2014].
Діфіцідин і його окиснена форма оксідіфіцідин є поліенами, синтезованими PKS типу I, які кодуються діфопероном. Обидва вони пригнічують бактеріальні патогени, такі як Clostridium perfringens, Erwinia amylovora, Escherichia coli або Xanthomonas oryzae [Zimmerman et al., 1987; Aleti et al., 2015; Wu et al., 2015]. 
Нарешті макролактини і їхні 7-O-сукцініл- або 7-O-малоніл-похідні синтезуються за допомогою PKS типу I. Вони виявляють антибактеріальну і протигрибкову активність проти Burkholderia cepacia, Ralstonia solanacearum, S. aureus або Fusarium oxysporum [Romero-Tabarez et al., 2006; Yoo et al., 2006; Yuan et al., 2012]. Деякі макролактини, такі як макролактин А також володіють противірусними властивостями (наприклад, проти вірусів простого герпесу) [Gustafson et al., 1989].
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NRPs демонструють широку структурну різноманітність, від лінійних до циклічних або розгалужених структур [Kopp and Marahiel, 2007].
Можна виділити дві категорії NRPs в залежності від того, чи синтезуються вони за допомогою мультиферментного тіоматричного механізму або без нього [Sumi et al., 2015]. Перші зазвичай призводять до структур, які мають від двох до близько 50 залишків радикалів, наприклад ланцюгів жирних кислот, (тобто ліпопептіди (LP) і сідерофори), тоді як другі, як правило, менше. На рисунку 6 показані хімічні структури типових NRPS з групи B. subtilis.
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Рис. 6. Хімічна структура деяких NRP групи B. subtilis. (А) Ліпопептіди. (B) інші NRP

Ліпопептіди (LP) представляють собою широкий спектр біоактивних молекул з потенційними антибактеріальними та протигрибковими властивостями. Вони є найбільш важливими компонентами метаболітів бацил, які роблять штами бацил такою універсальною зброєю для боротьби з хворобами рослин і бактеріями-шкідниками харчових продуктів [Zhang et al., 2013; Fira et al., 2018]. 
Ліпопептиди зазвичай синтезуються за допомогою послідовного додавання залишків АА за допомогою NRPS ітеративним або неітеративним способом. Подібно PKS, NRPS мають модульну організацію, що реалізує модулі ініціювання, подовження і завершення (рис. 5). Кожен модуль поділяється на основні домени, каталітичні та несучі домени, які трохи відрізняються від PKS.
Ліпопептиди представлені трьома основними родинами, включаючи ітуріни, сурфактини і фенгіцини [Ongena and Jacques, 2008]. Ці молекули мають циклічну структуру, що складається з 7 або 10 амінокислотних залишків, пов'язаних з похідним жирної кислоти. Кожен вид ліпопептидів може мати ряд ізомерів вуглеводневих ланцюгів жирних кислот з різною довжиною або різним амінокислотним складом [Fira et al., 2018]. Їхні способи дії обумовлені їхньою амфіфільною природою і їхньою взаємодією з мембраною клітини-мішені, що призводить до змін структури мембрани і проникності патогенних бактерій-мішеней [Fira et al., 2018]. Дійсно, LP здатні дестабілізувати плазматичну мембрану за рахунок пороутворення, що призводить до загибелі клітин цільових мікробів.
Більшість штамів бацил, які продукують ліпопептіди, можуть продукувати ліпопептиди одного або двох сімейств для боротьби з певними мікробами.
Оскільки шляхи біосинтезу LP дуже гнучкі, діапазон LP, які продукуються, надзвичайно неоднорідний. Серед LP, що продукуються Bacillus spp., були виділені чотири основних сімейства: курстакіни, сурфактини, ітуріни і фенгіцини [Jacques, 2011]. Кожне сімейство має одні й ті ж структурні особливості, засновані на природі та організації пептидного фрагмента або жирнокислотного хвоста (рис. 6).
Для кожного сімейства LP утворення сполук в основному регулюється факторами навколишнього середовища, такими як джерелами вуглецю, доступністю кисню, pH і температурою [Caulier, 2019]. Висока температура (≥37 °C) і анаеробні умови збільшують виробництво сурфактинів, в той час як більш низькі температури (25-37 °C) і аеровані біореактори сприяють фенгіцинам і метаболітам сімейства ітуринів [Jacques, 2011]. Продукція сурфактинів B. subtilis також залежить від QS і включає ComX і PhrC. Ці сполуки запускають складні каскади, що регулюють процеси, що залежать від щільності клітин, такі як споруляції і компетентність [Hamoen et al., 2003; Ongena et al., 2005].
Ліпопептиди Bacillus spp. мають багато інших біологічних і екологічних функцій, що повністю задокументовано Raaijmakers et al. (2010). Також відомо, що вони впливають на інші метаболічні механізми, такі як утворення біоплівок, рухливість, вірулентність, колонізацію коренів рослин і захист рослин. Більш того, було висловлено припущення, що їхня участь в деградації гідрофобних субстратів може бути використана для біоремедіації забруднених ґрунтів [Mulligan et al., 2001]. Хоча деякі ліпопептиди вже використовувалися в якості харчових біоконсервантів або засобів захисту рослин, не дивно, що промисловий інтерес до LP для конкретних застосувань стає дедалі більшим.
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У 1943 році японський вчений Дзюйтіро Фукумото вперше виділив Bacillus amyloliquefaciens з ґрунту, які були названі таким чином через здатність продукувати (faciens) розріджуючу (lique) α-амілазу (amylo) [Fukumoto, 1943].
У 2016 році кілька видів Bacillus, раніше класифікованих як B. amyloliquefaciens subsp. plantarum, B. methylotrophicus і B. oryzicola були перекласифіковані як штами B. velezensis [Dunlap et al., 2016]. Філогенетичний аналіз, заснований на послідовності гена бета-субодиниці РНК-полімерази і основного геному та сукупності фенетичних ознак показав, що B. velezensis належить до конспеціфіченої групи яку було перетворено в оперативну групу B. amyloliquefaciens (OGBa), що складається з B. velezensis, B. methylotrophicus і B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42 (рекласифікували як B. velezensis FZB42). Ця група поєднує в собі чотири види: ґрунтові B. amyloliquefaciens, рослинно-зв’язані B. siamensis та, B. velezensis та штам, продукуючий чорний пігмент, B. nakamurai [Fan et al., 2017].
Членів OGBa ідентифікують у різних екологічних нішах, включаючи ґрунт, рослини, їжу, тваринні екскременти та морські середовища. На даний момент була апроксимована їхня застосовність як індукторів рослинного росту, агентів біоконтролю, пробіотиків, біоремедіюючих агентів, а також продуцентів комерційних ферментів та антибіотиків [Ye et al., 2018].
Члени OGBa продукують антимікробні сполуки, такі як синильна кислота (HCN) та циклічні ліпопептиди, наприклад сурфактин, який використовується для інгібування росту патогенних мікробів. Взаємодія біоконтролюючого агента з коренями рослини викликають індуковану системну резистентність (ІСР), яка підвищує здатність рослини боротися з патогенними бактеріями, грибами та вірусами.
Штами Bacillus velezensis і зараз найчастіше виявляють в ґрунті, а також у ферментованії їжі і кішківниках тварин. Ці штами зазвичай вважалися своєрідним безпечним біологічним ресурсом, наряду з Bacillus subtilis і Bacillus amyloliquefaciens [Min et al., 2018]. B. velezensis здатні продукувати різні протигрибкові і бактеріальні метаболіти, в тому числі оцин, b-1,3-1,4-глюканазу, ліпопептиди і т.д. [Wang et al., 2008; Xu et al., 2016; Jin et al, 2017], тому його можна використовувати як потенційний штам-продуцент протигрибкових метаболітів [Sun et al., 2017]. Деякі штами B. velezensis використовують для боротьби з хворобами рослин і стимулювання росту рослин у сільськогосподарській промисловості. Наприклад, B. velezensis FZB42 [Fan et al., 2018], B. velezensis SQR9 [Xu et al., 2013], B.velezensis Y6 і F7 [Cao et al., 2018] можуть захистити врожай від патогенів та сприяти зростанню рослин. Також, антагоністичну дію B. velezensis поширює на загальні патогенні бактерії в аквакультурі, такі як Vibrio splendens, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, Аeromonas hydrophila, A. salmonicides, Streptococcus agalactiae та інші [Sun et al., 2017].
Вторинні метаболіти B. velezensis володіють багатьма бажаними для пробіотічного штаму характеристиками, такими як сильна антимікробна активність, противірусна активність, низька токсичність, стійкість до високих температур і висока здатність до біологічного розкладання [Dunlap et al., 2016]. Основні вторинні метаболіти B. velezensis – це сурфактини (сурфактин і ліхенізини), сімейство ітурину (ітурин A, C, D і E, бацілломіцин D, F, L і мікозубтілин) і сімейство фенгіцинів (фенгіцини і пліпастатини) (рис. 7) [Dunlap et al., 2016].
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Рис. 7. Протимікробні сполуки, які продукують представники B. velezensis. На рисунку сполуки, виділені червоним, синтезуються нерибосомними пептидними сінтетазами (NRPS); сполуки синього кольору синтезуються полікетідсинтазою (РКС); сполука зеленого кольору (бацілізин) синтезується незалежним від рибосом шляхом [Dunlap et al., 2016].

