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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani magister Katarzyny Giermasinskiej-Buczek
»¥Wybrane interakeje bakteriofaga P1 z Pantoea agglomerans i Agrobacterium
tumefaciens w kontekscie mozliwosci wykorzystania P1 jako narzedzia genetycznego w
badaniach tych bakterii"

Klasyczna mikrobiologia it genetyka opiera si¢ na odkryciach sprzed kilkudziesieciu lat,
amodele wowczas opisane sg nadal aktualne 1 sprawdzajg si¢ w pracy laboratoryjnej, co wiecej,
ciagle stanowia nowe wyzwania i stawiajg przed badaczami nowe pytania. Takim klasycznym
modelem jest bakteriofag P1, lagodny wirus bakteryjny, wyizolowany z Escherichia coli w
1951 roku. Od tamtego czasu wiele aspektéw budowy, funkcji i genetyki tego faga zostato
poznanych, stat si¢ on jednym z kluczowych modeli fagowych w biologii molekularnej dla
wielu proceséw, jak replikacja DNA, partycja, wiedza o systemach toksyna-antytoksyna. Co
wiece], jego zdolnos¢ do uogblnionej transdukeji jest do tej pory wykorzystywana w
konstrukeji szczepdw bakteryjnych. Z uwagi na to, ze jest to fag o szerokim zakresie
gospodarzy, w odréznieniu od drugiego sztandarowego modelowego faga A, zainteresowania
badaczy skierowaly sie na mozliwosei miedzygatunkowego przenoszenia informacji
genetycznej. Jest to szczegdlnie istotne dla tych bakterii, u ktérych narzedzia manipulacji
genetyczne] sg ograniczone, a jednoczes$nie bakterie te sa wazne z przyczyn naukowych i
aplikacyjnych. W nurt tych badan wpisuje si¢ idealnie rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny
Giermasinskiej-Buczek, podejmujge problematyke zastosowania faga P1 jako narzedzia w
pracy w bakteriami Srodowiskowymi. Pani mgr Giermasifiska-Buczek wykonywata swoja
prace doktorskg w Katedrze Biochemii i Mikrobiologii Instytutu Biologii Szkoty Gtéwnej
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Gospodarstwa Wiejskiego oraz Pracowni Biologii Bakteriofagéw Instytutu Biochemii i
Biofizyki PAN w Warszawie pod opickg promotora, Pani profesor dr hab. Malgorzaty
Lobockiej. Zespot Pani promotor od lat zajmuje si¢ zagadnieniami zwiazanymi z biologia
bakteriofagéw, a Pani Profesor jest swiatowej stawy specjalistka w dziedzinie genetyki i
biologii bakteriofaga P1. Dlatego tez Doktorantka mogla skorzystaé z szerokiego
doswiadczenia naukowego Pani Promotor, co mialo przetozenie na wysokg jakos$é rozprawy
doktorskiej.

Przedstawiona do recengzji rozprawa ma posta¢ klasycznej monografii, 205 stronicowe;j,
napisane] w jezyku polskim wraz ze streszczeniami w jezyku polskim i angielskim. Praca ma
uktad typowy dla opracowan opartych na badaniach eksperymentalnych, i1 jest podzielona na
odpowiednie sekcje, poprzedzone spisem tresei 1 skrotéw stosowanych w rozprawie. Pierwszy,
32 stronicowy rozdzial to wstep, bardzo dobrze przyblizajacy historie odkrycia P1, jego
genetyke i zastosowania w biologii molekularnej. Wstep zawiera takze informacje o bakteriach
bedacych przedmiotem badan, Panfoea agglomerans i Agrobacterium tumefaciens. Informacje
podane s3 jasno i przejrzyscie, a uzupelniajg je ryciny i tabela, cytowane sg takze odpowiednie
zrodia literaturowe. Cel pracy jest logicznym nastepstwem przedstawionych informacji, zostat
on przedstawiony jasno, a dodatkowo zostaly sprecyzowane cele szczegdtowe. Kolejne
rozdziaty, Materialy 1 Metody, przedstawiajg strong techniczng i metodologiczng rozprawy, a
wigc zestawienie szczepow, wektorow, bakteriofagéw oraz oligonukleotydow stosowanych w
pracy. a takze, co jest pomocne w pdzniejszej lekturze pracy, spis plazmidow i bakteriofagéw
powstatych podczas realizacji rozprawy wraz z opisem ich skonstruowania. Opisane zostaly
takze odezynniki uzywane w pracy wraz z danymi o ich producentach. Rozdzial Metody opisuje
dokfadnie metodologie stosowang w pracy, a wiec warunki hodowli bakterii, namnazania
bakteriofagéw, techniki klonowania i transformacji, warunki reakcji PCR. Zalaczony schemat
konstrukeji przykladowego plazmidu stosowanego w pracy ulatwia péZniejsze podazanie za
tokiem doswiadczen przedstawionych w rozprawie. Najobszernicjszy 62-stronicowy rozdzial
to Wyniki. Prezentuje on w kolejne etapy prowadzace do osiagni¢cia przedstawionych
wezesniej celow szezegélowych pracy. Podzial na podrozdzialy, z ktorych wigkszosé jest
poprzedzona krétkim wprowadzeniem i zakonczona krotkim podsumowaniem, co ulatwia
zapoznanie si¢ z kompletem rezultatébw badan. W tym rozdziale zwraca uwage staranne i
szczegolowe przedstawienie kolejnych doswiadczen wraz z fotografiami zeli i lysinek
fagowych, wykresami i rycinami. Obecne sg takze tabele zestawiajgce informacje o genach i
biatkach fagowych i plazmidowych. W opisie Wynikéw zwraca uwage szczegélowy opis

