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Klassifizierung bakterieller Viren

Phagentaxonomie in der Next
Generation Sequencing-Ara
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Phages are the biggest known biological entity on earth (about 1031 particles). Due to next generation
sequencing methods applied on environmental samples an unpreceeded amount of phage genome data is
available. Due to their extreme diversity and the lack of monophyly a sequence based taxonomy is challeng-
ing. However, within the phages there are monophyletic subgroups that can be classified based on their
genome sequence. A method that combines the shared gene content with taxon specific similarities ena-
bles a reliable identification of the phage family based exclusively on the corresponding genome sequence.
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Cross-Scan von HMMs aus den vier verschiedenen Phagenfamilien
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<« Abb. 1: Genomscan aller
Proteinsequenzen aus Pha-
gengenomen mit taxonspe-
zifischen verdeckten Mar-
kov-Modellen (HMM) aus
vier Phagenfamilien: Inoviri-
dae, Myoviridae, Podoviri-
dae und Siphoviridae. In
den Spalten sind die Treffer
farbcodiert dargestellt, mit
ansteigender Ahnlichkeit
von Blau nach Rot. Um die
Ahnlichkeiten unterschied-
lich groBer Proteine verglei-
chen zu kdnnen, wurden die
bit-scores der HMM-Treffer
Uber die Lange der Proteine
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Phagenfamilie ermdglicht.
Die Scans der Myoviridae,
Podoviridae und Siphoviri-
dae, die die Gruppe der
Caudovirales bilden, zeigen
Treffer in den jeweiligen
anderen Familien. Diese
cross matches bestatigen
die Verwandtschaft der
Genomfamilien, allerdings
ist auch hier anhand der
eindeutig niedrigeren Ahn-
lichkeiten dennoch eine
Zuordnung zur richtigen
Familie moglich (aus [13]).
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Tab. 1: Eigenschaften typischer Phagen. Fiir die Phagenfamilien ist jeweils ein typischer Vertreter
beschrieben, die Genomsequenzen sind liber den GenBank-Zugriffscode frei verfiigbar.

Familie, genetisches Material, Morphologie GenomgroBe GenBank
T4 Myovirus, dsDNA, Kopf mit kontraktilem Schwanz 169 kbp, 288 Gene  AF158101.6
17 Podovirus, dsDNA, Kopf mit kurzem Schwanz 40 kbp, 51 Gene LR745710.1
| Siphovirus, dsDNA, Kopf mit nicht-kontraktilem 48 kbp, 66 Gene J02459.1
Schwanz
dX174 Microvirus, ssDNA, Kopf 5,4 kbp, 12 Gene MN385565.1
M13 Inovirus, ssDNA, Filament 6,4 kbp, 10 Gene V00604.2
Phi6 Cystovirus, dsRNA in drei Segmenten, Kopf 13 kbp, 12 Gene DQ785293.1,
DQ785292.1,
DQ785287.1
MS2 Levivirus, ssRNA, Kopf 2,7 kbp, 7 Gene MH603811.1

PBCV-1  Giant virus, dsDNA, Kopf

330 kbp, 802 Gene  JF411744.1

B Phagen oder auch Bakteriophagen wur-
den unabhéngig voneinander 1915 von
Frederick Twort [1] und 1917 von Félix
d’Herelle beschrieben [2]. Letzterer pragte
den Begriff Phage und verwendete ihn
urspriinglich fiir Viren, die Bakterien infi-
zieren. Phagen sind die groBSte derzeit
bekannte biologische Gruppe. In der Lite-
ratur wird die auf der Welt vorhandene
Zahl von Phagenpartikeln auf etwa 103!
geschatzt [3, 4]. Diese Menge tibersteigt
die Zahl der gegenwértig im Universum
bekannten Sterne. Das internationale
Komitee fiir die Taxonomie der Viren
(ICTV) ordnet diese riesige Zahl von Pha-
gen in taxonomische Gruppen [5]. Derzeit
umfasst die Speziesliste des ICTV 5.560
Virenspezies in 153 Familien und 16 Ord-
nungen.

Kein Urphage, kein Stammbaum

All das wirkt fiir biologisch Interessierte
vertraut, ist es doch in der Begrifflichkeit
an die Taxonomie der zellularen Organis-
men angelehnt. Doch es gibt zwei wesentli-
che Unterschiede aufgrund des Umstands,
dass Phagen keine monophyletische Grup-
pe sind: Es gibt keinen gemeinsamen Vor-
fahren oder ,Urphagen* fiir die Gesamtheit
der Phagen und somit auch keinen Stamm-
baum, der alle Phagen umfasst. Und es gibt
kein Gen, das in allen bekannten Phagen-
genomen vorhanden ist, und daher keine
einheitliche sequenzbasierte Phylogenie.
Bei den zellularen Organismen erstellt man
sequenzbasierte Stammbdume auf Basis
phylogenetischer Marker. Taxonomen ver-
wenden hierfiir das 16S-TRNA-Gen bei Pro-
karyoten [6] bzw. das 18S-TRNA-Gen bei
hoheren Organismen.
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Die klassische Phagentaxonomie basiert
auf einer Kombination deskriptiver Eigen-
schaften, wie Form und GroBe der Phagen-
partikel, der Organisation und Natur des
genetischen Materials (Einzelstrang- oder
Doppelstrang-Genom, RNA oder DNA)
sowie des infizierten Wirts. Seit Beginn der
Revolution durch die Sequenzierung der
nichsten Generation (Next Generation
Sequencing, NGS) - insbesondere seit deren
Anwendung auf direkt aus der Umwelt iso-
lierte DNA, die Metagenome - wurden in
groBem Umfang Sequenzdaten erstellt und
offentlich verfiigbar gemacht. Darin befin-
den sich Tausende bisher unbekannte Pha-
gengenome. Allerdings bestehen diese
Daten nur aus Basenabfolgen. Daten, aus
denen sich die klassische Phagentaxono-
mie ableiten ldsst, sind fiir Phagengenom-
sequenzen nicht verfiighar. Entsprechend
verfassten Peter Simmonds et al. im Jahr
2017 ein Consensus Statement, in dem der
Bedarf an neuen bioinformatischen Werk-
zeugen festgestellt wurde, die es ermogli-
chen, Phagengenome ausschlieBlich auf
Basis von Sequenzeigenschaften in das
System der ICTV-Taxonomie zu integrieren

