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1. Imig¢ i nazwisko.

Jakub Baranek

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe tub-artystyezne — z podaniem podmiotu nadajacego

stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskie;j.

06.2014 — stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biotechnologii-
mikrobiologii

Podmiot nadajacy stopien: Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Tytul rozprawy doktorskiej: “Aktywno$¢ owadobojcza biatek Vip3A Bacillus
thuringiensis w stosunku do szkodnikéw z rzedu Lepidoptera zerujacych na roslinach”
Praca realizowana w Zaktadzie Mikrobiologii (Wydziat Biologii, UAM)

Rozprawa doktorska z wyrdznieniem.
Skan dyplomu dostepny jest w zalgezniku 9.

06.2009 — dyplom magistra biologii

Zaktad Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu

Tytut pracy magisterskiej: ,,Toksycznos$¢ biatek Cry Bacillus thuringiensis”
Wyrdznienie za wyniki w nauce przyznane w dniu absolutorium

07.2007 — dyplom licencjata biologii, specjalnos¢: biologia eksperymentalna

Zaklad Mikrobiologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu
Tytut pracy licencjackiej: ,,Whasciwosci toksyczne Bacillus thuringiensis dla
owadow”

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych fub-artystyezryeh-

10.2014 - obecnie; adiunkt (stanowisko badawczo-dydaktyczne); Zaktad
Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu;
obszary: mikrobiologia, biotechnologia, ochrona roslin przed szkodnikami

05.2015-11.2015; post-doc; Charles Sturt University (Graham Centre for Agricultural
Innovation), Locked Bag 588, 2678 Wagga Wagga, NSW, Australia; obszary:

biologiczna kontrola szkodnikow, mykologia, biologia molekularna
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4. Omoéwienie osiggnie¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca

2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.).

Omoéwienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujgcia przedmiotowych osiagniec, jak i w

sposob precyzyjny okresla¢ indywidualny wkiad w ich powstanie, w przypadku, gdy dane

osiggniecie jest dzietem wspotautorskim, z uwzglednieniem mozliwosci wskazywania

dorobku z okresu calej kariery zawodowe;j.

4.1.Tytul osiggnigcia naukowego:

Aktywnos$¢ owadobéjcza Bacillus thuringiensis wobec waznych pod wzgledem

ekonomicznym szkodnikow z rzedu Lepidoptera

4.2 .Publikacje wchodzace w sktad cyklu powigzanych tematycznie artykulow naukowych:

1)

2)

Baranek J.*, Pluskota M., Rusin M., Konecka E., Kaznowski A., Wiland-
Szymanska J. (2023). Insecticidal activity of Bacillus thuringiensis strains isolated
from tropical greenhouses towards Cydia pomonella and Spodoptera exigua larvae.
BioControl doi: 10.1007/s10526-022-10173-3

[1F2021 = 2,581; IFsy = 3,265; MEIN = 100 pkt; kwartyl: Q1]

Baranek J.*, Jakubowska M., Gabata E. (2023). Insecticidal activity of Bacillus
thuringiensis towards Agrotis exclamationis larvae—A widespread and
underestimated pest of the Palearctic zone. PLoS ONE 18(3): e0283077.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0283077

[1F2021 = 3,752; IFsy:2001 = 4,069; MEIN = 100 pkt; kwartyl:Q1]

3) Baranek J.*, Banaszak M., Kaznowski A., Lorent D. (2021). A novel Bacillus

thuringiensis Cry9Ea-like protein with high insecticidal activity towards Cydia
pomonella larvae. Pest Manag Sci 77(3):1401-1408. doi: 10.1002/ps.6157
[1F2021 = 4,463; IFsy = 4,689; MEIN = 140 pkt; kwartyl: Q1]

4) Baranek J.*, Banaszak M, Lorent D., Kaznowski A., Konecka E. (2021).