doswiadczen 1 wyjasnienia, dlaczego zostaty podjete okreslone badania. Widaé w tym rozdziale
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bardzo dobre przygotowanie Doktorantki do pracy a takze konsekwentne podazanie za linia
badawcza. W rozdziale Dyskusja zaprezentowane jest podsumowanie wynikow badan wraz z
ich interpretacja na tle wynikoéw badan znanych z literatury §wiatowe] (prawidtowo i doglebnie
cytowanej). Szczegolnie cenne sg wyjasnienia niepowodzen w konstrukcji mutantow i
stawianie odpowiednich hipotez, co $wiadczy o dobrym przemysleniu wynikéw przez
Doktorantke. W rozprawie zawarto podsumowanie najwazniejszych osiggnig¢ pracy.
Rozprawa zakonczona jest materiatami uzupetniajacymi do poszczegdlnych podrozdzialow.
Praca zostala napisana poprawnym jezykiem naukowym, czyta sie ja dobrze. Jednakze z
obowiazku recenzenta chciatam zauwazy¢ obecno$é dos$¢ licznych bledéw literowych,
nietypowych okreslen, jak réwniez niepoprawnie odmienionych stow (np. dopetniacz od stowa
podioza to podlozy, a nie podiéz). W Tabeli 2 (Materiaty) brakuje okreslenia, jaki gatunek
bakterii jest opisany (w przypadku kilku wpisoéw). Prawidlowa nazwa Dickeya to dadantii, a
nie dedantii (jak powtarza si¢ w kilku miejscach pracy). Ponadto (sir. 88, drugie zdanie), faga
P1 nie mozna raczej okresli¢ jako donora DNA chromosomalnego, donorem jest bakteria, na
ktorej fag si¢ namnaza. Bledy te nie umniejszaja oczywiscie calosciowego, bardzo ciekawego
przekazu rozprawy.

Jako gldwny cel w swojej rozprawie, Pami Katarzyna Giermasifiska-Buczek
zaplanowala zbadanie mozliwosci wykorzystania bakteriofaga P1 jako podstawy dla narzedzi
do manipulacji genetycznych u dwoch gatunkéw bakterii  srodowiskowych, Pantoea
agglomerans 1 Agrobacterium tumefaciens. Bakterie te budza zainteresowanie naukowcow z
réznych wzgledow: A. fumefaciens jest patogenem roshin o szerokim zakresie gospodarzy. Jest
ona nie tylko modelem badawczym ale takze Zrodterm plazmidu pTi wykorzystywanym w
inzynierli genetyczne). P. agglomerans natomiast jest bakteria o duzej plastycznosci
metaboliczne) 1 srodowiskowej, moze ona takze stuzy¢ do biokontroli dziatajac
antagonistycznie do réznych patogenéw. Z uwagi na ciekawe wiasciwosel tych gatunkow
bakternn 1 znaczenie dla nauki, oraz niewystarczajagco rozwiniete narzedzia inzynierii
genetyczne), uzasadniony jest wybor tych dwoch przedstawicieli do badan w doktoracie.
Ponadto, szczegotowe cele pracy zakladaly takze charakterystyke rejonow faga P1 mozliwych
do wykorzystania dla klonowanie heterologicznego DNA oraz zbadania roli systemow partycji
1 addykeji w utrzymywaniu plazmidowych profagéw P1. Cheiatam tu bardzo docenié podjecie
tematyki w zakresie klasycznej genetyki — jest to bardzo cenne i pokazuje, jak nadal klasyczne
modele badawcze moga znajdowaé wspolezesnie zastosowanie. W toku swojej pracy
Doktorantka podjeta si¢ skonstruowania szeregu mutantow fagowych 1 bakteryjnych w celu

osiggnigcia zatozen pracy. W pierwszym etapie powstaly mutanty P z inaktywowana kaseta