Перший геном B. velezensіs був секвенований у 2007 році (штам B. velezensis FZB42). За підсумками секвенування була показана наявність дев'яти гігантських кластерів генів, що становить приблизно 10% від усього геному. Ці кластери біосинтетических генів (тобто srf, bmy, fen, dhb, bac, mln, bae, dfn і nrs) кодують біосинтетичні ферменти протимікробних сполук, а саме сурфактин, бацілломіцин-D, фенгіцини, баціллібактин, бацілізин, макролактин, баціллин, діффіцідин і передбачуваний пептид з невідомими функціями відповідно.
Серед дев'яти кластерів генів п'ять кодують біосинтетичні ферменти, які беруть участь у синтезі нерибосомальних ліпопептидів (LP), де синтез відбувається на великих ферментних комплексах нерибосомальних пептидних синтетаз (NRPS).
Крім того були ідентифіковані ще три кластери генів полікетідсинтази (PKS), відповідні за синтез полікетидів (PK), наприклад, макролактину, баціллину і діффіцідину [Chen et al., 2006, Chen et al.,  2009].
Крім того, у B. velezensis були ідентифіковані два інших синтезованих рибосомами бактеріоцини, що класифіковані як амілоцікліцин і плантазоліцин, які проявляють високу антибактеріальну активність проти близькоспоріднених грампозитивних бактерій [Scholz et al., 2011; Scholz et al., 2014].
Таблиця 1
Вторинні метаболіти  представників B. velezensis з антимікробною активністю [Scholz etal., 2014]
	Вторинний метаболіт
	Кластер генів
	Антимікробна активність

	Surfactins
	SrfA-D
	Cochliobolus carbonum (Leaf spot); P. syringae pv. tomato; R. solanacearum

	Fengycins
	FenA-E
	R. solanacearum (Tomato wilt), X. euvesicatoria (Pepper spot); X. axonopodis pv. esicatoria

	Bacillomycin-D
	bmyA-D
	X. campestris pv. cucurbitae

	Bacillaene
	baeBCDE, acpK, baeGHIJLMNRS
	E. amylovora (Fire blight)

	Macrolactin
	MlnA-I
	S. aureus; B. cepacia

	Difficidin
	dfnAYXBCDEFGHIJKLM
	X. oryzae pv. oryzae (Rice blight) and X. oryzae pv. oryzicola (Rice leaf streak); E. amylovora (Fire blight); R. solanacearum (Tomato wilt)

	Bacilysin
	bacA-E
	S. aureus and C. michiganense; X. oryzae pv. oryzae (Rice blight) and X. oryzae pv. oryzicola (Rice leaf streak); E. amylovora (Fire blight)
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[bookmark: _Toc75094520]1.2.1 Антимікробні ліпопетиди (LP), які синтезуються представниками B. velezensis
Ліпопептиди, які продукуються B. velezensis, діляться на три окремих сімейства на основі амінокислотної послідовності: сурфактини, фенгіцини і бацілломіцин-D, які спочатку були виділені з B. subtilis [Ongena and Jacques, 2008].
Сурфактини синтезуються шляхом складної взаємодії NRPS, кодованих опероном srfA, що складається з чотирьох відкритих рамок зчитування (ORF), а саме srfAA, srfAB, srfAC і srfAD [Nakano et al., 1991]. Серед них srfAA, srfAB і srfAC ORF кодують модульні ферменти, відповідальні за інтеграцію семи амінокислот у пептидне кільце. Однак термінальна ORF srfAD, фермент репарації, кодує домен тіоестерази/ацилтрансферази, який регулює ініціацію біосинтезу сурфактину [Steller et al., 2004].
Внаслідок своєї структури сурфактин являє собою потужну і ефективну молекулу біоповерхневоактивної речовини, яка виявляє антимікробну активність проти широкого спектру патогенних мікробів (рис. 8), включаючи Ralstonia solanacearum, Pseudomonas syringae pv. DC3000 і F. verticillioides [Rabbee and Baek, 2020].
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Рис. 8. Антимікробні механізми ліпопептидів (LP) і полікетидвв (PK), які синтезуються представниками B. velezensis [Rabbee 2020].

Інше сімейство ліпопептидів B. velezensis – фенгіцини, які викликають загибель клітин цільового організму, взаємодіючі з клітинної мембраною і змінюючи проникність клітини. Фенгіцини проявляли антагоністичну активність проти F. oxysporum, F. solani і Phytophthora parasitica і Verticillium dahliae Kleb [Li et al., 2014].
Бацілломіцин-D – це протимікробна сполука, яка представляє собою циклічний гептапептид, пов'язаний з ланцюгом β-аміножирної кислоти між C-15 і C-18. ВМА оперон, який регулює біосинтез бацілломіцину-D складається з чотирьох генів (bmyD, bmyA, bmyB і bmyC).
[bookmark: _Toc74716275][bookmark: _Toc74717013][bookmark: _Toc74717058][bookmark: _Toc74717073][bookmark: _Toc74717256][bookmark: _Toc74735602]Було показано, що бацілломіцин-D, синтезований B. velezensis, проявляє антимікробну активність проти різних мікроорганізмів, таких як X. campestris pv. cucurbitae [Zeriouh et al., 2011], Aspergillus flavus [Moyne et al.,  2001], F. graminearum [Gu et al., 2017], F. oxysporum f. sp. cucumerinum та інші [Rabbee and Baek, 2020]. Бацілломіцин-D викликає морфологічні зміни в цитоплазматичних мембранах і клітинних стінках гіф і конідій F. graminearum. Це призводить до накопичення активних форм кисню (АФК) і, в кінцевому підсумку, викликає лізис клітин F. graminearum [Rabbee and Baek, 2020].

[bookmark: _Toc75094521]1.2.2. Антибактеріальні пептиди, які синтезуються представниками B. velezensis
Баціллин – це полієновий антибіотик,, який пригнічує синтез прокаріотичного білку за невідомим механізмом [Patel et al., 1995]. Серед трьох гігантських модульних систем PKS у B. velezensis (pks1, pks2, pks3) баціллин синтезується ферментами, кодованими кластером генів pks1 (bae), який є ортологом  кластера генів pksX у B. subtilis 168 [Chen et al., 2006].
Незважаючи на антибактеріальну активність цього антибіотика по відношенню до бактеріальних ізолятів з мультирезистентністю до лікарських препаратів, характеристика баціллину з використанням традиційних методів, заснованих на фракціонуванні, протягом багатьох років була складним завданням через його хімічну нестабільність [Butcher et al., 2007].
Макролактин був спочатку виділений з етилацетатного екстракту некласифікованої глибоководної бактерії Bacillus spp. Sc026 [Jaruchoktaweechai et al., 2000]. У B. velezensis, також було виявлено кластер генів pks2 (mlnBCDEFGH), що кодують ферменти для антибактеріального з'єднання макролактином. Було показано, що макролактин надає бактеріостатичну дію на безліч грампозитивних і мультирезистентних бактеріальних патогенів, зокрема, на стійкий до метицилину Staphylococcus aureus, стійкі до ванкоміцину ентерококи і Burkholderia cepacia [Romero-Tabarez et al., 2006].
Декілька видів Bacillus spp. продукують баціллібактин, катехолічний сідерофор заліза, який дуже важливий для полегшення засвоєння Fe (III), особливо коли клітини Bacillus відчувають обмеження заліза [Fukushima et al., 2013]. У B. velezensis присутній  кластер генів DHB, щоб полегшити синтез баціллібактину. Він є частиною складної транспортної системи, яка дозволяє клітинам B. velezensis накопичувати йони заліза і отримувати їх з природного середовища в обмежених залізом умовах [Chen et al.,2009].
Бацілізин – це антибіотик, який синтезується ферментами кластера генів bacA-E (раніше ywfBCDEF). Бацілізин, який синтезується B. velezensis FZB42, виявляв антагоністичну активність проти S. aureus і Clavibacter michiganense subsp. Sepedonicum, що викликають кільцеву гниль картоплі [Wu et al., 2015]. В аналогічному дослідженні бацілізин, який синтезується B. velezensis, виявляв сильну антіціанобактеріальну активність щодо Microcystis aeruginosa, які викликають шкідливе цвітіння водоростей з рівнем загибелі 98,78%. При впливі препаратом на ціанобактерії клітини були серйозно пошкоджені, а цитоплазма конденсувалась, що в кінцевому підсумку призвело до плазмолізу клітин M. aeruginosa [Wu et al., 2014].
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Вперше термін пангеном був використаний Теттеліном з колегами [Tettelin et al., 2005; Rouli et al, 2015] для опису генного вмісту декількох штамів Streptococcus agalactiae. Пангеном ділиться на пангеном (pan) (рис. 9), основний геном (core), необов'язковий або допоміжний геном (dispensable), штам-специфічні гени (strain-specific) [Medini et al., 2005; Tettelin et al., 2005], унікальні гени (unique) [Lapierre and Gogarten, 2009] та гнучкі регіони [Rodriguez-Valera and Ussery, 2012].
Публікацій пов'язаних з пан-геномними дослідженнями не багато – пошук в базі даних PubMed з використанням терміна «pangenom» дає в цілому близько 500 робіт, які були опубліковані за останні 5 років (з 2015 року по теперішній час). Зі збільшенням точності інструментів пангеномного аналізу, кількість публікацій в цьому напрямку зростає.
Під основним геномом (core) розуміють набір генів, загальних для всіх аналізованих мікроорганізмів. Більшість цих генів грають життєво важливу роль у виживанні бактерій [Medini et al., 2005; Tettelin et al., 2008; Tettelin et al., 2015]. Однак гени основного генома також можуть бути залучені в патогенність і вірулентність деяких видів бактерій [Donati et al., 2010; Mosquera-Rendón et al., 2016]. Загалом, основний геном описує набір послідовностей, загальних для усіх представників таксонів, які цікавлять, необов'язковий геном захоплює підмножину послідовностей, загальних для деяких членів групи (що диктує різноманітність групи: альтернативні біохімічні шляхи, адаптація до ніші, стійкість до антибіотиків та ін.), в той час як пангеном є просто об'єднанням основних і необов'язкових геномів (що описує сукупність таксонів на рівні наборів даних послідовностей).
Штам-специфічні гени або унікальні гени присутні тільки в одному геномі. Вони зазвичай пов'язані з певним метаболізмом, вірулентністю, механізмом стійкості до антибіотиків або іншими адаптаційними механізмами [Costa et al., 2020].
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Рис. 9. Блок-схема структури пангеному [Costa et al., 2020].

Пангеном класифікується як відкритий або закритий в залежності від ймовірності виявлення нових сімейств генів по мірі додавання нових геномів до аналізу. У відкритому пангеномі кількість сімейств генів буде постійно збільшуватися з додаванням нових геномів в аналіз. Навпаки, в закритому пангеномі кількість сімейств генів істотно не збільшиться.
Також відкритий або закритий пангеном визначається в залежності від здатності виду додавати екзогенну ДНК [Medini et al., 2005], наявності механізмів для її використання [Diene et al., 2013] і наявності великої кількості рРНК [Diene et al., 2013] (рис. 10) .
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Рис. 10. Діаграма Венна, яка ілюструє модель пангенома.  Кожен набір являє собою сімейства генів, які були виявлені в геномі. Перетин цих наборів є основним геномом. Кількість родин генів в основному геномі відповідає розміру перетину. Частка генів, що відповідають основному геному в відкритому пангеномі (A), менша, ніж в закритому пангеномі (B). Навпаки, частка генів, що відповідають додатковому геному у відкритому пангеномі (A), вища, ніж в закритому пангеномі (B) [Costa et al., 2020]