Insecticidal activity of Bacillus thuringiensis Cryl, Cry2 and Vip3 toxin
combinations in Spodoptera exigua control: highlights on synergism and data
scoring. Entomol Gen 41: 71-82. doi: 10.1127/entomologia/2020/995

[1F2021 = 6,608; IFsy:2021 = 4,803; MEIN = 70 pkt; kwartyl: Q1]
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5) Baranek J.*, Pogodzifiski B., Szipluk N., Zielezinski A. (2020). TOXiTAXi: a
web resource for toxicity of Bacillus thuringiensis protein compositions towards
species of various taxonomic groups. Sci Rep 10:19767. doi: 10.1038/s41598-020-
75932-7
[1F2020 = 4,380; IFsy = 5,516; MEIN = 140 pkt; kwartyl Q1]

* - autor korespondencyjny

Wyniki badan sktadajgcych si¢ na gldéwne osiggni¢cie naukowe sg przedstawione w postaci
cyklu pigciu powigzanych tematycznie artykulow naukowych. Wszystkie powyzsze
publikacje w formacie pdf sg dostgpne w zalaczniku 4. Prace te opublikowane zostaty w
latach 2020-2023, a ich sumaryczny impact factor (IF), wedtug roku opublikowania jest
rowny 21,784 (IF 5-letni 22,342), natomiast liczba punktow Ministerstwa Edukacji i Nauki
(wg. listy MNISW z 09.02.2021) wynosi 550. We wszystkich pracach jestem
pomystodawcg koncepcji i planu badan oraz glownym wykonawcg zadan badawczych,
interpretacyjnych i publikacyjnych, co jest odzwierciedlone w zamieszczeniu mojego
nazwiska w charakterze pierwszego autora oraz autora korespondencyjnego.
Szczegotowy opis mojego wkladu w powstanie kazdej pracy jest zaprezentowany w
zalaczniku 3 [rozdzial I, punkt 2., podpunkty 1-5)], natomiast o§wiadczenia wspotautorow

dotyczace ich wktadu w prace sg dostgpne w zalaczniku 5.

4.3. Omowienie osiggnig¢ naukowych

Wprowadzenie
Entomopatogenne wtasciwosci Bacillus thuringiensis (Bt) sa znane od ponad stu lat, jednak

caly czas bakteria ,odstania” nowe aspekty o ogromnej wartoSci poznawcze] i
implementacyjnej [1,2]. Rozne szczepy B. thuringiensis wytwarzaja odmienne zestawy biatek
pestycydowych i innych rodzajow czasteczek, dziatajacych toksycznie na bezkrggowce.
Czynniki owadobojcze B. thuringiensis sa obecnie podzielone na 16 klas/rodzin biatkowych
(rycina 1).
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Pesticidal

Proteins

Ryc. 1. Rodziny pestycydowych biatek bakteryjnych, klasyfikowane na podstawie struktury

przestrzennej [3].

Powyzsze biatka klasyfikuje si¢ do grup i podgrup na podstawie podobienstwa sekwencji
aminokwasow. Kazdemu bialku pestycydowemu nadano okre§long nazwe, zgodnie z
obowigzujaca nomenklaturg — sktada si¢ ona z przedrostka (mnemonika) okreslajacego klasg
biatka (np. Cry, Mtx, Vip) oraz z czterech rang nomenklatorycznych (reprezentowanych
kolejno przez liczbe zapisang cyframi arabskimi, wielka litere, malg liter¢ i ponownie liczbe
zapisang cyframi arabskimi), np. Cry2Abl6, Vip3Af2 itd. [4]. Biatka Cry, Cyt i Vip s3
uwazane za najbardziej aktywne 1 najlepiej zbadane =z obszernego arsenatu
charakterystycznego dla gatunku B. thuringiensis [5]. Do tej pory zidentyfikowano in silico
274 toksyny Cry, 16 toksyn Cyt i 15 toksyn Vip — dotyczy to tzw. toksyn holotypowych, tj.
wariantow bez wliczania ostatniej, czwartej rangi nomenklatorycznej [3,6]. Roznice w
sekwencji aminokwasowej odmiennych biatek B. thuringiensis maja wptyw na poziom ich
toksycznosci i specyficznos¢ wobec gatunkéw docelowych. Biatka B. thuringiensis wykazuja
bardzo swoiste dziatanie wobec organizmow docelowych — poszczegdlne grupy toksyn sa
aktywne tylko przeciwko przedstawicielom wybranych taksonéw. Na przyktad, biatka Cryl i
Cry2 sg aktywne wobec larw motyli, Cry3 dziatajg na chrzgszcze, a Cry4, Cryl10 i Cryl1 sg
toksyczne wobec muchowek. Nalezy jednak pamigtaé, ze okreslone biatko Cry/Cyt/Vip