3



parAB oraz usunigtym systemem toksyna-antytoksyna Phd/Doc, uwazanym za istotny w
zjawisku addykcji. Co ciekawe, dalsze badania wykazaty, 17 o ile efektywnie dzialajgcy system
partycji jest niezbedny dla utrzymania profaga P1, to brak systemu addykeji zaskakujaco nie
powodowal znaczacego obnizenia retencji profagéw w komorce. Na tyle, ze mozliwe bylo
nawet zastgpienie rejonu phddoc innym DNA. Nalezy podkresli¢ wartosé uzyskanych danych
opisujacych podstawy mechanizméw stabilnego utrzymywania sie plazmidéw P1 w komorce
gospodarza. Niezaleznie od mozliwosci uzycia kasety phddoc jako miejsca do wstawienia
obcego DNA, Doktorantka okre§lita jeszcze dwie opcje — sekwencje IS1 1 gen pdcB.
Inaktywowanie tych sekwencji nie zaktocalo stabilno$ei profaga P1 w lizogenach. Przy okazji
Doktorantka odkryla mutacje punktowa w promotorze genu /pa (aktywatora pdinych gendw
fagowych) zaburzajaca rozwdj lityczny bakteriofaga. W pozniejszych badaniach korzystala juz
z skonstruowanego przez nig szczepu pozbawionego genu pdcB jednakze z dzika wersja genu
Ipa. Wykrycie mutacji obecnej w genie /pa 1 kolejne obserwacje §wiadeza o dociekliwosei i
wnikliwosci Doktorantki, sg to cechy bardzo cenione w pracy naukowej. Kolejne
doswiadczenia wykazaly, ze gen pdeB nie jest niezbedny fagowi do rozwoju ani utrzymywania
profaga, w zwiazku z czym moze by¢ dogodnym miejscem wstawiania genéw do transferu
przez P1. Jednakze, aby w ogdle przeniesienie genow i ewentualna rekombinacja z organizmem
biorcy mogla zajs¢, P1 musi by¢ zdolny do infekcji danego gatunku bakterii, a w przypadku
docelowego przeniesienia genow przez posta¢ profaga, musi by¢ réwniez zdolny do
lizogenizacji gospodarza. Wykazano w pracy, iz P1 moze nie tylko infekowaé P. agglomerans,
ale takze przenosi¢ do niej heterologicznej DNA. Jednakze, niepowodzeniem zakonczyly sic
proby lizogenizacii tej bakterii przez P1. Doktorantka podjgla si¢ znalezienia przyczyny tej
sytuacji, 1 w tym celu zsekwencjonowala pelen genom P. agglomerans 115, uzyskujac
mteresujace dane o obecnosci, poza glownym chromosomem, takze 3 plazmidow. Zostaly one
przeanalizowane pod katem zawartosci informacji genetycznej 1 modelu replikacji oraz
utrzymywania si¢ w komorce, a sekwencje zostaly zdeponowane w bazie danych. Ta cze$é
pracy wnosi bardzo ciekawe informacje o samej bakterii i jest cennym wkladem w poznanie
genetyki P. agglomerans. Podejmowane proby usunigcia plazmidéw z komorki zakonczyly sie
czg$ciowym sukcesem, jako ze jeden z trzech plazmidow nie poddal sie usunieciu. Obecno$é
tego plazmidu uniemozliwila lizogenizacje fagiem P1, a ewentualne przyczyny tej sytuacii
zostaly interesujaco przedyskutowane. Ciekawe wyniki uzyskano z doswiadczen =z
przenoszeniem plazmidow z E. coli do P. agglomerans, gdzie P1 postuzyt za wygodny,
aczkolwiek dziatajacy z malg wydajnoscia, wektor. Jest to podstawa do dalszych badan i

ulepszen systemu. Dla A. fumefaciens powodzeniem zakonczyly sie proby przeniesienia
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plazmidu z E. coli za pomoca faga P7, podobnego genetycznie i funkcjonalnie do P1. Co takze
wskazuje na przyszie mozliwosci transdukcji tej bakterii. Zwraca jednakze uwage bardzo
niewielka liczba doswiadczen przeprowadzonych na tej bakterii. Z tytulu rozprawy
wynikatoby, ze prace bedg prowadzone réwnolegle i rGwnocennie dla obu modeli bakteryjnych.
Dlaczego 4. tumefaciens  poswiecono  znacznic mniej pracy 1 uwagi?
W rozprawic zwraca uwage logiczny ciag doswiadczen i sprawne wycigganie wnioskow przez
Doktorantke, praca eksperymentalna zostata poprowadzona i wykonana starannie. Dyskusja
wynikéw wskazuje na dobre zrozumienie tematyki, jak rowniez podkredla znaczenie
uzyskanych danych. Oceniam osiagniecia przedstawione w pracy za bardzo cenne dla wiedzy
o Pl 1 mozliwosciach zastosowania tego faga w inZynierii genetycznej nietypowych

gospodarzy, bardzo wazne sa takze wiadomosci o samych gospodarzach i ich genetyce.