Вважається, що відкритий або закритий характер пангенома пов'язаний зі способом життя досліджуваних видів бактерій [Medini et al., 2005; Diene et al., 2013], а саме залежать вони від алопатії чи симпатрії.
Алопатрія (від ін. грец. allos, «інший» і patris, «батьківщина») або географічне видоутворення – один зі способів видоутворення, при якому репродуктивний бар'єр між видами формується на основі просторової ізоляції.
Симпатрічне видоутворення (від грец. sýn - разом і patris - батьківщина) – спосіб видоутворення, при якому виникнення нових видів відбувається в популяціях з ареалами, які перекриваються або збігаються. Популяції, що живуть на одній і тій же території, називають симпатричними.
Необхідність використання пангеномного аналізу пов'язана з тим, що послідовність одного генома не відображає усієї генетичної мінливості виду мікроорганізму. В основі складних аналізів, таких як еволюційна геноміка, порівняльна геноміка і молекулярний патогенез лежить принцип порівняння генетичного змісту декількох таксономічно пов'язаних мікроорганізмів.
При аналізі пангеному одиницею послідовності для моделювання може бути що завгодно: від ORF, генів, кластерів COG ортологічних груп [Tettelin et al., 2015] кодуючих послідовностей (CDS) до білків, фрагментів довільної послідовності або білкових елементів [Tettelin et al., 2008].
Однак саме гени є основними характеристиками, які оцінюються в пангеномному аналізі. З еволюційної точки зору ген класифікується як гомологічний або аналогічний. Гомологічні гени походять від спільного пращура, тоді як аналогічні гени розвивалися незалежно в результаті конвергентної еволюції. В обох випадках вони будуть виконувати одну і ту ж функцію, але у різних організмах [Paquola et al., 2018].
Серед набору гомологічних генів існує поділ на ортологи і паралоги [Altenhoff et al., 2013]. Ортологічні гени розійшлися в результаті еволюційного видоутворення і мають еквівалентну біологічну функцію. Паралогічні гени виникають за рахунок дуплікації генів і зазвичай зазнають кілька мутацій після їх дуплікації, що призводить до зміни їх біологічної функції. Варто відзначити, що ортологи зазвичай більш консервативні, ніж паралоги [Chen et al., 2012].
Одними з останніх принципових змін, пов'язаних з використанням пангеному – це зміна біологічної концепції видів, оновлена на основі порівняльного аналізу великої кількості бактеріальних геномів [Parks et al., 2018].
Концепція видів була запропонована в 1942 році Ернстом Майром, де мікроорганізми, що розмножуються безстатевим шляхом, є одним з найбільш вузьких місць в концепції видів [Costa et al., 2020]. У зв'язку з появою сучасної (або молекулярної) мікробіології, заснованої на генетичному аналізі культивованих або некультивованих штамів, концепція видів бактерій все більш і більш розходиться з концепцією Майра. Визначення виду в мікробіології, здійснюється на основі складу генів, фенотипічних ознак, природи екологічної ніші і послідовностей 16S рРНК [Konstantinidis et al., 2006; Staley, 2009]. В даний час термін «бактеріальний вид» визначено як «група ізолятів, які характеризуються певним ступенем фенотипічної подібності, рівнем 70% гібридизації ДНК-ДНК і ідентичністю не менше 97% між послідовностями 16S рРНК» [Doolittle and Papke, 2006; Gevers et al., 2005] або зовсім недавно 98,7%»[Parks et al., 2018]. Додатковим ускладненням молекулярної таксономії мікроорганізмів є їхня можливість обмінюватися генетичним матеріалом через HGT (горизонтальний перенос) [Stackebrandt et al., 2002; Blaxter et al., 2005]. При цьому горизонтальний перенос генів (HGT), високо консервативний серед видів бактерій. Існує безліч прикладів, в яких було показано, що HGT є механізмом, який забезпечує бактеріальну адаптацію, виживання і еволюцію за рахунок передачі генів, які забезпечують адаптацію до різних впливів навколишнього середовища, включаючи імунний нагляд за господарем, стійкість до антибіотиків і зміни pH [Hiller et al., 2010; Gillings, 2017].
Відповідно до теорії Bobay and Ochman [Bobay and Ochman, 2017] бактеріальні штами відносяться до одного і того ж виду, якщо у них внитришньогрупова швидкість потоку генів вище, ніж швидкість між цією групою і будь-якими іншими штамами. Гіпотеза, представлена Баумдікером з колегами [Baumdicker et al., 2012] доповнює цю теорію твердженням про те, що окремі бактеріальні клітини підтримують компактні геноми, тоді як більша кількість генів існує на рівні популяції. Ця ідея отримала назву гіпотези розподіленого генома [Baumdicker et al., 2012].
Moldovan і Gelfand [Moldovan and Gelfand, 2018] запропонували новий метод визначення видів бактерій з використанням пангеномних даних. Пангеном може бути представлений частотним спектром генів G (k), який корелює з кількістю груп ортологічних генів (OGG), що містять гени рівно з k геномів. Коли діаграма функції G (k) являє собою U-подібну форму, кажуть, що цей набір геномів однорідний (рис. 11). 
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Рис.11. Функція G (k) для 2 наборів геномів.  (A) U-подібна діаграма показує, що проаналізовані геноми належать штамам одного і того ж виду. (B) Внутрішні піки (виділені темно-синім кольором) припускають, що геноми належать різним видам.

Пангеномні дослідження останніх років використовувалися для різноманітних цілей: геномний аналіз патогенних штамів Streptococcus agalactiae [Tettelin et al., 2005] для вивчення факторів вірулентності, геномна характеристика патогена Campylobacter jejuni М1 та ймовірних шляхів зооантропогенності захворювання [Friis et al., 2010], компаративний аналіз геномів бактерій родів Bifidobacterium, Lactobacillus та інших для виявлення спільних або відмінних сімейств генів [Lukjancenko et al., 2012], геномна характеристика виду Bacillus subtillis [Wu et al., 2020].
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Першим кроком пангеномного аналізу є вибір геномів для проведення аналізу, гомогенізація геномної анотації, потім кластеризація генів на основі ортологічних генів і остаточний аналіз (рис. 12). Гомогенізація анотації дозволяє уникнути неправильної класифікації основних генів на загальну підмножину і окремих генів. Щоб уникнути помилок слід використовувати певне програмне забезпечення для анотації геномів, наприклад, RAST [Aziz et al., 2008] і Prokka [Seemann, 2014]. В якості альтернативи можна використовувати анотовані refseq геноми з NCBI [O'Leary et al., 2016] або проводити прогнозування генів з використанням програмного забезпечення, такого як FGENES [Rogic et al., 2001] і GeneMark, [Lomsadze et al., 2014 ] за умов однакової методології для усіх аналізованих геномів.
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Рис. 12. Блок-схема, що представляє основні етапи пангеномного аналізу. Кожен процес (представлений блоками) може виконуватися різними методами.

Кластерний аналіз зазвичай досягається шляхом виконання двонаправленого аналізу BLAST «все проти всіх» з подальшим використанням програмного забезпечення для ідентифікації ортологів, такого як OrthoMCL [Li et al., 2013] і Orthofinder. [Emms and Kelly, 2015]. Orthofinder здатний усунути зміщення довжини гена при виявленні ортогруппи. Еммс і Келлі [Emms and Kelly, 2015] показали, що Orthofinder працює на 25% краще, ніж OrthoMCL. Інша стратегія полягає в використанні результатів BLAST для визначення ортологів  безпосередньо виходячи з розміру вирівнювання та ідентичності послідовностей, які вирівнювали, зі встановленим порогом значущості. Крім того, стратегія, що була описана Лератом [Lerat et al., 2003], виконує ідентифікацію ортологів за допомогою значення оцінки (SRV), нормалізації бітової оцінки за результатами BLAST. Згодом гени, які присутні у всіх штамах, призначаються основним геномом, тоді як гени, які є загальними для більш ніж двох, але не всіх штамів, призначаються загальним геномом, а гени, які присутні тільки в одному штамі, призначаються унікальними [Lerat et al., 2003].
















[bookmark: _Toc75094524]2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ
Роботу було виконано у Біотехнологічному науково-навчальному центрі при ОНУ імені І.І. Мечникова.

[bookmark: _Toc75094525]2.1. Культивування штамів бацил та штамів індикаторів
В роботі були використані наступні штами бацил: Bacillus velezensis ONU 553, Bacillus ssp. ONU 018, Bacillus ssp. ONU 240, Bacillus ssp. ONU 041, Bacillus ssp. ONU 122, Bacillus ssp. ONU 236, Bacillus ssp. ONU 79, Bacillus ssp. ONU 67 що були ізольовані з донних відкладень Чорного моря.
В роботі були використані 12 індикаторних штамів, представлених грампозитивними, грамнегативними бактеріями і дріждеподібним грибом Candida albicans. Штами грампозитивних бактерій: Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Kucoria rhizophila. Штами грамнегативних бактерій: Escherichia coli, Proteus vulgaris, Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida з колекції культур кафедри мікробіології, вірусології та біотехнології ОНУ імені І.І. Мечникова. Штами культивували на МПА при 37 °C, C. albicans  та M. luteus, при 28 °C та зберігали при 4 оС.
Усі експерименти із індикаторними штамами проводили на середовищі LB з таким складом (г/л): пептон – 15,0, дріжджовий екстракт – 10,0, хлорид натрію – 5,0, агар -11,0 г/л. 
Для отримання нічної культури бактерій індикаторів, добові культури штамів, інкубованих при 37°С та 28 °C, пересіювали мікробіологічною петлею зі скошеного агару у колбочки з рідким LB по 5 мл. 
Через 24 години нічну культуру, що виросла, додавали по 0,3 мл у 5 мл рідкого LB у флакони на підрощування (3-5 годин) на качалці при 30 оС і C. albicans та M. luteus при 28 оС.
Культивування штамів бацилл здійснювали на середовищах Гаузе 1 та Гаузе 2.
Склад середовища Гаузе 1 (г/л): крохмаль розчинний - 20,0, гідроортофосфат калію (K2HPO4) – 0,5, сульфат магнію (MgSO4˟7H2O)  – 0,5, нітрат калію (KNO3) – 1,0, хлорід натрію (NaCl) – 0,5, сульфат заліза (FeSO4 ˟7H2O) – 0,01, агар-агар – 20, водогінна вода – 1,0 л. рН  середовища довести до 7,2 – 7,4. Автоклавувати (15-20 хвилин при 121 ° C).
Склад середовища Гаузе 2 (г/л): бульйон Хоттінгера – 30 мл, пептон – 5,0, хлорид натрію (NaCl) – 5,0, глюкоза – 10,0, агар-агар – 20, водогінна вода – 1,0 л. рН  середовища довести до7,2 – 7,4. Автоклавувати (15-20 хвилин при 121 ° C).

[bookmark: _Toc75094526]2.2. Дослідження антагоністичної активності бацилл методом блоків
Визначення антагоністичної активності здійснювали на середовищі LB (0,7 %) методом блоків, поміщаючи на кожну чашку по 5 блоків штамів бацил. Облік результатів здійснювали через 24 годин після інкубації при оптимальних для кожної групи мікроорганізмів температурах, вимірюючи діаметр зон відсутності росту індикаторних штамів навколо блоків з бацилами. Усі дослідження були здійснені у 2-х повторах. Розмір зони пригнічення росту розраховували за формулою:


[bookmark: _Toc75094527]2.3. Біоінформаційний аналіз  штаму Bacillus velezensis ONU 553
У першу чергу був проаналізований секвенований геном Bacillus velezensis штаму ONU 553 з бази даних NCBI за наступним ідентифікатором - CP043416, який було подано до NCBI у 2019 році Одеським національним університетом імені І. І. Мечникова.