zwykle wptywa tylko na czgs¢ gatunkow W danej grupie bezkrggowcow i jedynie precyzyjne
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testy biologiczne moga w rzetelny sposob wyznaczy¢ zakres dziatania danej toksyny
B. thuringiensis [6].

Mechanizm dziatania poszczegélnych czynnikow toksycznych wytwarzanych przez
B. thuringiensis jest bardzo odmienny, cho¢ cechg wspdlng jest tu tzw. dziatanie zotadkowe,
tj. konieczno$¢ poltkniecia toksyny przez bezkregowca (zazwyczaj wraz z pokarmem) w celu
jej zadziatania. W przypadku toksyn z klas Cry i Vip mozna wyr6ézni¢ podobny zarys
mechanizmu dziatania [5], obejmujacy: (i) przedostanie si¢ toksyny do uktadu pokarmowego;
(ii) proteolityczng aktywacj¢ z udzialem proteaz jelitowych, polegajaca na odcieciu czesci
tancucha peptydowego (cze$¢ N- lub C-koncowa); (iii) zmiang konformacji przestrzennej
toksyny; (iv) interakcje z receptorem znajdujacym si¢ w komodrce nabtonkowej jelita (lub
sekwencyjna reakcje z kilkoma receptorami); (v) oligomeryzacjg; (vi) utworzenie poru przez
ktéry odbywa si¢ niekontrolowany transport jondw i wody i docelowo depolaryzacj¢ blony
komoérek nabtonkowych; (vii) zanik funkcji jelita i w konsekwencji zanik Zerowania lub

$mier¢ organizmu docelowego; rycina 2.

Ryc. 2. Mechanizm dziatania insektycydowych toksyn Cry i Vip B. thuringiensis [7].

Dysproporcje w specyficzno$ci 1 poziomie toksyczno$ci poszczegodlnych biatek
B. thuringiensis wobec konkretnych organizmoéw docelowych wynikaja z rdéznic w
mechanizmie dziatania, a konkretnie z ro6znic w: (i) receptorach jelitowych u roéznych
gatunkéw bezkregowcoOw; (i1) proteolitycznej aktywacji bialek w jelicie; (iii) stabilnos$ci
molekularnej danej toksyny [5].

Silne wlasciwosci owadobdjcze wybranych szczepéw B. thuringiensis zostaty
wykorzystane w biologicznej ochronie roslin przed szkodnikami. Bioinsektycydy zawierajace
czynniki B. thuringiensis stosuje si¢ w znacznej mierze do zwalczania larw owadow z rzedu
Lepidoptera [8] — grupy szkodnikow, ktora powoduje jedne z najwigkszych strat w uprawach

na $wiecie [9]. Wyroznia si¢ dwie najbardziej powszechne drogi podania szkodnikom
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czynnikow  toksycznych produkowanych przez B. thuringiensis: (i) preparaty
mikrobiologiczne, skladajace si¢ z endospor i parasporalnych krysztatow biatkowych
(zawierajacych toksyny Cry i Cyt) B. thuringiensis; oraz (ii) transgeniczne rosliny
produkujace toksyczne biatka Cry/Vip w swoich tkankach. Bioinsektycydy oparte na
czynnikach owadobojczych B. thuringiensis stanowig najwiekszy odsetek ze wszystkich
stosowanych biologicznych $rodkéw ochrony roslin [2]. Srodki te sa alternatywa dla
szkodliwych pestycydow syntetycznych, ktore dziataja nieselektywnie i majg dlugi okres
péttrwania. W konsekwencji pestycydy chemiczne wplywaja negatywnie na $rodowisko
naturalne (w obszarze zabiegu agrotechnicznego i czesto daleko poza nim), m. in. obnizajgc
bior6znorodno$¢ [10]. Ponadto, pozostalosci tych substancji wykrywane sa w zywnos$ci
wyprodukowanej z opryskiwanych upraw, co stanowi zagrozenie dla zdrowia konsumentéw
[11]. Ograniczenie stosowania syntetycznych $rodkéw ochrony roslin jest jednym z
najistotniejszych punktow Integrowanej Ochrony Roslin [12] oraz celem wielu panstw na