7.

Gigantische Phagen mit groBen
Genomen

Eine besondere Eigenschaft von Phagenge-
nomen ist die Variabilitdt in Bezug auf das
genetische Material, die Morphologie und
die GenomgroBe (Tab. 1). Die Mitglieder
der Ordnung Caudovirales, die 1.320 von
5.560 Spezies aller vom ICTV akzeptierten
Arten stellen, verfiigen iber GenomgroBen
zwischen 35 und 200 Kilobasenpaaren
(kbp). Typische Spezies der Inoviridae

Hier steht
eine Anzeige.
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(zu denen unter anderen der CTX-Phage aus
Vibrio cholera und der M13-Phage aus Esche-
richia coli gehoren) besitzen typische
GenomgroBen von ca. 6 kbp mit elf Genen.
Dariiber hinaus sind giant phages bekannt
mit GenomgroBen von 300 kbp bis 1,2 Mega-
basenpaaren, die bis zu 900 Gene codieren
[8, 9]. Zum Vergleich: Das synthetische Bak-
terium JVCI-Syn3.0 verfiigt iiber ein 531.490
Basenpaare groBes Genom, das einen voll-
standig lebensfahigem Organismus codiert
[10]. Im Gegensatz zu den zelluldaren Orga-
nismen teilen solche auch ,Girus” (abgelei-
tet von giant virus) genannten DNA-Viren
aber nur sehr wenige orthologe Gene, die als
phylogenetische Marker verwendet werden
konnen [11]. Eine taxonomische Einordnung
solch unterschiedlich groBer Genome auf
Basis einzelner phylogenetischer Markermo-
lekiile analog zur 16S-rRNA-Phylogenie
macht fiir eine phylogenetische Einordnung
nur begrenzt Sinn.

Gleichwohl konnen neue Phagengenome
mithilfe von Sequenzvergleichen in die Phy-
logenie der Phagen eingeordnet werden.
Auch auf die Phagen wirken die Kréfte der
Evolution: Es gibt genetisches Material, das
von Vorfahren an Nachkommen weitergeben
wird. Zudem passen sich Gruppen von ver-
wandten Phagengenomen durch adaptive
Mutationen an sich andernde Umweltbedin-
gungen an. Innerhalb solcher Gruppen sind
die einzelnen Mitglieder monophyletisch;
somit lassen sich die Methoden aus der Phy-
logenie der zelluldren Organismen anwen-
den, wie Meier-Kolthoff und Goker mit dem
Programm VICTOR nachgewiesen haben
[12]. Wir konnten zeigen, dass eine Kombi-
nation aus der Anzahl orthologer Gene unter
Beachtung der Sequenzéahnlichkeit auf Pro-
teinebene ausreicht, um Mitglieder aus vier
Phagenfamilien korrekt in ihre ICTV-Taxono-
mie einzuordnen (Abb. 1, [13]).

Phagenfamilien durch automatisierte
Sequenzierung

Eine vergleichende Analyse von Phagenge-
nomen aus den Familien Podoviridae, Myovi-
ridae und Siphoviridae zusammen mit Geno-
men der Inoviridae zeigte eine eindeutige
Zuordnung jedes Genoms zur korrekten
Familie. Unter den getesteten Bedingungen
erfolgte — entsprechend dem in Simmonds
et al. [7] festgestellten Bedarf — eine rein
sequenzbasierte Zuordnung von Phagenge-
nomen zu den korrekten ICTV-Familien. In
Anbetracht der schieren Menge an 6ffentlich
zuganglichen Sequenzdaten kann dies nur

mit einer automatisierten Methode erfolgen.
Derzeit in Entwicklung befindliche bioinfor-
matische Werkzeuge verwenden unter ande-
rem die oben beschriebenen Eigenschaften,
um mit Methoden des maschinellen Lernens
Programme fiir die Identifizierung von neuen
Mitgliedern von Phagenspezies aus Metage-
nomen zu ermoglichen.

Phagengenome lassen sich tiber die Anzahl
und Qualitdt von Proteinvergleichen mit
HMMs (Hidden Markov Models) aus familien-
spezifischen Proteinen eindeutig ihrer taxo-
nomischen Familie zuordnen. Somit ist
gezeigt, dass trotz der Abwesenheit eines
gemeinsamen phylogenetischen Markers
eine rein sequenzbasierte Taxonomie mog-
lich ist. Um diese Methode der Taxonomie im
Zuge der durch die Metagenomik explosiv
wachsenden Zahl taxonomisch nicht klassi-
fizierter Genome anwenden zu konnen, kann
die beschriebene Methode in automatisierte
Programme integriert werden.
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