[bookmark: _Toc75094528]2.3.1. Пошук кластерів генів з використанням antiSMASH 
Для визначення кластерів генів, які приймають участь у біосинтезі вторинних  метаболітів використовували програму  antiSMASH [Weber et al., 2015], яка представляє собою програмний конвеєр для ідентифікації, анотації та аналізу кластерів вторинних метаболітів генів, який є всеосяжним, швидким і зручним для користувача (рис. 13). 
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Рис. 13. Схема процесу геномного аналізу вторинних метаболітів. Гени анотуются з вхідної нуклеотидної послідовності, а кластери генів ідентифікуються за допомогою pHMM сигнатурного гена. Згодом можуть бути виконані кілька наступних аналізів: аналіз і анотація домену NRPS/PKS, прогнозування основної хімічної структури PKS і NRPS, порівняльний аналіз кластерів генів ClusterBlast і аналіз сімейства білків вторинного метаболізму smCOG. Результат візуалізується на інтерактивній веб-сторінці XHTML [Medema et al., 2011].

antiSMASH можна запустити або з веб-сервера (http://antismash.secondarymetabolites.org/) або як окрема версія на стандартному настільному комп'ютері. За допомогою інструменту HMMer3 (http://hmmer.janelia.org/) виконується пошук трансляцій амінокислотних послідовностей всіх генів, що кодують білок, за допомогою профільних прихованих марковських моделей (pHMM), заснованих на множині вирівнюванні послідовностей експериментально охарактеризованих сигнатурних білків або білків. домени (білки, підтипи білків або домени білків, кожен з яких виключно присутній в певному типі кластерів биосинтетических генів). Кластери генів визначаються шляхом знаходження кластерів збігів pHMM сигнатурного гена, розташованих на відстані менше 10 т.п.н. один від одного. Щоб включити фланкуючі допоміжні гени, кластери генів подовжуються на 5, 10 або 20 т.п.н. з кожного боку від останнього попадання pHMM сигнатурного гена, в залежності від типу виявленого кластеру генів. Як наслідок цієї жадібної методології, кластери генів, які розташовані дуже близько один до одного, можуть бути об'єднані в «суперкластери». Ці кластери генів позначені в вихідних даних як «гібридні кластери»; вони можуть або представляти один кластер генів, який дає гібридне з'єднання, яке об'єднує два або більше типів хімічних каркасів, або вони можуть представляти два окремих кластера генів, які випадково розташовані дуже близько один до одного [Medema et al., 2011].

[bookmark: _Toc75094529]2.3.2 Використання BLAST
Для пошуку близькоспоріднених геном ми використовували локальний BLAST+ (версія  2.9) та встановлені відповідні бази – ref_prok_rep_genomes(1-15). 
BLAST – один з найбільш популярних інструментів біоінформатики. Дослідники використовують програми командного рядка для виконання локального пошуку з використанням попередньо встановлених баз даних. Алгоритми BLAST є евристичними, тобто заснованими на емпіричних методах машинного програмування, при використанні яких  рішення знаходиться за встановленими дослідним шляхом правилам і використовується зворотний зв'язок для уточнення результату. 

[bookmark: _Toc75094530]2.3.3. Філогенетичний анализ
Для проведення філогенетичного аналізу використовували RAxML (Randomized Axelerated Maximum Likelihood). RAxML це програма для послідовного і паралельного виводу великих філогенетичних дерев на основі максимальної правдоподібності. Його також можна використовувати для постаналіза наборів филогенетических дерев, аналізу зіставлень і еволюційного розміщення коротких причетний. Алгоритм реалізовано на сайті https://realphy.unibas.ch/realphy/. Для роботи необхідно представити дані в форматі FASTA або Genbank (контігі або повністю секвенований геноми). Всі надані послідовності (посилання і запити) потім будуть співставлені з кожної з посилань через bowtie2. З цих вирівнювань буде реконструйовано кілька вирівнювань послідовностей, з яких філогенетичні дерева виводяться через PhyML. Розстановки, деревовидні файли і інформація про SNP і віддалених сайтах будуть доступні для завантаження після завершення роботи програми

[bookmark: _Toc75094531]2.3.4. Дослідження ступеню ідентичності отриманими штамами
Для дослідження  ступеню ідентичності між штамами використали алгоритм OrthoANI (Orthologous Average Nucleotide Identity Tool), який складається з трьох кроків (рис. 13). ANI розраховується на основі двох послідовностей генома (запитуваного і досліджуваного штамів) наступним чином - спочатку послідовність генома запитуваної штаму розділяється на послідовність (фрагменти) довжиною 1020 п.н. Потім кожен фрагмент досліджується по всій довжині досліджуваної генома розглянутого штаму з використанням програми NCBI BLASTn. У цьому процесі програма BLASTn обчислює значення ідентичності нуклеотидів між фрагментами запитуваної штаму і геном досліджуваного штаму. Середня ідентичність нуклеотидів являє собою середнє значення цієї ідентичності нуклеотидів. Пропоноване порогове значення для розмежування видів становить 95 ~ 96% як для OrthoANI, так і для вихідного ANI.
[image: https://www.microbiologyresearch.org/docserver/fulltext/ijsem/66/2/000760-f1.gif]
Рис. 14. Принципова схема алгоритму OrthoANI [Lee et al., 2016]
 Для проведення філогенетичного аналізу з використанням повних геномів використовували програму RAxML (Randomized AxeleratedMaximum Likelihood).  Це популярна програма для філогенетичного аналізу великих наборів даних з максимальною правдоподібністю та швидким алгоритмом пошуку [Stamatakis, 2014]. 

[bookmark: _Toc75094532]2.3.5. Проведення пангеномного аналізу з обраними штамами
Після чого був проведений пангеномний аналіз за допомогою двох програмних рішень – Roary [Page et al., 2015] та Anvio [Eren et al., 2021]. 
Вхідними даними у Roary є .gff файли, які представляють собою розмітку генів та інших елементів послідовностей ДНК, РНК та білків. Для отримання цих файлів була використана програма Prokka.
Вхідними даними Prokka є .fasta файли, які представляють собою текстовий файл з нуклеотидними послідовностями. Після чого відбувається ab initio анотування геному за допомоги компонентів програм:
Таблиця 2
Компоненти Prokka та їхні властивості [Seemann, 2014]
	Компонент
	Анотує

	Prodigal [Hyatt, 2010]  
	Кодуючі ділянки (CDS)

	RNAmmer [Lagesen et al. , 2007]
	Рибосомальні РНК (рРНК)

	Aragorn [Laslett and Canback, 2004]  
	Транспортні РНК (тРНК)

	SignalP [Petersen et al. , 2011]
	Сигнальні пептиди

	Infernal [Kolbe and Eddy, 2011]
	Некодуючу РНК



Гени, що кодують білки, аннотуються у два етапи: Prodigal ідентифікує координати гену, але не описує передбачуваного продукту гена. Традиційний спосіб потребує компаративного аналізу нуклеотидної послідовності гену проти бази даних з відомими послідовностями на рівні протеїнів та перенесення кращого співпадіння у анотацію.
Prokka працює так само, але у ієрархічній манері, починаючі від маленьких, найбільш достовірних баз даних та закінчуючи моделями сімейств білків, що знаходяться під кураторством, включаючи такі бази даних:
1. Необов’язковий набір аннотованих білків, що задається користувачем;
2. Всі бактеріальні білки у UniProt  [Apweiler et al., 2004];
3. Всі білки з повних бактеріальних геномів у RefSeq для заданого роду;
4. Бази даних прихованих Марковських моделей, включаючи Pfam [Punta et al. , 2012 ]  та TIGRFAMs [Haft et al., 2013], за допомоги HMMER 3.1 [Eddy, 2011];
5. При відсутності співпадінь, білку присвоюється ярлик “гіпотетичного білка”.
	Вихідними даними є набір файлів наведені у таблиці 3
Таблиця  3
Вихідні дані Prokka 
	Розширення
	Опис

	.fna
	FASTA-файл вхідних контигів (нуклеотиди)

	.faa
	FASTA-файл трансльованих кодуючих генів (протеїни)

	.ffn
	FASTA-файл всіх геномних характеристик (нуклеотиди)

	.fsa
	Послідовності контигів для подальшого подання (нуклеотиди)

	.tbl
	Таблиця характеристик для подальшого подання

	.sqn
	Файл Sequin, який можна редагувати, для подальшого подання

	.gbk
	Файл GenBank з послідовностями та аннотаціями

	.gff
	Файл GFF v3 з послідовностями та аннотаціями

	.log
	Лог файл Prokka 

	.txt
	Статистика аннотування



	Після отримання .gff файлів всіх геномів вони були опрацьовані у Roary. Кодуючі ділянки екстрагуються, транслюються, фільтруються для видалення часткових послідовностей та попередньо кластеризуються за допомоги CD-HIT [Fu et al.., 2012], після чого проводиться повний компаративний аналіз між отриманими послідовностями з заданим відсотком ідентичності послідовностей (зазвичай 95%) за допомоги BLASTP.
	Потім відбувається кластерування послідовностей за допомоги алгоритму кластерування Маркова (MCL) і нарешті кластери, отримані від CD-HIT, поєднуються з даними. Використовуючи інформацію консервативних сусідніх генів, гомологічні групи, що містять паралоги, діляться на групи справжніх ортологів. Наступним кроком будується графік кластерів у залежності від їхнього розміщення у послідовностях, таким чином надаючи контекст кожному з генів, а потім відбувається кластерування штамів в залежності від наявності генів у аксесорному геномі.
	Anvio проводить аналізи схожим чином, але вхідними даними є .fasta файли. Спочатку ці файли переводяться у бази даних контигів, після чого ця база даних аналізується за допомоги BLAST, MCL та інших.

[bookmark: _Toc75094533]2.4. Дизайн праймерів та проведення  ПЛР in silico
Для дизайну праймерів в програмі необхідно завантажити в новий проект послідовність ДНК, яка містить цільову ділянку, яку потрібно ампліфікувати і активувати панель параметрів ПЛР (в правій частині вікна перегляду послідовності UGENE).
Запустити підбір праймерів і скорегувати налаштування моделювання.
UGENE надає функцію in silico PCR тільки для нуклеїнових послідовностей зі стандартним і розширеним алфавітами ДНК. Щоб використовувати його в UGENE, потрібно відкрити послідовність ДНК і перейти на вкладку In silico PCR.
Є такі параметри:
· Передній праймер - передній праймер.
· Зворотний праймер - на протилежній від прямого праймера нити ДНК.
· Максимальний продукт - максимальний розмір ампліфікованої послідовності.
· Витягти анотації - вказати тип видобутих анотацій:
Коли буде запущений процес, передбачені продукти ПЛР з'являться в таблиці продуктів яка містить три стовбця:
· область продукту в послідовності;
· довжина продукту;
· краща температура відпалу;
Потрібно натиснути на продукт, щоб перейти до його регіону в послідовності.
Після натискання кнопки «Вилучити продукти», відбувається експортування продуктів в файл.

