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Ocena znaczenia naukowego tematyki badawczej podjetej przez doktoranta

Rozprawa doktorska mgr. Jakuba Baranka przygotowana pod kierunkiem prof. Adama
Kaznowskiego w Zaktadzie Mikrobiologii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu, jest
interesujacym dzietem naukowym z zakresu biologii Bacillus thuringiensis, bakterii wykazujacej
wlasciwosci bojeze wzgledem niektérych gatunkow owadow. Podezas gdy chemiczne insektycydy
charakteryzuja si¢ wysoka skutecznoécia, ale réwnoczesnie niszcza strukture ekosystemow oraz
stanowia zagrozenie dla ludzi i zwierzat, toksyny B. thuringiensis dziataja selektywnie i sa
przyjazne” dla érodowiska naturalnego. Na catym $wiecie rosnie zainteresowanie ta bakteria, tak
ze wzgledu na mozliwosci aplikacyjne, jak i na interesujacy obickt badaf podstawowych.
Recenzowana praca doktorska, w ktérej Autor umiejetnie faczy wiedzg z zakresu genetyki bakterii,
mikrobiologii srodowiska i entomologii, dostarcza wiele nowych danych na temat struktury i
zréznicowania biatek owadobdjezych Vip3A syntetyzowanych podezas wzrostu wegetatywnego B.
thuringiensis, ich patogennosci wzgledem najezesciej notowanych szkodnikow roslin oraz
synergistycznemu oddziatywaniu z delta-endotoksynami (biatka Cry). Szczegolne znaczenie
naukowe podietej tematyki wynika z odniesienia badan do polskich izolatow, wczesniej nie
testowanych w zakresie przedstawionym w rozprawie oraz ze wzgledu na stosowanie
nowoczesnych technik molekularnych, umozliwiajacych poznanie nie tylko poziomu

owadobojczosci B. thuringiensis, ale takze genetycznych podstaw tego zjawiska. Na podkreslenie
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zastuguje tez fakt, iz Doktorant skupit analizy glownie na biatkach Vip3A, najmniej poznanych
entomotoksynach B. thuringiensis. Niewatpliwie, rola Doktoranta w rozwoju badan nad 5.
thuringiensis jest znaczaca, a wyniki zaprezentowane w recenzowanej pracy maja nie tylko

charakter opisowy, ale tez posiadaja duzy potencijat aplikacyjny.

Ocena doboru celow badan oraz metod badawczych

W doktoracie postawiono teze, iz toksyny Vip stosowane samodzielnie lub w potaczeniu z
delta-endotoksynami Cry, maja szersze spektrum dziatania na owady niz biatka Cry. Bazujac na tej
tezie za cel postawiono okreslenie aktywnosci owadobdjczej biatek Vip oraz mieszaniny Vip i Cry
wzgledem trzech gatunkow owadow: Spodoptera exigua, szkodnika warzyw, Dendrolimus pini
zerujgcego na drzewach iglastych oraz Cydia pomonella przynoszacego ogromne straty w sadach.
Realizacje celu pracy zaplanowano w szeéciu zadaniach. Zarowno cel badaf oraz zadania badawcze
zostaly sformutowane precyzyjnie i odzwierciedlaja tytul rozprawy doktorskiej oraz sg zgodne z
trescig rozprawy.

We ,,Wstepie”, na podstawie bogatego i bardzo dobrze dobranego piSmiennictwa, Autor
wyczerpujaco scharakteryzowat badany gatunek bakterii, mechanizm dzialania czynnikéw
owadobdjczych oraz zastosowanie bioinsektycydow w zwalczaniu owadow. Niemniej, w moim
odczuciu toksyny Vip nalezato zaprezentowaé w pierwszej kolejnosci, gdyz to wilasnie one sa
gléwnym , bohaterem” pracy. Dostrzegam tez pewng dysproporcje w uwadze Autora poswigconej
toksynom Cry wzgledem Vip. Zaktadam, iz ten stan rzeczy jest spowodowany ograniczong
literatura odnosnie biatek Vip, a nie wieksza fascynacja Doktoranta toksynami Cry niz biatkami
Vip. Powyzsze uwagi sa jedynie subiektywna opinig recenzenta i w zaden sposob nie rzutuja na
wysoka ocene pracy. Za szczegblnie cenna cze$¢ ,Wstepu” nalezy uzna¢ rozdzial poswigcony
wybranym szkodnikom Lepidoptera, w ktorym Autor starannie przedstawit biologie i znaczenie
ekonomiczne trzech gatunkéw owaddw, co dobrze uzasadnia wybor owadéw do dalszych analiz.