calym $wiecie, czego przyktadem sg chocby legislacyjne inicjatywy Unii Europejskiej [13].

Motywacja i cel badan
Od momentu odkrycia B. thuringiensis przez japonskiego naukowca Shigetane Ishiwata w

1901 roku biologiczne wtasciwosci tej bakterii byly systematycznie zglgbiane, wliczajac w to
raptowne odkrycia ostatnich dekad, czerpigcych garSciami z technik genomiki,
transkryptomiki i proteomiki [1]. Wydaje si¢ jednak, Zze powstaje wigcej pytan anizeli
odpowiedzi zwigzanych z tym entomopatogenem, cho¢by w aspekcie specyficznosci jego
dziatania wobec organizmoéw docelowych. Pojawiaja si¢ tez nowe zagadnienia i wyzwania,
zwigzane Z przemystowym uzyciem B. thuringiensis w kontroli szkodnikow.

Gdy w 2009 roku Kees Van Frankenhuyzen opublikowal prace podsumowujaca
wszystkie testy aktywnos$ci dotyczace biatek Cry i Cyt, znana liczba holotypowych toksyn
wynosita 174 [6]. Autor zauwazyl, ze niemal jedna trzecia znanych biatek pestycydowych (a
wilasciwie nalezy uzy¢ stwierdzenia ,,domniemanych biatek pestycydowych”) nie byta
testowana wobec zadnego gatunku bezkregowca. Co wiecej, dziatanie zaledwie dziesiatej
czesci tych biatek bylo sprawdzone wobec kilkunastu Iub wiecej gatunkow. W efekcie,
jedynie niewielki odsetek biatek byt przedmiotem wystarczajacej liczby badan, aby pozwolic¢
na rzetelne wysunigcie wnioskoéw, dotyczacych spektrum wrazliwych gatunkdéw organizmow.
Ten bardzo ograniczony zestaw insektycydowych biatek B. thuringiensis zostal uzyty w

opracowaniu transgenicznych upraw.
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Obecnie, dzieki ogromnemu postepowi technologii sekwencjonowania genomow,
znamy juz 290 holotypowych form Cry i Cyt. Dodatkowo, w ostatnich latach wyrézniono
jeszcze kilkanascie innych klas biatek pestycydowych (np. App, Tpp, Xpp) — tacznie znanych
jest na chwile obecng az 830 wszystkich holotypowych bialek pestycydowych
B. thuringiensis [3]. Oznacza to skokowy wzrost liczby znanych sekwencji nowych toksyn, a
nawet nowych klas toksyn B. thuringiensis w ciagu ostatniej dekady. Niestety, przyrost
wynikéw dotyczacych biologicznej aktywno$ci jest nieporownywalnie nizszy niz przyrost
danych genomowych. W efekcie, odsetek pestycydowych toksyn, ktore nie byly nigdy
testowane pod katem aktywnosci biologicznej (lub byty testowane wobec niewielkiej liczby
wrazliwych gatunkéw) jest zdecydowanie wyzszy niz w roku 2009 gdy Kees Van
Frankenhuyzen opublikowat swoja prace. Oznacza to, ze aspekt specyficznosci
B. thuringiensis wobec wrazliwych gatunkéw coraz bardziej umyka srodowisku naukowemu,
anizeli przyblizamy si¢ do jego zglebienia. Jest to wyrazna biata plama w wiedzy dotyczacej
»laseczek z Turyngii”. Konieczne sg zatem wytezone wysitki naukowe, pozwalajace wskazac
toksyczno$¢ poszczegolnych bialek wobec jak najwigkszej liczby gatunkéw bezkregowcow
aby w sposob wiasciwy nakresli¢ ,,map¢” specyficznosci dziatania B. thuringiensis wobec
organizméw docelowych i rzuci¢ wigksze §wiatto na biologie, ewolucj¢ 1 przede wszystkim
role 1 skale wptywu tego entomopatogena na ekosystemy.

