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OCENA

rozprawy doktorskiej Pana magistra Grzegorza Nowickiego, uczestnika Studiow
Doktoranckich Wydziatu Biologii UAM, zatytutowanej ,,Charakterystyka poréwnawcza
nowo odkrytych bakteriofagdw phD2B i En2 zakazajacych Enterobacter

nimipressuralis’.

Bakteriofagi, patogeny bakterii, wystepuja powszechnie i moga potencjalnie
odgrywac duzg role w ksztattowaniu naturalnych ekosystemoéw. Praktycznie kazda
bakteria ma swojego wirusa, ktory w rGwnym stopniu moze by¢ szkodliwy dla bakterii
chorobotwérczych jak i pozytecznych. Ten drugi przypadek stymuluje badania nad
mozliwosciami ochrony bakterii pozytecznych przed fagami, co jest istotne dla
przemystu gtéwnie spozywczego ale takze farmaceutycznego. Fagi dzieki odpornosci
na antybiotyki moga by¢ wykorzystane w ograniczaniu wystepowania bakterii
odpornych na antybiotyki i wystepujacych w formie biofilmu. Ostatnio, ponownie
wzrasta zainteresowanie tg formg terapii oraz sposobem biologicznej ochrony roslin
przed patogenami bakteryjnymi. Srodowisko wodne jest specyficzne, miedzy innymi
z wzgledu na rozproszenie jego komponentéw jak i otwarty wptyw otoczenia na tam
panujgce warunki. W réznych wymiarach dotyczy to innych naturalnych Srodowisk.
Nasza wiedza o roli fagéw w tych $rodowiskach jest wcigz ograniczona. Nasuwajg
takze pytania o wirusy fitoplazm i mikoplazm, ktore sg bakteriami bez $cian
komérkowych, a dodatkowo nie mozna ich hodowa¢ na sztucznych pozywkach.



Wiele probleméw zwigzanych z fagami wecigz wymaga rozpoznania i pogtebienia. W

tym kontekscie dobor tematyki rozprawy doktorskiej uwazam za trafny i uzasadniony.

Recenzowana praca w catosci liczy 128 stron i ma uktad klasyczny dla rozpraw
doktorskich. Wstep, napisany przejrzyScie i przystepnie, stanowigc dobre
wprowadzenie w zagadnienia przedstawione w rozprawie (26 stron). W przegladzie
literatury Doktorant positkowat sie licznymi aktualnymi publikacji z po$réd 171 pozycji
cytowanych w rozprawie. Na poczatku przegladu literatury Autor podkresla nie
watpliwie duza role, chociaz nie w petni rozpoznang role fagow w srodowisku.
Zagadnienie to mozna byto rozwinaé szerzej jako ze ono jest mocnym argumentem
za potrzeba rozpoznawania fagoéw i ich faktycznej roli w $rodowisku. To, ze
bakteriofagi szeroko wystepuja w réznych, naturalnych i ksztattowanych przez
cztowieka $rodowiskach nie musi zawsze oznaczaé, ze spetniajg tam jakas istotng
role, np. w Srodowisku rolniczym. Cel pracy, ktory zostat sprecyzowany jako ,
wyczerpujgca charakterystyka dwoéch nowo odkrytych fagéw infekujgcych
Enterobacter nimipressuralis’, przez poznanie ich morfologii, struktury i organizacji
genomu oraz analize fagowych biatek. Kolejne 30 stron pracy to opis metod i
materiatow. Jest on obszerny oraz szczegdtowy i moze stanowié¢ swoiste practicum
dla poczatkujgcych pracownikéw naukowych w badaniach nad bakteriofagami.
Wyniki sg przedstawione na 37 stronach, w sktad ktérych wchodzg liczne i rézne
ryciny oraz tabele je dokumentujgce. Opis wynikow jest przejrzysty i jasno
omowiony. Dyskusja umieszcza owe wyniki w kontekscie literatury i krytycznie
omawia je. Uzupetnieniem tej podstawowe] struktury rozprawy doktorskiej sg takie
czesci jak: streszczenia w j. polskim i j. angielskim, wykaz stosowanych skrétow, spis

tresci.