Cel badan zostal w pelni zrealizowany dzigki zastosowaniu réznorodnych, czesto wysoce
zaawansowanych, metod biologii molekularnej oraz przeprowadzeniu wielokierunkowych prob
biologicznych. Zaproponowany schemat eksperymentéw jest logiczny i spdjny. W pierwszym
etapie okreslono frekwencje gendw vip wérdd izolatow z zastosowaniem techniki PCR i wlasciwie
dobranymi starterami amplifikacji, czesciowo zaprojektowanymi przez Doktoranta. Nastepnie
przeprowadzono testy przesiewowe w celu okreSlenia owadobodjezosci biatek Vip i
wyselekcjonowania szczepéw o najwigkszych aktywnodci. Okreslono tez stopien polimorfizmu

vip3A poprzez pordéwnanie sekwencji nukleotydowych z zastosowaniem ogdlnodostepnych
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programéw i baz danych. Bardzo istotnym etapem badan bylo przygotowanic wektorow
ekspresyjnych i uzyskanie nadekspresji genow vip34 oraz analiza poziomu toksycznosci biatek
Vip3A, jak i Vip3A plus Cry, w starannie przeprowadzonych prébach biologicznych. Z catym
przekonaniem stwierdzam, iz zastosowane metody pozwolity na realizacj¢ postawionych celow

oraz wysoko oceniam opanowanie warsztatu naukowego przez Doktoranta.

Szczegolowa analiza osiagnigtych wynikéw oraz wnioskéw

W pierwszej czesci dysertacji Doktorant badat wystepowanie genow vip (vipl, vip2, vip34)
wirod 32 izolatow B. thuringiensis. Nie wykazano szczepow zawierajacych vipl i vip2, natomiast
stwierdzono bardzo wysoka frekwencje genu vip34 (88 %). Jest to dos¢ zaskakujacy wynik, jesli
wezmiemy pod uwage podobne analizy w odniesieniu do B. thuringiensis z potnocno-wschodniej
Polski, w ktorych ten gen stwierdzono zaledwie u 5% izolatéw z przewodu pokarmowego drobnych
ssakow 1 17% izolatow glebowych (Swiecicka i wsp., 2011). Natomiast wéréd bakterii izolowanych
w Australii, vip3A-pozytywne izolaty wystgpowaly z podobng frekwencja jak w badaniach
Doktoranta (Beard i wsp., 2008). Te dos¢ intrygujace dane nie zostaly przedyskutowane. Z tego
wzgledu podczas obrony doktorskiej chciatabym pozna¢ hipoteze(y) Doktoranta odnosnie
zréznicowania danych otrzymanych w pracy wilasnej oraz przez innych autorow. Czy te
rozbieznoéci moga by¢ zwigzane ze specyficznoscig populacji B. thuringiensis? A moze przyczyna
tego zjawiska tkwi w koewolucji B. thuringiensis i ich gospodarzy?

Za najwiekszy sukces drugiego etapu badan nalezy uzna¢ wyselekcjonowanie pigciu
szezepow B. thuringiensis o wysokiej aktywnoéci owadobojczej zwiazanej z synteza toksyn Vip3A.
W istocie ten wynik zdeterminowat dalsze eksperymenty. Nalezy podkreslic, iz izolaty te moga
mieé potencjalne zastosowanie w produkcji nowych bioinsektycydach o znacznie szerszym
spektrum oddzialywania niz dotychczas stosowane, gdyz charakteryzuja si¢ wyzsza skutecznoscia
bojcza niz szczepy referencyjne uzywane w produkcji biologicznych preparatéw owadobojezych
oraz nie syntetyzuja beta-egzotoksyn i tym samym sg bezpieczne dla ludzi. Testowanie syntezy
beta-egzotoksyn nalezy uzna¢ za trafnie podjete i istotne z punktu widzenia tematyki pracy.

Nastepnie Doktorant skupit si¢ na wyznaczeniu polimorfizmu dwu najezgsciej notowanych
gendw wsrod badanych izolatéw B. thuringiensis, vip3Aal i vip34a35. Sekwencje nukleotydowe
tych genow oraz sekwencje aminokwasowe prawdopodobnych toksyn kodowanych przez te geny.
zostaty poréwnane miedzy soba. Nicwatpliwie sa to bardzo ciekawe analizy, jednakze, w mojej
ocenie prawdopodobnie bardziej interesujace dane datoby pordwnanie otrzymanych sekwencji
nukleotydowych z zdeponowanymi w bazach danych. Zachgecam Doktoranta do wykonania takich

