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rozprawy doktorskiej mgr Emilii Murawskiej

Tyfuł roryrawy: "Struktura genomu i entomopatogenność zczepu Baeillłs

thańngiensis IS5056'

Rozprawa doktorska mgr E. Mrrrawskiej została wykonana w Zakładzię

Mikrobiologii w InsĘftucie Biologii na Wydziale Biologicno-Chemicznym

Uniwersytetu w BiĄmstoką pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Izabeli

Święcickiej. Obiekt badan mgr F. Murawskiej należy do Gram-dodatnieh

laseczek Bacillus cereus sensu lata, występujących w środowisku naturalnym,

skąd ą przenoszone m.in. do pruewodów pokarmowych mńerąt i cźowieka.

Są to bakterie bardzo ważne z gospodarczego i medycmego punktu widzenia.

Jako ptrykJad tego maczenia można wskazać naleĘce do tej grupy bakteńe

Bacillus ąnthracis, czynnik etiologicmy wąglika araz Bącillus thuringiensis,

wykorzystywane w zwalczaniu szkodrrików roślin uprawnych, a także w sadach,

pzy lasach. Bakterie B. thuringensis wytwarzają toksycme dla larw owadów

białka zwane 8-endotoksynami lub inaczej białkami Cry. Są one kodowane

plazmidowo i często tworą wewnątrz komórek bakterii struktury krystaliczne,

przypominające charakterystyczne układy przestzenne prostopadłościenne,

kuliste lub piramidalne. Poszczególne rodzaje białek Cry wykazują działanie

toksycme względem określonych rzędów owadow. Obok biologicane cąmnych,

białek Cry B. thuringensis wytwarza tęż inne białka o właściwościach



owadobójczyclĄ w Ęm bia&a Vip (vegetative insectcidal proteins) i białka Sip

(secreted insectcidal proteins) otaz niebiałkowe produkty toksyczne np.

turingenzrynę (Thu) o strulfirze oligiosacharydu. Wysoce swoiste działanie

wobec owadów białek Cry, zostało wykorzystane do wytwarzania

inseĘcydów, zwanych też bioinsektycydami B. thuringiensis lub preparatami

Bt, stosowanymi na polach uprawnych oraz obszarach o cen*ych walorach

przyrodnicrych.

Do wytwarzania bioinsektycydów wykorzystywane są określone

podgatunki B. thuringiensis morrisoni, lcurstaki, aizawai, israelensis. Postęp w

rozwoju technik inĄrnierii genetycaej doprowadził do uryskania roślin ze

zmodyfikowanym DNĄ opornych na szkodniki tzw. roślin Bt. Roślinom takim

wprowadzono geny kodujące białka Cry i Vip B. thuringiensls. Jedrralrże z

czasem stosowanie bioinsektycydótr lub roślin Bt doprowadziło do pojawienia

się oporności wśród szkodników. Taka sytuacja ur5.mu§za poszukiwanie nowych

rot|,,ajów 6-endotoks}m, o silnych właściwościach biologicznych możliwych do

wykorzystania w preparatach bioinsektycydów nowych generacj i.

Mer E. Murawska podjęła badania szczepu B. thuringiensis IS5056

wyizolowanego z eleby pobranej w Biebrzanskim Parku Narodowym. Szczep

ten wyrófuiń się, w porównaniu do innych Łolatów z Ńhoco-wschodniej
Polski, syntezą duzych sześciennych kryształów Cry oraz wysoka aktywnością

toksycruą wobec larw szkodnika roślin kapustnych błyszczki ni

(Trichoplusia ń), na poziomie toksyczności szczepów, wykolzystywanych do

produkcji komercyjnych owadobójczych preparatów Bt. Badania tego szczepu

podjęła Promotor doktorafu mgr E. Murawskiej prof. I Swięcicka,

charakteryaljąc jego biafl<a i porównując z kryształami białek szczelńw

referencyjnych 8. thuringensis HDl stosowanych w produkcji preparatów

owadobójczych. Podjęto także badania geneĘcme tego szczepu oraz dńńania

owadobójczego białka CrylAb2l, wykazując zdolność B. thuringiensis 155056



do szrybkiej kolonizacji przewodu pokarmowego larw i jego silne działanie

biologiczne.

Badania podjęte ptzęz doktorantkę, których celem było wyjŃnienie

genetycmych podstaw wysokiej toksyczności szczepa B. thuringiensis IS5056

Ę więc kontynuacją wcześniejszych prac Promotora. Są one ważne, biorąc pod

uwagę przedstawione wyżej przeze mnie maczenie tych bakterii, a t*łe

możliwość wykorzystania praktycznego badanego szczepu IS5056.