Celem pracy wg. Doktoranta byta w miare mozliwosci jak najpetniejsza
charakterystyka dwéch nowo odkrytych bakteriofagow. Oba fagi zostaly
wyodrebnione z 4 préb wody pobranej z Warty, w bliskim sasiedztwie zrzutu wody z
lewobrzeznej oczyszczalni $ciekéw miasta Poznania oraz jednej proby wody z
jeziora Goreckiego. Sg to dwa diametralnie rézne miejsca pozyskania wiruséw.
Autor wykazat, ze oba bakteriofagi taczyto nie tylko $rodowisko wodne ale takze
wspolny gospodarz Enterobacter nimipressuralis. W tym miejscu ujawnia sie u mnie
skrzywienie wywotane doswiadczeniem uzyskanym w pracy nad bakteriofagami

bakterii patogenicznych dla roslin. W moim przypadku fagi byly izolowane



bezposrednio z konkretnego gatunku bakterii-gospodarza i najczesciej byly wysoce
specyficzne wzgledem niego. W ocenianej pracy gospodarzem fagéw jest
najpowszechniej wystgpujgca bakteria w wodach jeziora Goreckiego i zostata jakby
dopasowana do fagéw pochodzacych z réznych srodowisk. Nie ma dowodu wprost,
ze to jest naturalny gospodarz, a raczej jeden z mozliwych nie koniecznie
najwazniejszy dla niego. W jakim$ stopniu jest ciekawe, ze bardzo r6zne bakteriofagi
porazajg tego samego gospodarza, ktérego Doktorant zidentyfikowat na podstawie
testow biochemicznych i analizy sekwencji regionéw genow markerowych jako
Enterobacter nimipressuralis”. (syn.Lelliota nimipressuralis). Fagi byty
identyfikowane i charakteryzowane na podstawie = morfologii czgstek oraz
szczegbfowej analizy genoméw. O ile wiadomo, ze faga oznaczonego jako phD2B
wyodrebniono z wody Jeziora Goreckiego to nie wiadomo z jakiego $rodowiska
wyizolowano faga En2; mozna wnioskowa¢, ze prawdopodobnie z wod rzeki Warty.
Badane fagi bardzo istotnie roznig si¢ zaréwno morfologicznie jak i wielkoscig
genomow. Bakteriofag oznaczony jako phD2B posiada izometryczng gtéwke i krétki
ogonek i nalezy do rodziny Podoviridaea z kolei fag En2 ma wydtuzong gtowke i
dtugi, kurczliwy ogonek i mozna go zakwalifikowa¢ do rodziny Myoviridae. Oba fagi
zawierajg materiat genetyczny w postaci dwuniciowego DNA i bardzo istotnie r6znig
sie  wielkoscig genomow. Sekwencjonowanie genoméw  bakteriofagow
przeprowadzono pirosekwencjonowaniem i oraz sekwencjonowaniem przez synteze
— lluming. Genom faga phD2B zawiera 44 104 pz a genom faga En2 skiada si¢ z az
174 513 pz. Na genomach bakteriofagow Doktorant przeprowadzit szczegétows
identyfikacje sekwencji kodujgcych biatka. Dla utatwienia analizy genoméw badanych
fagow przestawit je na rycinach w postaci kolistej. Ustalono, ze u obu wiruséw
sekwencje kodujgce pokrywaly 92% ich genoméw. Pozycje taksonomiczna
bakteriofagéw phD2B En2 zostata ustalona na podstawie analizy skupien sekwencji
genomowych z wykorzystaniem narzedzia CLANS. Punktem wyjscia analizy
filogenetycznym byto wczesniejsze przypisanie fagow do rodziny Podoviriade dla
faga phD2B i Myoviridae dla faga En2 na podstawie ich morfologii.  Analize
filogenetyczng przeprowadzono na podstawie poréwnania sekwencji kodujgcych
gtéwne biatko kapsydu, polimeraze DNA, duzg podjednostke terminazy oraz
endolizyne, z ktérych stworzono 4 drzewa filogenetyczne dla kazdego badanego
faga. Nie wnikajagc w szczegoty, bakteriofag phD2B w wiekszosci dendrograméw

lokalizuje si¢ w obrebie wigkszej grupy innych fagéw a co interesujace grupa ta jest



spokrewniona z fagami zakazajgcymi bakterie fitopatologiczng Erwinia amylovora. Z
kolei bakteriofag En2 w kazdej topologii drzew uzyskanych dla sekwencji biatka
kapsydu, polimerazy DNA oraz terminazy tworzy samodzielng gataz w obrebie duzej
grupy fagéw. Topologia dendrogramu dla endolizy znacznie odbiega od pozostatych i
fag En2 tworzy samodzielng gataz znacznie oddalong od kladu utworzonego
bakteriofagi zakazajgce bakterie z rodzaju Aeromonas. Informacje te wskazujg na
stosunkowo wysoki stopiern odrebnosci faga w odniesieniu do fagéw jemu
pokrewnych. Genomika poréwnawcza wykazata, ze organizacja analizowanych
genow fagow phD2B i En2 i blisko spokrewnionych z nimi jest bardzo podobna .
Wazng czesciq rozprawy sa badania proteomiczne w ramach ktorych
przeprowadzono identyfikacje biatek zwigzanych z poszczegdlnymi etapami cykliu
namnazania sie fagéw. Nie jest moim zadaniem opisywanie wszystkich nawet
bardzo interesujacych szczegotow bo te znajdujg sie w rozprawie ale jestem
przekonany, ze ich warto$¢ bedzie podstawag warto$ciowych prac naukowych, a by¢
moze dalszych badan. Dyskusja liczy 9 stron i wydaje sie by¢ dosé zwiezta. Praca
dotyczy charakterystyki poréwnawczej dwoch nowo rozpoznanych fagow i w takiej
tez konwencji jest dyskusja, ktéra wedtug mnie zostata przeprowadzona poprawnie.
Z kolei posumowanie pracy jak dla mnie jest zbyt oszczedne. Ostatni punkt
podsumowania by¢ moze jest prawdziwy ale chyba w tej pracy nie do kornca
potwierdzony na réznych wirusach i potaczytbym go z punktem pierwszym

