STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Ekologiczna rola tailocyn
(czastek przypominajacych ogonki fagowe)
u bakterii pektynolitycznych z rodziny Pectobacteriaceae
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Bakterie zasiedlajace powierzchnie 1 tkanki ro$lin stale rywalizuja o przestrzen
i sktadniki odzywcze, wykorzystujac w tym celu szeroki wachlarz mechanizméw konkurencji. Wéréd bakterii
zwigzanych z roslinami, patogeny z grupy Soft Rot Pectobacteriaceae (SRP) sg szczegélnie narazone na presje
konkurencyjna. Gatunki nalezace do rodzajéw Pectobacterium, Dickeya i Musicola powodujg mokrg zgnilizne
i inne choroby roslin uprawnych o duzym znaczeniu gospodarczym, a jednoczesnie wystepuja w szerokim
zakresie siedlisk, od wod powierzchniowych i gleb rolniczych po tkanki infekowanych roslin, gdzie
napotykajg zaréwno blisko spokrewnione szczepy SRP, jak i odlegte filogenetycznie mikroorganizmy.
Genomy tych bakterii zawieraja liczne elementy pochodzenia profagowego, a ewolucyjne ,udomowienie”
genow kodujacych ogonki profagéw jest uwazane za zrédto pochodzenia tailocyn - bakteriobdjczych czastek,
ktdre zabijajg wrazliwe komorki przez mechaniczne przebicie ich $ciany i bton komdrkowych. Tym, co
wyroznia tailocyny sposréd innych mechanizméw konkurencji miedzybakteryjnej, jest fakt, ze ich produkcja
wymaga Smierci komoérki produkujacej: czastki sa sktadane w cytoplazmie i moga zosta¢ uwolnione
wylacznie w wyniku lizy. Pomimo tego kosztu klastry genéw tailocyn wystepuja u wielu réznych taksonéw
bakteryjnych, co wskazuje na istnienie przewagi selekcyjnej, ktéra rekompensuje koszt ich produkcji. W SRP
charakter tej przewagi pozostawal niezbadany, a jedyna szczegétowo opisang tailocyng typu R byta
carotovorocyna Er z Pectobacterium carotovorum.

Niniejsza rozprawa doktorska, sktadajaca sie z czterech opublikowanych prac eksperymentalnych,
charakteryzuje oddziatywania miedzybakteryjne posredniczone przez tailocyny w obrebie SRP -
od wtasciwosci molekularnych pojedynczych czastek po ich potencjalng role ekologiczng w §rodowiskach
zwigzanych z ro$linami. W celu opracowania systemu modelowego scharakteryzowatem pierwszg tailocyne
typu R u Dickeya dadantii szczep 3937, nazwang dickeyocyna P2D1. Jej klaster genowy wykazuje homologie
z genami ogonka Peduowirusa P2 - linig filogenetycznie odrebng od carotovorocyny Er. Wskazuje to,
ze oba rodzaje SRP nabyly swoje tailocyny niezaleznie od réznych dawcoéw fagowych. W celu okreslenia
warunkow i dynamiki produkcji tailocyn zbadano kinetyke uwalniania P2D1, wykazujac, Ze produkcja tych
czastek przebiega w sposoéb $cisSle skoordynowany i moze by¢ indukowana przez strukturalnie rézne
czynniki uszkadzajace DNA, w tym mitomycyne C, nadtlenek wodoru, ciprofloksacyne i norfloksacyne.
Stwierdzenie, ze H,0, indukuje uwalnianie tailocyn, ma szczegélne znaczenie ekologiczne, poniewaz bakterie
SRP narazone sg na reaktywne formy tlenu produkowane przez rosline podczas infekcji.

W celu okreslenia, jak powszechna jest produkcja tailocyn wsréd sSrodowiskowych szczepéw SRP,
przebadatem 27 szczepéw wyizolowanych z rzeki Durance we Francji: 24 z nich produkowato tailocyny,
a analiza genomowa 190 kompletnych genomoéw SRP potwierdzita obecno$¢ klastréw tailocyn u 83%
szczepow Pectobacterium i 69% szczepdw Dickeya. Wszystkie klastry u Dickeya sa homologiczne do locus
P2D1, a wszystkie Kklastry u Pectobacterium do locus carotovorocyny Er, przy czym zaden z przebadanych
genomoOw nie zawieral obu typow klastréw jednoczes$nie, co potwierdza niezalezne nabycie genéw tailocyn
juz po dywersyfikacji rodzajowej. Niektore tailocyny Dickeya byty aktywne wobec szczepoéw Pectobacterium,
natomiast zadne tailocyny Pectobacterium nie wykazywaty aktywnoS$ci wobec szczepow Dickeya. Czastki
tailocyn wykryto réwniez w eksperymentalnie zainfekowanej tkance ziemniaka, co wskazuje na ich obecnos$¢
podczas infekcji roslin.

W celu sprawdzenia, czy ekologiczny zasieg dziatania tailocyn wykracza poza SRP, przebadatem 480
izolatow glebowych i ryzosferowych pod katem wrazliwosci na P2D1: dziewie¢ szczepéw Pseudomonas
nalezacych do réznych kladéw filogenetycznych okazato sie wrazliwych, a delecja genéw kodujacych
strukturalne elementy tailocyny P2D1 u D. dadantii potwierdzita, Ze obserwowana aktywnos¢ zalezy od
czastek tailocyn. Sze$¢ z dziewieciu wrazliwych szczepéw Pseudomonas nie wywotywalo objawéw
chorobowych na ziemniaku i hamowato mokra zgnilizne wywotywang przez D. dadantii, podczas gdy trzy
pozostate same wywotywaty objawy mokrej zgnilizny. Oznacza to, Ze P2D1 moze eliminowa¢ bakterie
o odmiennych rolach ekologicznych, w tym wzgledem swojego producenta.

Uzyskane w tej pracy wyniki wskazuja, ze tailocyny sa powszechnym i funkcjonalnym elementem
arsenatu konkurencyjnego SRP. Utrzymanie klastrow wywodzacych sie z odrebnych linii fagowych w obu
rodzajach, wykrycie czastek w zainfekowanej tkance ro$linnej oraz wykazanie, ze H,0, indukuje ich
produkcje, wskazuja na przewage selekcyjng, ktéra utrzymata tailocyny pomimo kosztu zwiazanego z liza
komorki produkujacej. Chociaz bezposredni dowo6d na udziat tailocyn w rywalizacji miedzybakteryjnej
w warunkach naturalnych nie zostat dotychczas uzyskany, niniejsza rozprawa tworzy molekularne,
genomowe i ekologiczne podstawy, na ktérych takie badania mogg by¢ prowadzone.