Rozprawa mgr E. Murawskiej ma układ typołvy dla eksperyłmentalnych

prac doktorskich. W obszenrym Wrstępie Autorka przedstawiła na pocątku

problemaĘkę klasyfikacji bakterii w obrębie Bacillus cereus sensu lgto.

W 'kolejnym rozdziale opisała właściwości owadobójcze B. thuringiensis,

pruedstawiając charakterystykę białęk Cry, w tlm ich mechanizm dziŃania oraz

inne białkowe i niebiałkowe prodŃty tych bakterii o działaniu bojczym wobec

owadów. Przedstawiła też maczenia Ęch bakterii w rolnictwie i przemyśle do

produkcji bioinsektycydów. Dokonała talcże podsumowania dotychczasowych

wyników badań szczepu B. thuringiensjs I§5056. Dane przedstawione we

Wstępie rozprawy, jak i ich analiza świadcą o bardzo dobrym przrygotowaniu

teoretycmym Doktorantki do podjętych badń eksperymentalnych. V{ykazała

sĘ dobą znajomością literatury, omówiła najwaZniejsze kwestie wiąZące się

z zdaniami badawczymi przewidzianymi do realizacji w doktoracie.

Przedstawiła je w pruejrzysty sposób, ilustrując bardzo dobrze prrygotowanlmi

rycinami.

W kolejnym rozdziale Doktorantka sformułowda cel badań tj. ustalenie

obecności w szczepie B. thuringiensis 155056 struktur genetycznych i otoczenia

genów warunkujących jego silne bójcze właściwości oraz zlokalizowanie ich

usytuowania w genomie bakterii. Celem badń szczegółowych było pomanie

sekwencji plaznidów niosących geny toksyn owadobójczych oraz porównanie

ich do DNA innych, dostępnych w bazach danych plazmidów B. thuringiensis.

Zńożono talcże zsekwencjonowanie całego genomu szczepu IS5056. Kolejny
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cel pracy to zbadanie ekspresji białek owadobójczych tych bakterii

w porownaniu do szczepów referencfnych. W mojej ocenie opis celów pracy

nie został przedstawiony jasno. LepĘ byłoby przedstawić cel ogólny i następnie

w punktach cele cąstkowe, których realizacji Doktorantka się podęła.

W badaniach mgr E. Mrrrawska zastosorrała norrroczesne techniki badń

genetycznych i molekularnych ade}rłratne do postawiolrych radalh badawczych,

w tym m.in. eleknoforetycane, metodę PCR i sekwencjonowania genomu oraz

anatizy wyników tego sekwencjonowania otaz kodowania genów toksyn Cry

i Vip. MateriĄ i metody pofrzebne do realizacji pracy doktorskiej, zostaty

szczegołowo opisano w oddzielnym rozdziale roąprawy. Roz&iał ten wskazuje

na dobre przygotowanie praktycme Doktorantki do podjęcia badań

doświadczalnych, znąjomość właściwych do realizacjipracy metod badawczych

i llmiejętność ich wykorzystania. Zrpracam uwagę, iż zastosowano bardzo

szeroką gamę róźnorodnych technik badawczych. Ich opanowanie wymagało od

Doktorantki duZego zaangażowania i pracowitości, czym sĘ wykazała.

Rezultaty badań ms E. Murawska starannie opracowała i zaprezentowała

w rozdziale Wyniki. Podkreślam boguą ich dokumentację, w formie rycin

i tabel. Otrzymane dane Doktorantka zaprezentowała i omówiła

w poszczególnych podrozdziałach. Mg E. Murawska porównała genom szczepu

B. turingiensls 155056 z 36 szczepami referencfrnymi na podstawie analizy

&agmentów resfykcyjnych NotI rozdzielonych w metodzie PFGE (pulsem-field

gel electrophoresis) oraz 7 genów metabolirmu podstawowego (MLST - multi

loctrs sequence §ping). Biorąc pod uwagę \ilyniki anallzy PFGE wykazała

podobienstrvo badanego szczepu 155056 do szczepów B. thuringiensli }ID8

i HD20l, a wyniki badń za pomocą MLST do szczepów }IDl HD2 i T44 001.