[bookmark: _Toc75094534]2.5. Проведення ПЛР in vitro
Після отримання праймерів та їхнього синтезу була проведена полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) з подальшим аналізом ампліконів у ТАЕ-буфері з 1,0% агарозним гелем у двох паралелях (з праймерами від двох постачальників) з негативним контролем.
Прямий праймер – 5’‑GTGGGTTCATTTCGAATGCT-3’, зворотній – 5’‑TATATGGAAAGATCTCCCGC-3’, з температурами плавління 63,8 та 60,5 °С відповідно, вмістом GC-пар 45%, ампліконом у 1386 нуклеотидів, який включає в себе кластер унікальних генів Bacillus velezensis ONU 553.
 Перед проведенням ПЛР було проведено виділення хромосомної ДНК з бактерій Bacillus velezensis ONU 553 та штамів  Bacillus ssp.ONU 041, Bacillus ssp ONU 240, Bacillus ssp. ONU 79, Bacillus ssp. ONU 018, Bacillus ssp. ONU 236, Bacillus ssp. ONU 67, Bacillus ssp. ONU 122. 
Виділення ДНК з бактерій проводилося згідно з модифікованою методикою ISO 21571-2016, готувалися реагенти – буферний розчин А, що складався з Трис у концентрації 0,02 моль/л, Na2EDTA у концентрації 0,02 моль/л, NaCl у концентрації 0,1 моль/л, рН доводилася до 8,0; розчин сахарози у концентрації 400 г/л; буферний розчин для екстрації, що складався з 1 частини буферного розчину А та 1 частини розчину сахарози; розчин SDS у концентрації 200 г/л; розчин етилового спирту у концентрації 70% об/об; розчин лізоциму у концентрації 10 мг/мл; розчин протеїнази К у концентрації 20 мг/мл; розчин хлороформ-ізоамілового спирту, що складався з 24 частин хлороформу та 1 частини ізоамілового спирту; розчин фенол-хлороформ-ізоамілового спирту, що складався з 1 частини розчину хлороформ-ізоамілового спирту та 1 частини фенолу; буферний розчин ацетату натрію у концентрації 3 моль/л з рН 5,2; ТЕ-буфер, що складався з Трис у концентрації 0,01 моль/л та Na2EDTA у концентрації 0,001 моль/л з рН 8,0.
Методика була наступною:
1. З чашок Петрі відбиралися колонії бактерій у 500 мкл буферного розчину для екстракції та 50 мкл розчину лізоциму до OD600=1,2;
2. Проводилась інкубація при 37 °С протягом 1 години;
3. Після чого додавалися 25 мкл розчину SDS та 25 мкл розчину протеїнази К, суспензія інкубувалася при 60 °С протягом 10 хвилин;
4. Потім у суспензію додавався розчин фенол-хлороформ-ізоамілового спирту в об’ємі 600 мкл, розчин перемішувався, а потім центрифугувався 3 хвилини при 12000 g;
5. Супернатант переносили у нову пробірку, повторювали минулий етап та знов переносили супернатант у нову пробірку;
6. Після чого додавали 1/10 об’єму супернатанту та 1 об’єм ізопропанолу, розчин перемішувався інвертуванням та інкубувався при кімнатній температурі 30 хвилин;
7. Потім проводилося центрифугування при 12000 g протягом 15 хвилин, видалявся супернатант та проводилося промивання 500 мкл розчином етанолу;
8. Після чого знову проводилося центрифугування при 12000 g протягом 10 хвилин, супернатант видалявся, кулька ДНК просушувалася.
9. Суха кулька ДНК розчинялася у 100 мкл ТЕ-буферу.
Реакційна суміш на 1 реакцію складалася з 5,6 мкл деіонізованої води, 2,5 мкл десятикратного буферного розчину для ПЛР, 2 мкл суміші dNTP 40 мМ, 3 мкл MgCl2 25 мМ, 3 мкл прямого праймеру 8,27 мкМ, 3,4 мкл зворотнього праймеру 7,42 мкМ та 0,5 мкл Taq-полімерази концентрацією 5 U/мкл у розрахунку на 5 мкл ДНК. 
Наступним кроком була ампліфікація з наступною програмою: первинна денатурація 94▫С 5 хвилин, 35 циклів з денатурації при 94▫С 30 секунд, відпалу праймерів при 58▫С 45 секунд та елонгації при 72▫С 90 секунд, після чого відбулась фінальна елонгація при 72▫С 5 хвилин.
Готові амплікони аналізувались у 1% агарозному гелі з ТАЕ-буфером за допомогою електрофорезу при 180 В 30 хвилин, а потім були пофарбовані етидій бромідом.




















[bookmark: _Toc75094535]3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
[bookmark: _Toc75094536]3.1. Дослідження антагоністичної активності бацил методом блоків
В першу чергу цікавила антагоністична активність  штаму Bacillus velezensis ONU 553. Інші штами було обрано випадковим методом для порівняння з колекції кафедри мікробіології, вірусології та біотехнології ОНУ імені І.І. Мечникова.
У дослідженнях використано усі обрані штами бацил, що культивували протягом 3 діб на поживному агарі Гаузе 1 и Гаузе 2.  
За отриманими результати антагоністичної активності було показано, що при культивуванні даних штамів на середовищі Гаузе 1 антагоністичну активність проти штамів індикаторів проявили лише три штами, а саме - Bacillus velezensis ONU 553, Bacillus ssp. ONU 018 і Bacillus ssp. ONU 041 (рис. 15).

Рис. 15. Показники антагоністичної активності штамів бацил, ізольованих з донних відкладень Чорного моря (середовище Гаузе 1)

Антагоністична активність, зафіксована у цьому досліді, була спрямована проти грампозитивних індикаторних штамів. Вплив на грамнегативні штами не реєстрували. 
Досліджений штам Bacillus ssp. ONU 018 проявив активність проти Staphylococcus aureus та Bacillus subtilis (рис. 15, табл. 4).
Штам Bacillus ssp. ONU 041 проявив антагоністичну активність проти Kucoria rhizophila (рис. 15, табл. 4).
Штам Bacillus velezensis ONU 553 проявив антагоністичну активність по відношенню до Kucoria rhizophila та Bacillus subtilis (рис. 15, табл. 4).
Таблиця 4
Показники антагоністичної  активності досліджених штамів при їх попередньому культивуванні на середовищі Гаузе 1
	Штами-індикатори
	Bacillus velezensis ONU 553
	Bacillus ssp. ONU 018
	Bacillus ssp. ONU 240
	Bacillus ssp. ONU 041
	Bacillus ssp. ONU 122
	Bacillus ssp. ONU 236
	Bacillus ssp. ONU 79
	Bacillus ssp. ONU 67

	Candida albicans
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0

	Staphylococcus aureus,
	0,0
	5,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0

	Enterococcus faecalis
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0

	Kucoria rhizophila
	3,0
	0,0
	0,0
	3,5
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0

	Bacillus subtilis
	3,0
	2,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0

	Escherichia coli
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0

	Proteus vulgaris
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0

	Salmonella enterica
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0

	Klebsiella pneumoniae
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0

	Pseudomonas aeruginosa
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0

	Pseudomonas putida
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0



При використанні для попереднього культивування середовища Гаузе 2 рівень антагоністичної  активності досліджених штамів по відношенню до штамів індикаторів виявився більш високим і був зарееєстрований у більшій кількості варіантів.
В цьому досліді проти Staphylococcus aureus антагоністичну активність проявили штами Bacillus ssp. ONU 018 та Bacillus velezensis ONU 553 (рис. 16, табл. 5).
Штам Bacillus ssp. ONU 018 також виявився активним проти Enterococcus faecalis та Bacillus subtilis
Штам Bacillus ssp. ONU 041 проявив антагоністичну активність проти Kucoria rhizophila  та  Klebsiella pneumoniae  (рис. 16, табл. 5).

Рис. 16. Показники антагоністичної активності штамів бацил, ізольованих з донних відкладень Чорного моря (середовище Гаузе 2)

Штам Bacillus velezensis ONU 553 проявив антагоністичну активність по відношенню до Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Kucoria rhizophila, Bacillus subtilis та Klebsiella pneumoniae (рис. 16, табл. 5).
При використанні для попереднього культивування штамів бацил середовища Гаузе 2 антагоністична активність проявилась у штама Bacillus ssp. ONU 122 проти Kucoria rhizophila та у штама Bacillus ssp. ONU 236 проти Enterococcus faecalis (рис. 16, табл. 5).


Таблиця 5
Показники антагоністичної  активності досліджених штамів при їх попередньому культивуванні на середовищі Гаузе 2
	Штами-індикатори
	Bacillus velezensis ONU 553
	Bacillus ssp. ONU 018
	Bacillus ssp. ONU 240
	Bacillus ssp. ONU 041
	Bacillus ssp. ONU 122
	Bacillus ssp. ONU 236
	Bacillus ssp. ONU 79
	Bacillus ssp. ONU 67

	Candida albicans
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0

	Staphylococcus aureus,
	4,0
	4,0
	0,0
	6,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0

	Enterococcus faecalis
	6,0
	4,0
	0,0
	0,0
	0,0
	5,0
	0,0
	0,0

	Kucoria  rhizophila
	4,0
	0,0
	0,0
	5,0
	2,5
	0,0
	0,0
	0,0

	Bacillus subtilis
	3,0
	2,5
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0

	Escherichia coli
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0

	Proteus vulgaris
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0

	Salmonella enterica
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0

	Klebsiella pneumoniae
	2,5
	0,0
	0,0
	3,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0

	Pseudomonas aeruginosa
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0

	Pseudomonas putida
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0



Таким чином за результатами досліджень було показано, що досліджені штами бацил, ізольованих з донних відкладень Чорного моря є більш активними при культивуванні на середовище Гаузе 2. Антимікробна активність штамів була спрямована проти грампозитивних бактерій. Отримані результати можна пояснити тим, що поліпептидні антибіотики, які продукуються видами Bacillus, більш ефективні саме проти грампозитивних бактерій [Morikawa et al., 1992; Eltem and Ucar, 1998].
Отримані показники антимікробної активності проти Bacillus subtilis (рис. 17) також можна пояснити  відомими літературними даними про те, що представники Bacillus  продукують бактеріоцини які діють на близькоспоріднені грампозитивні бактерії [Scholz et al., 2011; Scholz et al., 2014].
[image: ]
Рис. 17. Зони затримки росту індикаторного штаму Bacillus subtilis [оригінал]

Антагоністичну активність штаму Bacillus velezensis ONU 553 проти Staphylococcus aureus (рис. 18)  скоріш за все можна пояснити процукцією полікетидів, наприклад,  баціллину, в результаті гібридного синтезу за допомогою PKS типу I і оперону NRPS [Chen et al., 2006; Moldenhauer et al., 2007].
[image: ]
Рис. 18. Зони затримки рості індикаторного штаму Staphylococcus aureus [оригінал]