Kolejnym aspektem o duzej dozie niepewnosci jest zjawisko synergizmu/antagonizmu
pomigdzy odmiennymi toksynami B. thuringiensis. Niektore prace naukowe wskazuja
bowiem na mozliwo$¢ uzyskiwania wyzsze] aktywno$ci owadobdjczej poprzez taczne
dziatanie dwoch lub wigcej toksyn B. thuringiensis [14-18]. Wystepowanie fenomenu
synergizmu pomiedzy toksynami mogloby mie¢ niebagatelny wplyw na zastosowanie
B. thuringiensis w biologicznej ochronie roslin, a konsekwencje mogtyby by¢ zaréwno
pozytywne jak 1 negatywne. Walorem takiej sytuacji bytaby oczywiscie mozliwo$¢ tworzenia
bardziej efektywnych strategii kontroli szkodnikow, opartych na wzajemnych
oddziatywaniach odpowiednio dobranych zestawow biatek B. thuringiensis i uzyskiwanie
lepszych rezultatow przy mniejszych dawkach insektycydu. Wskazywane jest jednak takze
zagrozenie, polegajace na tym, ze dzialajace synergistycznie toksyny moglyby staé sig
zagrozeniem dla organizmow innych niz docelowe [19]. Sam fenomen synergizmu jak i jego
faktyczna skala w przypadku biatek B. thuringiensis nie osiggnat do tej pory konsensusu w
srodowisku naukowym.

Niemniej istotne sa wyzwania dotyczace wdrozeniowego aspektu bakterii

B. thuringiensis. Komercyjne zastosowanie tego entomopatogena w kontroli szkodnikéw z

8
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rzgdu Lepidoptera obejmuje uzycie preparatdéw mikrobiologicznych (np. Dipel, Foray76B,
XenTari, itp.) lub transgenicznych odmian roslin uprawnych takich jak kukurydza (np.
MONB810, Agrisure Duracade), bawelna (np. WideStrike, TwinLink, Bollgard, soja (np.
Intacta RR2, DAS-81419-2) i in. Takie formy biologicznej ochrony plonéw maja wicle zalet,
z ktorych najwickszg jest mozliwos$¢ redukcji stosowania pestycydow syntetycznych, a co za
tym idzie wigksze bezpieczefistwo dla $rodowiska naturalnego i zdrowia konsumentow.
Niestety, ww. technologie bioinsektycydowe rowniez borykaja si¢ z niedoskonato$ciami.
Podstawowym zagrozeniem jest w tym wypadku ograniczona ro6znorodno$¢ biatek
wchodzacych w sklad stosowanych obecnie bioinsektycydéw opartych na czynnikach
B. thuringiensis. W przypadku preparatow mikrobiologicznych aktywnych wobec motyli, do
ich produkcji uzywa si¢ obecnie zaledwie kilku szczepdéw bakteryjnych, wytwarzajacych
bardzo ograniczony zestaw toksyn z grup Cryl i Cry2. Najczgéciej stosowane szczepy
obejmuja: (i) B. thuringiensis podgat. kurstaki (np. izolaty ABTS-351, SA-11), wytwarzajace
krysztaty z biatkami CrylAa, CrylAb, CrylAc, Cry2Aa [20,21]; oraz (ii) B. thuringiensis
podgat. aizawai (np. izolaty ABTS-1857, GC-91), wytwarzajace krysztaly zawierajace biatka
CrylAa, CrylAb, CrylC, CrylD, Cry2A [22,23]. Réwniez w przypadku ro$lin
transgenicznych, wigkszo$¢ areatu upraw na Swiecie obejmujg obecnie odmiany produkujace
niewielki zestaw toksyn zabojczych dla motyli: Cry1Ab, CrylAc, Cry1A.105 (chimera toksyn
CrylAb, CrylAc i CrylF), CrylFa i Cry2Ab [24] — zestaw takze zawezony do grup Cryl i
Cry2. Bardzo niewielka roznorodnos¢ stosowanych komercyjnie biatek B. thuringiensis
powoduje skutki o ogromnym znaczeniu makroekonomicznym. Pierwszym powaznym
problemem jest niewrazliwos¢ wielu grup owadow na stosowane bioinsektycydy, a co za tym
idzie brak ochrony przed wieloma waznymi pod wzgledem ekonomicznym szkodnikami.
Bardzo znamiennym przykladem sg tu gasienice motyli z rodzaju Agrotis i Spodoptera,
wykazujgce wysokg naturalng niewrazliwos$¢ (lub niskg podatnos¢) na wigkszos$¢ toksyn z
grup Cryl i Cry2 [25,26]. Z tym aspektem wigze si¢ M.in. zjawisko pojawiania si¢
szkodnikéw wtornych w uprawach Bt. Dobrg ilustracja jest cho¢by drastyczny wzrost szkod
spowodowanych Zzerowaniem S. exigua jako szkodnika wtornego W uprawach transgenicznej
bawelny, wytwarzajgcej toksyne CrylAc, w Chinach [27,28]. Pierwotng przyczyng
stosowania w praktyce tak niewielkiej puli toksyn B. thuringiensis jest niewielka liczba
danych o aktywnos$ci owadobdjczej innych wariantéw insektycydowych biatek, w
szczegolnosci tych spoza grup Cryl i Cry2. Obecnie, duze nadzieje poktada si¢ we wiaczeniu
do biologicznej strategii ochrony roslin wegetatywnej toksyny owadobdjczej (ang. vegetative