Doktorantka s*łrierdziła, iż szezep B. thuńngiensis 135056 charakteryzuje się

jednym z największych genomów (6,8 mln. pz.) wśród szczepów tego gatunku,

co wynika z obecności największej liczbie plazmid6y (14 o wielkości * 6,9-

328,1łs. pz.). Wykazdą że plamidy te nosą 6 genów &endotoksyn oraz 4



geny białek owadobój czych, syntetyzowanych niezależnie od sporulacji, a także

geny kodujące inne białka ułatrnriające kolonizację owadów. Plazmidy te

charakteryzują się występowaniem wielu sekwencji ruchomych w pobliżu

genów §-endotoksyn. Plazmid pIS56-63, na którym jest umiejscowiony gen

kodujący toksynę Cry lAb2| B. thuringensli IS50-56 zawiera 4 funkcjonalne

moduĘ: patogenności, koniugacji, regulacji i replikacji. Doktorantka

zidentyfikowała teź inne geny kodujące białka toksyn leĄce na kolejnych

plazmidach. Wykazała bardzo wysoką ekspresję genów toksyn owadobój crych

na poziomie mRNA i wytwaaania białek. Doktorantka sugeruje, lż silne

właściwości owadobójcze B. thuringiensis są związane z obecnością wielu

plazmidów i genów kodujących białka toksyn umiejscowionych na łch
pla-midach oraz możlliwości synergisĘcmego ich działania.

Wyniki badan szczegołowo omówiono w rozdziale Ęslcusja. Jest to

bardzo dobrze opracowana częsć rozprawy doktorskiej. Wskazuje na dojrzałość

naukową Doktorantki i jej umiejętności analizy dużej liczby danych.

Mg E. Murawska szczegółowo analiąlję uzyskane wyniki w poszczególnych

etapach badań, kon&ontuje je też z danymi literaturowyni. Przedstawione

wnioski wynikają z uzyskanych danych. Doktorantka nealizowała pstawione

cele pracy doktorskiej, a uzyskane pfizez nią wyniki, co warto podkreślić,

rczszerzają zr;ercąco naszą wiedzę o strrrkturach geneĘcznych bakterii

B. thuringiensis. Nie mam rastzeżeń merytorycznych do zastosowanej

metodyki badń oraz do uzyskanych wyników i ich interpretacji. Moja uwaga

dotyczy strony edycyjnej ro4filwy, bowiem znalazłem w niej sporo błędów

literowych. Takie błędy i potknięcia sĘlistycme za7naceyłem w egzemplaruu

pmcy przesłanym mi do oceny. Pragnę też podkreślić, ż nie obniiają one

wartości merytorycznej pracy, ale porłrinny być usunięte pffy ostatecznej

redakcji tekstu.



Zestawienie piśmiennictwa w liczbie 102 dobrze dobranych porycji

obejmuje szeroki przegląd wiedry nxliązanej tematycmie z poruszanymi

w pracy zagadnieniami, które zostały zacytowane właściwie.

Podsumowując naleĘ strnrierdzić, ń mgr E. Murawska uzyskała ważne,

?3rlacąse wyniki, potrłrierdzające wcześniejsze dane o silnych właściwościach

owadobójczych szczepu B. thuringiensis IS5056, wyjaśniające podstawy

genetyczne i molekularne tych cech i wskazujące na możliwość pralclycnęgo

wykorzystania Ęch bakterii lub ich produktów w preparatach bioinsekĘcydów.

W tym kontekście chciałbym mpytać Doktorantkę, co jej zdaniem należy zrobić

aby ten cel stał się moż§wy do osią8nięcia. Cz.y podjęto jue lłroki rmieruające

do komeĘalizacji uzyskanych wyników badaĄ łch wcześniejszych

i otrąmanych w wyniku realizacji doktoraĘ ewentualnie co trzeba nobić, aby

te osiągnięcia wdrożyć ?

Wyniki badan uzyskane w ramach doktoratu mgr E. Mrrawska

opublikowała częściowo zę wspołautorami w dwóch pracach wydanych

w Genome Annauncements i Polish Joułnal Microbialogl. Jest pierwsą autorką

obu publikacji. Nie podano źródeł finansowania badan przeprowadzonych

w doktoracie.

Stw"ierdząm, D przedstawiona mi do reoenzji roryfilwa mgr Emilii

Murawskiej pt "Struktura genomu i entomopatogenność §zczepu Bacillus

thuringiensli IS5056 " spehia wymogi stawiane rozpra\ilom na stopień naukowy

doktora i zwracam się do Wysokiej Rady Wydziału Biologiczno-Chemicaego

Uniwersytefu w Biatymstoku z uprzejmą prośbą o dopuszczenie Doktorantki do

dalszych etapów przewodu doktorskiego. Wnoszę też o wyróżnienie rozprawy

doktorskiej.
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