poréwnan w trakcie przygotowywania manuskryptu publikacji.
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Z punktu widzenia uzyskanych wynikow, jak i nabytych umiejetnosci badawczych przez
Doktoranta, bardzo cenne sa analizy ekspresji gendw vip34 w komorkach Escherichia coli. Nalezy
podkresli¢, iz eksperymenty te zostaly wykonane bardzo staranie, dobrano wilasciwe wektory
ekspresyjne i uzyskano wysoka nadekspresje genow. Ta czeS¢ badan nie budzi najmniejszych
watpliwosdci, a wrecz odwrotnie jestem pelna uznania Doktorantowi za ich wykonanie oraz
graficzng prezentacje uzyskanych rezultatow. Réwnie cenne jest oszacowanie aktywnosci
owadobodjczej toksyn Vip3A, ktore pozwolity Doktorantowi na wyciagnigcie wnioskéw odnosnie
zakresu dziatania badanych biatek. Godny podkreslenia jest fakt, iz Doktorant wykonat
eksperymenty stosujgc zarowno toksyny w formie protoksyn, jak i w postaci toksyn aktywowanych
wzgledem larw trzech gatunkéw owadow, przynoszacych ogromne straty w agrokulturach i lasach.
Jest to niezwykle cenna obserwacja, bardzo dobrze poparta eksperymentalnie. W mojej ocenie
bardzo cenny jest tez wniosek, ktory wyptynat z analiz wspétoddziatywania toksyn Vip3A i Cry.
Jednakze odnosnie prob biologicznych cheiatabym podzieli¢ nastepujaca refleksje. Z jednej strony
przyjmuje stanowisko Doktoranta zaprezentowane w ,Dyskusji”, iz zdecydO\-avai si¢ na
przeprowadzenie prob biologicznych wzgledem larw S. exigua z trzeciego etapu rozwoju, gdyz tzw.
larwy L3 powoduja najwiecej strat w uprawach roslin. Z drugiej strony dane literaturowe wskazuja,
iz larwy wczeSniejszych etapow rozwojowych sa bardziej wrazliwe na entomotoksyny B.
thuringiensis. Zatem czy mozna spodziewa¢ si¢ nizszych wartosci dawki LCsp dla larw L1 i L2. Z
tym spostrzezeniem wiaze si¢ pytanie, na ile zasadne bylo poréwnywanie aktywnosci bdjczej
toksyny wzgledem larw bedacych w roznych okresach rozwojowych.

Podsumowujac te czesc recenzji, stwierdzam, ze Doktorant otrzymal interesujace wyniki,
ktore pozwalaja na glebsze zrozumienie warunkow syntezy entomopatogennych biatek Vip3A oraz
mechanizméw ich oddzialywania na larwy wrazliwych larw. W wiekszosci wyniki zostaly

krytycznie przedyskutowane w oparciu o bogate pismiennictwo.

Ocena prezentacji rozprawy

Ukiad rozprawy doktorskiej jest zgodny z zasadami przyjetymi dla prac naukowych.
Wyniki zostaly przedstawione w sposob klarowny i czytelny, a na szczegélng uwage zastuguje
bardzo staranne przygotowanie rycin przedstawiajacych rozdziat biatek w zelu SDS-PAGE. Praca
jest dobrze przygotowana pod wzgledem estetycznym i jest napisana poprawnym jezykiem.
Niemniej przy tak obszernej rozprawie trudno jest unikngé potknie¢ jezykowych. Niezgodnosci
jezykowe zaznaczylam w tekscie dysertacji, a w tym miejscu cheiatabym zwréci¢ uwage jedynie na
trzy sprawy. Po pierwsze w tekscie dysertacji zauwaza si¢ zbyt czeste stosowanie slowa

.wykorzysta¢”. Na stronie 37-mej rozne formy tego czasownika s3 podane trzy razy. Nie jest to
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najwlasciwsze stowo do opisywania procedur laboratoryjnych i jestem przekonana, iz bogactwo
jezyka polskiego pozwala na jego zastapienie bardziej adekwatnymi zwrotami, jak ,stosowac”,
Laplikowa¢”, ,uzywac”. Po drugie nie jestem zwolenniczka zbyt czestych cytacji w pracy
artykutéw przegladowych. Dla przyktadu na stronie 13-tej Doktorant podaje, iz szczepy Bacillus
cereus zawieraja plazmid pCERO1 i jako referencje przytacza prace przegladowa. Tymczasem jest
praca oryginalna opisujaca to zjawisko. Podejrzewam, ze Doktorant nie chcial nadmiernie
rozbudowywaé i tak bardzo bogatego piSmiennictwa. Niemniej sugeruje uwzglednienie mojej
uwagi w pracach przygotowywanych w przysztosci. Cheiatabym tez zachgci¢ Doktoranta do
zamieszezania w manuskryptach rycin przygotowanych w tym samym jezyku co cata praca. Mam
tu na mys$li gldwnie rycine 3 przedstawiajaca mechanizm dziatania toksyn Cry. Niemniej, tych kilka
potknig¢ jezykowych badz edytorskich nie stoi w sprzecznosei z moja pozytywna oceng odnosnie

prezentacji rozprawy.

Whiosek koncowy

Rozprawa doktorska mgr. Jakuba Baranka wyroznia si¢ wartoécig naukowa podijete;
tematyki, dobrze zaplanowanymi i realizowanymi badaniami oraz interesujacymi wynikami. W
mojej ocenie recenzowana rozprawa spelnia wymagania ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. Ustaw Nr 154 poz. 1365), stawiane
kandydatom ubiegajacym si¢ o stopien naukowy doktora. Z tego wzgledu wnoszg do Rady
Naukowej Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie
mgr. Jakuba Baranka do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Niniejszym rekomenduje tez
wyrdznienie pracy stosowna nagrodg, zgodnie z systemem przyznawania nagréd obowiazujacym na

Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.
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