[bookmark: _Toc75094537]3.2. Біоінформаційний аналіз  штаму Bacillus velezensis ONU 553
Завершений геном  дослідженого штаму був анотований за допомогою NCBI Prokaryotic Genomes Automatic Annotation Pipeline (PGAAP) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/) і з використанням серверу PATRIC (https://www.patricbrc.org/). Досліджений штам мав довжину  3 934 563 п.н. з середним вмістом GC пар 46,69%.
Візуалізацію кільцевого геному проводили з використаннмя серверу CGView Server (http://cgview.ca/) (рис. 19).
[image: ]
Рис. 19. Мапа, що була створена за допомоги серверу CGView, яка демонструє повний вид геному Bacillus velezensis ONU 553 (a) та збільшене зображення деяких областей (b,c,d) [оригінал]


[bookmark: _Toc75094538]3.2.1. Аналіз потенційних кластерів генів вторинних метаболітів штаму Bacillus velezensis ONU 553 з використанням програми antiSMASH
При аналізі штаму Bacillus velezensis ONU 553 з використанням програми antiSMASH було виявлено 12 кластерів генів вторинних метаболітів (версія 6.0) (табл. 6). 
Таблиця 6
Кластери генів, що беруть участь у синтезі вторинних метаболітів у Bacillus velezensis ONU 553  (за результатами аналізу в antiSMASH)
	№ кластеру
	Тип  синтезу
	Розмір (bp)
	Сполука
	Ступень ідентичності (%)

	1
	NRPS
	64858
	Surfactin (LP)
	91

	2
	PKS-like
	41244
	Butrosin A/Butrosin B
(Sacchoride)
	7

	3
	terpene
	17168
	Не ідентифіковано
	

	4
	transAT-PKS
	87819
	Macrolactin (PK)
	100

	5
	transAT-PKS/ NRPS
	109203
	Bacillaene (PK+NRP)
	100

	6
	NRPS/ transAT-PKS
	137117
	Fengycin (LP /NRP)
	100

	7
	terpene
	21883
	Не ідентифіковано
	

	8
	T3PKS
	41100
	Не ідентифіковано
	

	9
	transAT-PKS
	106173
	Difficidin (PK+NRP)
	100

	10
	NRPS
	511152
	Bacillibacin(NRP)
	100

	11
	NRPS
	59996
	Не ідентифіковано
	

	12
	інші
	41418
	Bacilysin
	100



При використанні  antiSMASH було виявлено п'ять кластерів генів, які грають важливу роль в нерибосомному синтезі (кластери 1, 5, 6,10 та 11). Для цих кластерів генів не ідентифікованим виявився лише продукт, який кодується кластером 11. Інші вторинні метаболіти, які були ідентифіковані  для кластерів пов’язаних з нерибосомним синтезом, добре відомі і мають чітко визначені кластери генів. По-перше, це сурфактин (кластер Surfactin_biosynthetic_gene), якій є бактеріальним циклічним ліпопептидом і проявляє такі ефективні характеристики, як антибактеріальна, противірусна, протигрибкова, і гемолітична активність [Scholz et al., 2014]. Баціллін (кластер 5), який відноситься  до полікетидів, пригнічує ріст грампозитивних мікроорганізмів (S. aureus, S. albus, S. pyogenes, S. lanceolatus) і деяких грамнегативних бакетрій. Відомий кластер Bacillaene_biosynthetic_gene_cluster.
Фенгіцін являє собою циклічний ліпопептид і закодован у кластері 6 (Fengycin_biosynthetic_gene_cluster.) Він володіє антигрибковою активністю проти деяких ниткоподібних грибів [Scholz etal., 2014].  
Бациллібацин також кодується  кластерами генів, які відповідальні за синтез ліпопептидів. Кластер Bacillibactin_biosynthetic_gene_cluster - сполука: бациллибактин - хелатор железа (кластер 10). 
Також було визначено кластер генів, які приймають участь в PKS-опосередкованій продукції бітирозину А. Бітирозин являє собою новий комплекс аміноглікозидних антибіотиків, які володіють широким спектром антибактеріальної активності проти грамнегативної і грампозитивної мікробіоти. 
Додатково визначено два терпенових  кластера, але який саме продукт вони виробляють не ідентифіковано (табл. 6). Один T3pks кластер, також з невідомим продуктом і два transAT-PKS кластери. Останні кластери кодують відомі продукти – макролактин та діфіцидин (табл. 6). Макролактіни являють собою велику групу макролідних антибіотиків з 24-членних лактонов з b-кільцем, вперше виявленим у морських бацил  [Chen et al.,  2009]. Діфіцідін викликає придушення експресії генів, що беруть участь у вірулентності, поділу клітин і синтезі білків і клітинних стінок у Xanthomonas.
Останній кластер кодує синтез бацилізіну (Bacilysin_biosynthetic _gene_cluster), який володіє  високою антимікробною активністю.
За результатами вирівнювання було підтверджено, що ідентифіковані кластери мають структурну спорідненість до інших кластерів Bacillus velezensis. Так,  за отриманими результатами досліджений штам Bacillus velezensis ONU 553 має високу ступень подібності до штаму Bacillus velezensis FZB42 за результатами вирівнювання кластерів генів (табл. 7). Вирівнювання проводилося через базу даних MIBiG, яка містить усі відомі кластери вторинних метаболітів.

Таблиця 7
Результати вирівнювання знайдених кластерів генів у Bacillus velezensis ONU 553 через базу  даних MIBiG
	Результати
antiSMASH
	MIBiG accession
	Кластер генів
	Штам з найбільшім рівнем ідентичності

	Кластер 1
	BGC0000693
	surfactin biosynthetic gene cluste
	Bacillus velezensis FZB42


	Кластер 2
	BGC0000693
	butirosin A biosynthetic gene cluster
	Bacillus circulans


	Кластер 4
	BGC0000181
	macrolactin H biosynthetic gene cluster
	Bacillus velezensis FZB42


	Кластер 5
	BGC0001089
	bacillaene biosynthetic gene cluster
	Bacillus velezensis FZB42


	Кластер 6
	BGC0001095
	fengycin biosynthetic gene cluster
	Bacillus velezensis FZB42


	Кластер 9
	BGC0000176
	difficidin biosynthetic gene cluster
	Bacillus velezensis FZB42


	Кластер 10
	BGC0000309
	bacillibactin biosynthetic gene cluster
	Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168


	Кластер 12
	BGC0001184с
	bacilysin biosynthetic gene cluster
	Bacillus velezensis FZB42



 
Фактично, отримані результати свідчать, що вторинні метаболіти, продуковані штамом Bacillus velezensis ONU 553  (особливо такі як фенгіціни, бацілізіни, бациліни і сурфактін) є основними сполуками, які беруть участь в інгібуванні росту індикаторних штамів  мікроорганізмів. Слід відмітити, що перераховані вище речовини відносяться до ліпопептидів, які складають один з основних класів біосурфактантів.

[bookmark: _Toc75094539]3.2.2. Результати використання BLAST
Після використання  локального BLAST+ (версія  2.9) та встановлених відповідних  баз данних  (ref_prok_rep_genomes) були отримані результати, які наведені в таблиці 8.
Тобто, серед усього різноманіття штамів, які зберігаються в базах ref_prok_rep_genomes, було отримано лише два повних генома, які мали високу ступень ідентичності до даного штаму 
Таблиця 8
Результати використання локального BLAST+ з встановленими базами ref_prok_rep_genomes(1-15)
	Sequences producing significant alignments:
	Score
(Bits)
	Е
Value

	NZ_CP055376.1 Bacillus amyloliquefaciens strain WF02 chromosom complete
	4.114e+05
	0,0

	NZ_CP011937.1 Bacillus velezensis strain CBMB205 chromosome, complete
	3.880e+05
	0,0

	NZ_AJVF01000013.1 Bacillus siamensis KCTC 13613 strain KCTC 13613
	2.350e+05
	0,0

	NZ_AJVF01000041.1 Bacillus siamensis KCTC 13613 strain KCTC 1361
	1.912e+05
	0,0

	Z_AJVF01000041.1 Bacillus siamensis KCTC 13613 strain KCTC 13613
	1.463e+0
	0,0

	Z_AJVF01000041.1 Bacillus siamensis KCTC 13613 strain KCTC 13613
	1.346e+05
	0,0



При посиланні на Bacillus siamensis отримуються контигі, тому для проведення філогенетичного аналізу та пангеному було вирішено обмежитися тільки штамами, які відносились до Bacillus amyloliquefaciens або до Bacillus velezensis. 
При завантаженні геномів з бази NCBI робився акцент на розмірі геному, походження організму та приналежності до оперативної групи B. amyloliquefaciens (OGBa) (табл. 9). Для проведення подальших досліджень було використано штами Bacillus amyloliquefaciens KC41, Bacillus amyloliquefaciens SRCM10126, Bacillus amyloliquefaciens WF02, Bacillus amyloliquefaciens XJ5, Bacillus amyloliquefaciens ZJU1, Bacillus velezensis 10075, Bacillus velezensis CBMB205, Bacillus velezensis DSYZ, Bacillus velezensis QST713, Bacillus velezensis strain W1 з бази даних NCBI.

Таблиця 9
Данні про обрані геноми  зі сторінки бази данихNCBI Genome Assembly and Annotation report [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/#!/prokaryotes/848/]
	Штам
	RefSeq
	Розмір (Mb)
	GC%
	Джероло виделення
	Геграфічна локація

	Bacillus amyloliquefaciens strain WF02
	NZ_CP055376.1
	4.03
	46.50
	soil
	Taiwan

	Bacillus amyloliquefaciens KC41
	NZ_CP044444.1
	4,12

	46.00
	soil
	South Korea

	Bacillus amyloliquefaciens SRCM10126
	NZ_CP021505.1
	4.09
	45.89
	food
	South Korea

	Bacillus amyloliquefaciens XJ5
	NZ_CP071970.1
	4.44
	45.60
	Catalpa
	China

	Bacillus amyloliquefaciens ZJU1
	NZ_CP041691.1
	4.06
	46.40
	Morus alba L.
	China

	Bacillus velezensis CBMB205
	NZ_CP011937.1
	3.93
	46.50
	rice rhizosphere soil
	South Korea

	Bacillus velezensis 10075
	NZ_CP025939.1
	4.34
	46.09
	chinese food lobster sauce
	China

	Bacillus velezensis DSYZ
	NZ_CP030150.1
	4.32
	45.72
	rhizosphere soil
	China

	Bacillus velezensis QST713
	NZ_CP025079.1
	4.23
	45.90
	commercial product Serenade
	France