Podczas obrony, cheialabym poprosi¢ Doktorantke o odpowiedz na nastepujace pytania
1 komentarze:

* Jakie byly podstawy tak znacznej zmiany taksonomii bateriofagow w ostatnich
fatach?

» Czy bakteriofag P1 jest w stanie przeprowadzi¢ pelng transdukcje (analogicznie
jak u E. coli), u patogenu roslin, Dickeya dadantii? Czy ta metoda jest
wykorzystywania w manipulacjach genetycznych tej bakterii?

s Czy podczas izolacji catkowitego DNA z bakterii bedacych przedmiotem badan,
Panioea agglomerans 1 Agrobacterium tumefaciens, napotkano na trudnosci
techniczne (czgsto spotykane przy izolacji DNA z bakterii srodowiskowych z
uwagi na ich budowe $ciany komorkowej)?

¢ Jesli jak wykazano w pracy, geny systemu addykeji w P1 sg praktycznie zbedne
1 mozna ich pozby¢ sig bez straty istotnych dla faga czy plazmidu funkeji, jaka
jest w takim razie hipotetyczna ich funkcja, skoro sg jednak utrzymywane jako
element genetyczny faga?

» W roku pracy uzyskano szczepy P. agglomerans pozbawione dwoch z trzech
obecnych plazmidow. Plazmidy te kodujg wicle gendéw o potencjalnych
waznych funkcjach. Czy takie szczepy -charakteryzowaly si¢ nizszg
przezywalnoscig albo w jaki$§ sposéb zmniejszong konkurencyjnoscia wobec

szezepu dzikiego?



e W pracy wykazano mozliwo$¢ przenoszenia przez P1 plazmidéw z E. coli do
badanych szczepéw srodowiskowych. Czy istnigje takze mozliwosé
przeniesienia fragmentéw chromosomu dawcy, jak w klasycznej transdukeiji
miedzy szczepami E. coli?

s Bakierie stosuja dla obrony przez bakteriofagami m. in. systemy CRISPR/Cas.
Czy z uwagi na wielogospodarzowo$¢ P1 ma on mechanizmy zabezpieczajace
przed réznymi systemami z tej grupy u roznych bakterii?

e U E coli wykazano, ze brak aktywnego biatka DksA powoduje znacznie
wydajniejszy rozwoj faga P1 (Cech i wsp., 2021). Czy badane gatunki bakterii
maja homologi dksA i czy mozna by wykorzystac obserwacje z E. coli dla celéw

lepszego namnazania P1 w P. agglomerans i A. tumefaciens?

W podsumowaniu, cheiatabym stwierdzi¢, ze ofrzymana do recenzji praca stanowi
zbidr cickawych wynikéw o znaczeniu dla mikrobiologii 1 inzynierii genetycznej. Wnosi ona
interesujagce wiadomoscl na temat rozwoju bakteriofaga P1 w komérkach nietypowych
bakteryjnych gospodarzy, jak réwniez o genetyce samych gospodarzy. Nalezy wyrazié
nadzieje, iz wyniki tych porzadnie przeprowadzonych i dobrze opisanych badan zostang
wkréice opublikowane w znaczacym czasopismie naukowym.

Jako wniosek koncowy, stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny
Giermasinskiej-Buczek stanowi znaczace osiggnigcie naukowe 1 stanowi istotny wklad w
wiedze na temat biologii 1 rozwoju faga P1 jak i mozliwosci jego zastosowania jako narzedzia
w manipulacjach genetycznych. Przedstawiona do recenzji rozprawa spelnia warunki okre$lone
w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach 1
tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2003 r. nr 65, poz. 595 z pézn. zm.) oraz Rozporzadzeniu
Ministra Nauki 1 Szkolnictwa WyZszego z dnia 30 pazdziernika 2015 r., w zwigzku z art. 179.
Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym
1 nauce (Dz. U. z 2018 r. Poz. 1669). W zwigzku z tym zwracam sie do Wysokie] Rady
Dyscypliny Nauki Biologiczne Instytutu Biologii Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Giermasinskiej-Buczek do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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