insecticidal protein; Vip). Wykazano wysoka aktywno$¢ toksyny Vip (doktadnie Vip3Aa)

9
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wobec niektorych szkodnikoéw owadzich z rzedu Lepidoptera i jest ona skuteczna wobec
owadow, ktore wyksztatcity oporno$¢ na toksyny Cry, co idealnie ilustruje choéby przyktad
szkodnikow z rodzaju Helicoverpa [29]. Jednak cho¢ pierwsze transgeniczne rosliny
zawierajace gen kodujacy toksyne Vip3 zostaly zarejestrowane w USA juz w 2008 roku [30],
to wskazniki adopcji tych upraw na §wiecie sg bardzo niskie. Wedtlug danych sprzed kilku lat
w USA $redni procent adopcji kukurydzy i bawelny wytwarzajacej Vip3 wynosil mniej niz
5% [24]. W wigkszoéci pozostatych krajow na Swiecie uprawy Vip3-pozytywne s3
niespotykane lub sg w fazie procedur rejestracyjnych. Wynika to z niedoboru danych
eksperymentalnych i w zwigzku z tym z nieznang efektywnos$cig biatek Vip. Bardzo istotne
jest wigc zdobycie jak najwigkszej ilosci danych o aktywnosci i spektrum wrazliwych
owadow w przypadku toksyn Vip3, w celu oszacowania skutecznos$ci tych czynnikéw w
uktadach obejmujacych réoznorodne uprawy, szkodniki i rejony geograficzne.

Kolejnym powaznym zagrozeniem jest rosngca opornos¢ szkodliwych owadoéw na

bioinsektycydy oparte na stosowanych obecnie biatkach Cry B. thuringiensis (rycina 3).

L W Bt crops i

M Resistant species

Resistant species
(reduced efficacy reported)

Bt crops (million ha)

O A O O L L O >DHOH A DO O AN
O’ O O O O Q7 O O AY AN
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Ryc. 3. Dynamika rosnacej opornosci owadow na biatka Cry zawarte w transgenicznych roslinach [31].