	Bacillus velezensis strain W1
	NZ_CP028375.1
	4.24
	45.80
	
	China

	Bacillus velezensis strain ONU 553
	NZ_CP043416

	3.93
	46,69
	bottom sedimen
	Ukraine


Примітка: жирним шрифтом виділені реферативні геноми

[bookmark: _Toc75094540]3.2.3. Результати філогенетичного аналізу набора даних геномів отриманих після використання BLAST
Філогенетичне дерево, складене з повних геномів 11 обраних штамів наведене на рисунку 20. Отримані результати  підтвердили, що штам Bacillus velezensis ONU 553 входить до оперативної групи B. amyloliquefaciens (OGBa).
Вирівнювання заданих геномів виконувалося з використанням програми  RAxML (Randomized Axelerated Maximum Likelihood) для послідовного і паралельного виводу великих філогенетичних дерев на основі максимальної правдоподібності. 
По завершенню аналізу було отримално файл, який містив Newick формат: 
(Bacillus_amyloliquefaciens_strain_ZJU1:0.00001799,
Bacillus_velezensis_strain_W1:0.00001409,
(Bacillus_velezensis_strain_10075:0.00316597,
(Bacillus_amyloliquefaciens_strain_KC41:0.00565348,
((Bacillus_amyloliquefaciens_strain_SRCM10126:0.05136109,
Bacillus_amyloliquefaciens_strain_WF02:0.00975083):0.00299681,
(Bacillus_velezensis_strain_CBMB205:0.00782850,
(Bacillus_velezensis_strain_ONU_553:0.00462449,
(Bacillus_velezensis_strain_QST713:0.00336731,
(Bacillus_amyloliquefaciens_strain_XJ5:0.00149074,
Bacillus_velezensis_strain_DSYZ:0.00146751):0.00207792):0.00258821):0.00261511)
:0.00105314):0.00247707):0.00199065):0.00319078); 

При використанні даного формату мається на увазі, що найнижчий вузол в цьому дереві - це внутрішній вузол, а не вершина. Внутрішні вузли представлені парою відповідних круглих дужок. Між ними через кому знаходяться подання вузлів, які безпосередньо походять від попереднього. Для візуалізації отриманного дерева використовували сервер T-REX (http://www.trex.uqam.ca/index.php?action=home), який також реконструює філогенетичні дерева з використанням методу Maximum Likelihood.
Як можна побачити на рисунку 20, усі дослджені геноми можна умовно поділити на два кластери. До першого  кластеру входять геноми Bacillus velezensis strain W1, Bacillus amyloliquefaciens ZJU1, Bacillus velezensis 10075, Bacillus amyloliquefaciens KC41, Bacillus amyloliquefaciens strain WF02, Bacillus amyloliquefaciens SRCM10126. 
До другого кластеру входять штами Bacillus velezensis DSYZ, Bacillus amyloliquefaciens XJ5, Bacillus velezensis QST713, Bacillus velezensis strain ONU 553 Найбільшу спорідненість мають штами Bacillus velezensis ONU 553 та Bacillus velezensis CBMB205.
Досить цікавим виявився той факт, що реферативні геноми, тобто Bacillus velezensis CBMB205 та Bacillus amyloliquefaciens strain WF02 віднеслись до різних кластерів (рис. 20). Взагалі отримане філогенетичне дерево можна охарактеризувати як монофілетичне, однак такий поділ за кластерами реферативних геномів підкреслює ступінь ідентичності пов'язану з видовою приналежністю штамів
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Рис. 20. Філогенетичне дерево досліджених геномів ( метод Maximum Likelihood) [оригінал]

Слід також відмітити, що до кластері зі штамом Bacillus velezensis ONU 553 відноситься більшість представників Bacillus velezensis (рис. 20), а представники B. amyloliquefaciens віднесені до іншого кластеру з єдиним винятком – Bacillus velezensis 10075. Однак ці результати не суперечать поняттю оперативної групи B. amyloliquefaciens (OGBa).
3.2.4. Визначення ступеня ідентичності між отриманими штамами 
Для дослідження  ступеня ідентичності між штамами було використано алгоритм OrthoANI . Отримані дані наведені на рисунках 21 та 22. Оскільки можливості програми обмежені 10 геномами для одночасного аналізу були проведені дослідження групп геномів за їх видовою ідентифікацією.
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Рис. 21. Філогенетичний аналіз Bacillus velezensis ONU 553 на основі середньої нуклеотидной ідентичності [оригінал]

Отримані результати наведені у вигляді теплової мапи свідчать, про високу ідентичність нуклеотидів (OrthoANI) між геномом Bacillus velezensis ONU 553 і його спорідненими видами віднесеними до Bacillus velezensis. Значення OrthoANI між геномом Bacillus velezensis ONU 553 і іншими геномами Bacillus були наступними: Bacillus velezensis 10075 (97,93%), Bacillus velezensis CBMB205 (98,27%), Bacillus velezensis QST713 (97,99%), Bacillus velezensis DSYZ (98,58%), Bacillus velezensis strain W1 (98.16%). Значення більше 97% вказують на приналежність штамів до одного виду.
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Рис. 22. Філогенетичний аналіз Bacillus velezensis ONU 553 на основі середньої нуклеотидной ідентичності [оригінал]

Теплова мапа, що показує значення середньої ідентичності нуклеотидів (OrthoANI) між геномом Bacillus velezensis ONU 553 і його  видами. Значення OrthoANI між ONU 553 і іншими геномами Bacillus були наступними: Bacillus amyloliquefaciens KC41 (98,62 %), Bacillus amyloliquefaciens CM10126 (93,85%), Bacillus amyloliquefaciens XJ5 (98,36%), Bacillus amyloliquefaciens ZJU1 (98,21%), Bacillus amyloliquefaciens WF0 (97,75%). 
Таким чином за показниками середньої нуклеотидной ідентичності також було підтверджено, що усі штами відносяться до оперативної групи B. amyloliquefaciens (OGBa) і мають високу ступінь спорідненості між собою.

[bookmark: _Toc75094541]3.2.5. Проведення пангеномного аналізу
Після проведення пангеномного аналізу у Anvio була отримана наступна діаграма (рис. 23). На ній зображені 11 кластерованих досліджених геномів починаючи з центрального сектора B. velezensis QST713, B. amyloliquefaciens XJ5, B. velezensis DSYZ, B. velezensis 10075, B. amyloliquefaciens ZJU1, B. velezensis W1, B. amyloliquefaciens SRCM10126, B. amyloliquefaciens KC41, B. amyloliquefaciens WF02, B. velezensis CBMB205, B. velezensis ONU 553; наступні 3 сектори відображають наявність анотацій згідно з базой даних COG за категоріями (3612 відомі, 2104 невідомі), функціями (3612 відомі, 2104 невідомі) та метаболічним шляхом (4866 невідомі, 850 відомі), наступний сектор відображає наявність “суворих” кластерів, наступні три сектори визначають ступінь гомогенності, а останні три сектори показують кількості паралогів, генів та геномів, що входять у кластер.
На рисунку 23 гени генома, що входять у кластер, мають більш темний колір, ніж ті, що у кластер не входять. Можна побачити чітке розподілення кластерів на кластер основних генів, унікальних генів та додаткових генів. Загалом пангеном представлений 5716 кластерами генів, з яких 3329 – входять до основного геному, 1352 – до додаткового, а інші 1035 є унікальними генами кожного з штамів. У дослідженого штаму B. velezensis ONU 553 було виявлено 68 унікальних генів.
Також на правій частині можна побачити теплову карту повної ідентичності геномів та дендрограму. За результатами можна побачити, що B. velezensis ONU 553 більш за все споріднений до B. velezensis CBMB205.
За результатами Roary були отримані наступні данні (рис. 24).
Як можна побачити (рис. 24 та 25) зі збільшенням кількості геномів кількість нових генів зменшується, у той час як унікальних генів стає більше, з чого можна зробити висновок, що Bacillus velezensis мають відкритий геном і з часом в процесі еволюції представники виду зможуть заволодіти новими генами з пангеномного пулу, що характеризує їх як якісних біотехнологічних потенційних продуцентів
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Рис. 23. Результати порівняння обраних геномів в програмі Anvio, наведені у вигляді кругової діаграми [оригінал]
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Рис. 24. Діаграми розподілу консервативних, нових та унікальних генів в досліджених геномах (за результатами роботи Roary) [оригінал]
Пангеномний аналіз у Roary повідомляє про наявність 7887 кластерів генів, з яких 2509 відносяться до основного геному, 2297 до додаткового та 3081 унікальних (рис. 25).
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Рис. 25. Пангеномний аналіз штамів Bacillus на основі матриці Roary [оригінал]
Згенероване дерево основного генома порівнювали з матрицею, в якій основні і додаткові гени або були присутні (синій), або були відсутні (білий).
Отриманий графік ілюструє кластерування генів відповідно до їхньої унікальності.
За аналізом унікальних генів штаму B. velezensis ONU 553 було відмічено 2 регіону. Перший регіон  містить 9 генів і розташований з 720638 нуклеотида по 726010 нуклеотид (табл. 10).
Таблиця 10
Гени, які відносяться до першого унікального кластеру штаму B. velezensis ONU 553 та їхня анотація через базу даних UniProt
	Регіон
	Анотація (UniProt)

	642947…645952
	Superfamily II DNA or RNA helicase (Sporanaerobacter acetigenes)

	720638…721930
	SIR2_2 domain-containing protein (Alkalihalobacillus krulwichiae)

	721927…722397
	Signal transduction protein containing diguanylate cyclase/phosphodiesterase domain (GGDEF) and domain (EAL) (Clostridium acetobutylicum)

	722401…724308
	Uncharacterized protein (Fictibacillus arsenicus)

	724497…724623
	Syntaxin-binding protein 3 (Nosema apis BRL 01)

	724697…724799
	Conjugal transfer protein (Virgibacillus pantothenticus)

	724698…725011
	Conjugal transfer protein (Virgibacillus pantothenticus)

	725024...725407
	YdcP family protein

	725404…726010
	ATP-binding protein (Paludifilum halophilum)



Другий регіон  містить 3 гена і розташований з 3835503 нуклеотида по 3839758 нуклеотид (табл. 10).
Таблиця 11
Гени, які відносяться до другого унікального кластеру штаму B. velezensis ONU 553 та їхня анотація через базу даних UniProt
	Регіон
	Анотація (UniProt)

	3835503..3836951
	Abortive phage infection protein (Paenibacillus sambharensis) 

	3836935..3837771
	Restriction system protein (Flavobacterium croceum DSM 1)

	complement(3837908..3839758)
	Putative ATP-dependent endonuclease of OLD family (Aureibacillus halotolerans)  



Для доказу унікальності штама B. velezensis ONU 553 з використанням ПЛР був обраний другий кластер.
[bookmark: _Toc75094542]3.3. Дизайн праймерів з використаннмя програми UGENE
При використанні програми UGENE та знайденого унікального кластеру генів було проведено дизайн праймерів та ПЛР in silico. 
За результатами аналізу було показано, що оптимальними для праймерів є наступні послідовності;
Forward	GTGGGTTCATTTCGAATGCT length 20(bp)  
Reverse	TATATGGAAAGATCTCCCGC length 20(bp)  
Довжина амплікону становить 1386 п.н.
Для перевірки якості отриманих праймерів був використаний сервер OligoAnalyzer™ Tool (https://eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). За результатми перевірки були отримані наступні показники для розроблених праймерів:
Forward: Tm = 63.8 °C; GC% = 45.0;
Reverse: Tm = 60.5 °C; GC% = 45.0;
При проведенні ПЛР in silico з використанням програми UGENE було підтверджено якість праймерів. Додатково було визначено, що амплікон охоплює декілька ORF (рис. 26).
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Рис. 26. Визначення області, яку охоплює амплікон при проведенні ПЛР in silico в програмі UGENE [оригінал]