podsumowania.

Analizujgc wyniki badan przedstawione w recenzowanej pracy uwazam, ze
postawiony we wstepie pracy cel zostat przez Doktoranta w petni, wrecz wzorowo
zostat zrealizowany. Z mojego punktu widzenia rozprawe czytatem z duzym
zainteresowaniem ze wzgledu na punkty biologiczne zarysowane w gtebokim jeszcze
tle ale wazne, dotyczace roli fagébw w réznych naturalnych $rodowiskach oraz
mozliwosci zastosowania fagéw w biologicznym ograniczaniu populacji bakterii
patogenicznych. Znajduje wspoine punkty z rolnictwem, przyktadowo, najbardziej
obiecujace fagi w biologicznym ograniczaniu wystepowania bakterii fitopatogenicznej
Ralstonia solanacearum, nalezg witasnie do rodzin Podoviridae i Myoviridae tak jak
fagi bedace przedmiotem tej rozprawy. Jednak w opisie fagow brakuje mi ogdlnej
charakterystyki biologicznej méwiacej o ich efektywnosci litycznej. Nie chodzi mi o ich

ekologie, bo to nie jest przedmiotem rozprawy ale o proste relacje pomiedzy



gospodarzem i fagiem jakie mozna wykaza¢ w warunkach laboratoryjnych, a
konkretnie wielkos¢ i klarownos¢ tysinek oraz dynamika lizy. Pytam o to tez dlatego,
ze Doktorant w rozprawie badat skuteczno$¢ endoliz, istotnych w procesie lizy $cian
komérek gospodarza i dla obu fagéw otrzymat wyniki wskazujgcg na stosunkowo
niska ich efektywnosé. Mam pytanie: czy jest to efekt natury metodycznej czy
przypadkowego doboru gospodarza? Wiemy ze zjawisko lizy wciaz nie do konca jest
rozpoznane i wiemy takze, ze wyttumaczenie tego w sposéb przedstawiony w pracy
sprawy nie zamyka. Duze wrazenie robi liczba ré6znych metod i technik badawczych
oraz narzedzi bioinformatycznych zastosowanych przez Doktoranta. Swiadczy to o
Jego doskonatym warsztacie badawczym, duzych umiejetnosciach i pracowitosci. W
niniejszej pracy zauwazytem takze drobne btedy redakcyjne, ktdre zaznaczytem w
tekscie oraz bardzo nieliczne, czasami dyskusyjne, niescistosci ktére pozwalam

sobie przedstawié w kilku punktach.

‘We wstepie (str .17, wiersz 3) pomytkowo podano, ze wielkosé genoméw
bakteriofagow waha sie od 11,6 pz do 497 pz zamiast kpz. Traktuje to jako zwyktg
pomyike.

«Zamiast ,mozaicyzm genoméw bakteriofagéw” lepiej stosowaé okreslenie
.mozaikowato$¢ genomoéw bakteriofagow ,(str.34). Mam wrazenie, ze mozaicyzm
jako pojecie genetyczne jezeli juz bylo stosowane to byt raczej dla organizméw
komorkowych niz wiruséw. Sprawa dyskusyjna: mozaicyzm to mechanizm a efekt
mozaikowatos¢ genetyczna.

«Str. 36. Mechanizm ewolucji - zamiast dryft genetyczny powinno by¢ dryf
genetyczny.

Powyzsze uwagi, niekiedy dyskusyjne, nie obnizajg wysokiej wartosci merytorycznej
recenzowanej pracy, ktora spetnia wszystkie wymagania stawiane przez ustawe o
stopniach oraz tytutach naukowych. Na tej podstawie wnosze do Rady Wydziatu
Biologii UAM w Poznaniu o dopuszczenie Pana mgr Grzegorza Nowickiego do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego, w celu uzyskania stopnia doktora nauk

biologicznych w zakresie biologii. ;