При проведенні бластування в базі даних UniProt послідовності, які відносились до ORF були визначені:
	orf1

	NT
>ATGTTGGTATCAGTATTAATCACAAATTCTCTTCCGTATTCTGTTAGAAGAAGCAGTCCTCCGTTCAATTCTTTTATAATATTGAGTTCAAAAGTTTTTTCAAGAATTGGATTTACATCATAA
AA
> Uncharacterized protein (Paenibacillus swuensis)
MLVSVLITNSLPYSVRRSSPPFNSFIILSSKVFSRIGFTS

	orf2

	NT
>ATGAGCCCTTATAAATTTGAACAATTGGTAATTGACGTTTTAGTAACAACAAAAGAAGCACCTTTAGGTGAAGTTACTAAAAAAAGTGGGGACGGGGGTATTGATGGTTTACTATATAGAACTTTACTTAAACAAGGAGAAATACCAGTTCAGATAAAAAGATATTCTGAAAATAATCTAGTAGGCGAACAAGATATACGAGATTTTATTGGAGCATGGAGTCAGAAACATAGCAATGGTGCTTATTTTGTCACTACATCTAATTATACCAATAAAGCAAAAATAAAAAGCAAAGAGCGTGGGATTATTCTCATAGATGGAAACCTATTAGTTGATTTAATGATTAACCATCGTTTCGGCTTACAGGAAACTAATAGTCTGAAATTCTGTTTAACTCCTTCATTGGAATTTTTTGGTTAA
> Restriction endonuclease
MSPYKFEQLVIDVLVTTKEAPLGEVTKKSGDGGIDGLLYRTLLKQGEIPVQIKRYSENNLVGEQDIRDFIGAWSQKHSNGAYFVTTSNYTNKAKIKSKERGIILIDGNLLVDLMINHRFGLQETNSLKFCLTPSLEFFG




[bookmark: _Toc75094543]3.4. Проведення полімеразної ланцюгової реакції
За результатами дослідження було підтверджено, що штам має унікальний кластер, якій відрізняє його від інших представників оперативної групи B. amyloliquefaciens (OGBa) (рис. 27). Отриманий продукт ПЛР мав довжину приблизно  , що відповідає розміру запланованого амплікону.
Отриманий продукт ПЛР мав довжину приблизно 1386 п.н, що відповідає розміру запланованого амплікону.
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Рис. 27. ПЛР-ідентифікація наявності унікального кластера генів у штама Bacillus velezensis ONU 553 [оригінал]:
1 – 50 bp DNA Ladder; 2 – Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker, 3 – штам Bacillus ssp. ONU 67k, 4 – штам Bacillus ssp. ONU 67c; 5 – штам Bacillus ssp. ONU 79k, 6  – штам Bacillus ssp. ONU 79c, 7 – штам Bacillus ssp. ONU 018k, 8 – штам Bacillus ssp. ONU 018c, 9 – штам Bacillus ssp. ONU 041k, 10 – штам Bacillus ssp. ONU 041c, 11 – штам Bacillus ssp. ONU 240k, 12 – штам Bacillus ssp. ONU 240c, 13 – штам Bacillus ssp. ONU 236k, 14 – штам Bacillus ssp. ONU 236c, 15 – штам Bacillus velezensis ONU 553k, 16 – штам Bacillus velezensis ONU 553c, 17 – штам Bacillus ssp. ONU 122k, 18 – штам Bacillus ssp. ONU 122c, 19 – негативний контроль (без ДНК);
k-праймери замовлені у представників ТОВ Хімлабреактиви (м. Київ)
с- праймери замовлені у представників ТОВ Сіместа (м. Одеса)




[bookmark: _Toc75094544]3.5. Біотехнологічна схема оцінки біотехнологічного потенціалу
	За результатами була укладена біотехнологічна схема аналізу та оцінки мікроорганізмів, яких виділяють з тих чи інших джерел: 
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Рис. 28. Біотехнологічна схема аналізу мікроорганізмів [оригінал]

[bookmark: _Toc75094545]УЗАГАЛЬНЕННЯ
[bookmark: _Toc75094546]Останнім часом перспективи використання представників оперативної групи B. amyloliquefaciens (OGBa) для контролю над патогенними мікроорганізмами стало однією з передових тематик [Ye et al., 2018]. Представники цієї групи мікроорганізмів здатні безпосередньо протидіяти патогенам рослин, конкуруючи за основні поживні речовини, виробляючи антибіотичні сполуки, леткі сполуки, які виявилися потужними індукторами системної придбаної стійкості у рослин, ліпопетіди і додатково вони продемонстрували здатність до утворення біоплівки на поверхні коренів рослин, що також сприяє боротьбі з патогенними мікроорганізмами [Wang et al., 2008; Xu et al., 2016; Jin et al, 2017; Min et al., 2018]. Додаткові геномні і пангеномні дослідження представників цієї групи показали наявність великої кількості кластерів генів (до 10% всього геному) пов'язаних з продукцією вторинних метаболітів з відомою або невідомою антимікробною активністю, що посилює інтерес біологів до цієї групи мікроорганізмів. В першу чергу це пов'язано з новими підходами до пошуку кластерів вторинних метаболітів в геномі потенційних продуцентів, пошуком нових екологічних ніш у яких можуть знаходитися штами з новими, досі не відомими властивостями [Fan et al., 2018]. Серед таких екологічних ніш першу чергу займають океанічні екосистеми, морські донні відкладення, які раніше не розглядались в якості потенційного джерела штамів, продукуючих біологічно активні сполуки.
У даній роботі було досліджено штам Bacillus velezensis ONU 553, ізольований з донних відкладень Чорного моря  класичними мікробіологічними методами та біоінформаційними  методами для дослідження повного геному.
Було показано, що досліджений штам володіє найбільшім спектром антимікробних сполук серед усіх досліджених штамів. Так, штам Bacillus velezensis ONU 553 проявив антимікробну активність проти індикаторних штамів Kucoria rhizophila та Bacillus subtilis при його попередньому культивуванні на середовищі Гаузе 1. При використанні середовища Гаузе 2 Bacillus velezensis ONU 553 проявив антагоністичну активність по відношенню до Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Kucoria rhizophila, Bacillus subtilis та Klebsiella pneumoniae.
Більшу антимікробну активність проти грампозитивних мікроорганізмів можна поясніти тим, що представники оперативної групи B. amyloliquefaciens (OGBa) більш схильні до продукування поліпептидних антибіотиків, які ефективніші саме проти грампозитивних бактерій [Morikawa et al., 1992; Eltem and Ucar, 1998].
Аналіз геному штаму Bacillus velezensis ONU 553 з використанням програми antiSMASH підтвердив первинні припущення та виявив наявність кластеру, що відповідає за синтез бацілліну (кластер 5, табл. 6), який відноситься  до полікетидів і здатен пригнічувати ріст грампозитивних мікроорганізмів (S. aureus, S. albus, S. pyogenes, S. lanceolatus) і деяких грамнегативних бактерій [Morikawa et al., 1992; Eltem and Ucar, 1998]. Відомий як кластер Bacillaene_biosynthetic_gene_cluster. Також було виявлено кластер, що сприяє синтезу макролактину (кластер 4, табл. 6), який  має бактеріостатичну дію на безліч грампозитивних і мультирезистентних бактеріальних патогенів [Romero-Tabarez et al., 2006]. Також були виявлені кластери бацилізіну (кластер 12, табл. 6), сурфактину (кластер 1, табл. 6). Взагалі, було показано, що досліджений штам Bacillus velezensis ONU 553 за результатами вирівнювання кластерів генів через базу даних MIBiG найбільш схожий зі штамом Bacillus velezensis FZB42 [ Fan et al., 2018].
 У подальшому було показано, що досліджений штам має високу ступень ідентичності саме до оперативної групи B. amyloliquefaciens (OGBa). Доказами слугували результати роботи BLAST та OrthoANI. За результатами бластування було отримано лише два повних геному, які мали високу ступень ідентичності до даного штаму - Bacillus amyloliquefaciens strain WF02 та Bacillus velezensis strain CBMB205. Тому для подальшого аналізу обрали лише представників оперативної групи B. amyloliquefaciens (OGBa) (табл. 9).
Філогеничний аналіз проведений з використанням програми RAxML та методу Maximum Likelihood підтвердив більшу ідентичність даного штаму до представників Bacillus velezensis, однак і відобразив виразний взаємозв'язок штамів, що підкреслило загальну монофілетичність обраної сукупності геномів (рис. 20). Середня  нуклеотидна ідентичность обраних  штамів (за результатами аналізу в програмі OrthoANI) коливались від 93,85% до 98,99%.
При проведені пангеномного аналізу було показано, що штам має відкритий геном (рис. 24 та 25).  При використанні програми Roary було виявлено 68 унікальних генів які приналежать саме штаму  Bacillus velezensis ONU 553. З метою перевірки зробленого аналізу було проведено дизайн праймерів для унікальних кластеру та проведено ПЛР in vitro. Розмір отриманого амплікону підтвердив наявність саме цього кластеру лише у штаму Bacillus velezensis ONU 553, що свідчить про його унікальність.
 Таким чином, можна казати про великий потенціал штаму Bacillus velezensis ONU 553 як біотехнологічного штаму-продуцента антимікробних та антифунгіцидних препаратів, 










[bookmark: _Toc75094547]ВИСНОВКИ
1. B. velezensis ONU 553 має антагоністичну активність по відношенню до умовно-патогених штамів індикаторів, а саме до Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Kucoria rhizophila, Bacillus subtilis та Klebsiella pneumoniae.
2. B. velezensis ONU 553 має 12 кластерів вторинних метаболітів, серед яких є кластери синтезу сурфактину, бутрозину А та Б, макролактину, бациліну, фенгіцину, диффіцидіну, бациллібацину, бацил лізину та з не ідентифікованими продуктами.
3. У результаті пангеномного аналізу були встановлено наявність 68 унікальних геів B. velezensis ONU 553, та характер геному B. velezensis – відкритий, що свідчить про високий потенціал B. velezensis ONU 553 у ролі біотехнологічного продуцента.
4. За допомогою ПЛР діагностики вдалось довести наявність унікального кластеру генів штаму B. velezensis ONU 553 у порівнянні з іншими штамами.  Розмір отрамого амплікону становив 1386 п.н. та був вивлен лише у дослідженого штаму. 
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Heatmap generated with OrthoAN values
calculated from the OAT software.
Please cite Lee etal. 2015.
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Heatmap generated with OrthoANI values
calculated from the OAT software.
Please cite Lee etal. 2015.
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