Zwigzane jest to z wysoka presja selekcyjng niewielkiej puli toksyn Cry zawartych w tych
srodkach, ktore dodatkowo wykazujg zazwyczaj opornos¢ krzyzowag [24,31,32]. W celu
rozwigzania wyzej opisanych problemow, konieczne jest: (i) poszukiwanie i
scharakteryzowanie nowych izolatow B. thuringiensis, o wyzszych wlasciwos$ciach
owadobojczych, zawierajacych geny kodujace nowe toksyny lub nowe zestawy toksyn; (ii)

wykonanie testow aktywnosci owadobojczej niescharakteryzowanych lub
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scharakteryzowanych w niewielkim stopniu pestycydowych biatek owadobdjczych wzgledem
mozliwie duzej puli szkodnikoéw; (iii) wykorzystanie w biologicznej ochronie roslin nowych
wariantow toksyn, o istotnych réznicach w sekwencji aminokwasowej, odmiennym
mechanizmie dziatania i charakteryzujacych si¢ brakiem opornosci krzyzowej z biatkami

CrylAb, CrylAc, CrylA.105, CrylFai Cry2Ab, stosowanymi w kontroli szkodnikow.

Podsumowujac, mozna obecnie wyrdzni¢ nastepujace braki w badaniach podstawowych i
,biate plamy” w wiedzy na temat entomopatogennych wiasciwosci B. thuringiensis oraz
wyzwania zwigzane z aplikacyjnym zastosowaniem tych bakterii:
e catkowity brak danych dot. aktywnosci owadobojczej w przypadku duzego odsetka
znanych toksyn B. thuringiensis
e mala ilo$¢ danych (testy aktywno$ci owadobodjczej jedynie wobec niewielkiej liczby
gatunkow bezkregowcoéw), nie pozwalajgca na poprawng ocene spektrum aktywnosci
wigkszosci toksyn B. thuringiensis, w tym dobrze rokujacych toksyn z grupy Vip3
e Dbrak danych o wrazliwo$ci na pestycydowe biatka B. thuringiensis w przypadku wielu
gatunkow szkodnikéw, powodujacych istotne straty w gospodarce cztowieka
e niewielka liczba eksperymentow dot. interakcji pomigdzy toksynami B. thuringiensis i
nieznana skala synergizmu w aktywnosci bialek tej bakterii
e ograniczona pula pestycydowych biatek B. thuringiensis uzywanych w biologicznej
ochronie roslin i zwigzany z tym brak skutecznos$ci bioinsektycydow wobec wielu
waznych pod wzgledem ekonomicznym szkodnikow
e rosngca oporno$¢ owadoéw (w tym oporno$¢ krzyzowa) na stosowane obecnie w
kontroli szkodnikéw biatka CrylAb, CrylAc, CrylA.105, CrylFa i Cry2Ab
B. thuringiensis
e koniecznos¢ izolacji nowych szczepdéw B. thuringiensis, zawierajacych geny kodujace
nowe warianty toksyn lub nowe kombinacje toksyn, w celu potencjalnego zwigkszenia

puli pestycydowych czynnikow stosowanych w biologicznej kontroli szkodnikow

Praca naukowa, jaka dotychczas realizowatem, a w szczegolnosci osiggniecie habilitacyjne
opublikowane w postaci cyklu powigzanych tematycznie artykutow naukowych, stanowi
odpowiedz na powyzsze braki w badaniach podstawowych i1 co za tym idzie w dostepnej

wiedzy. Jest to takze odpowiedz na potrzeby, wynikajace z aplikacyjnego uzycia
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entomopatogennej bakterii z gatunku B. thuringiensis. Poszczegolne aspekty osiggnigcia

zostaly pisane ponizej.

Omowienie wynikow przedstawionych w cyklu powiazanych tematycznie artykuléw
naukowych

A. Izolacja i scharakteryzowanie nowych szczepow Bacillus thuringiensis
W mojej pracy opublikowanej w 2023 roku w czasopismie BioControl [[33]; zalacznik 3,

rozdzial I, punkt 2., podpunkt 1)] przedstawitem wyniki dotyczace izolacji trzech nowych
szczepow B. thuringiensis (BG11, BG12 i BG15) z materiatu pozyskanego z tropikalnych
szklarni  Ogrodu  botanicznego UAM.  Wyosobnienie  B. thuringiensis z  tak
charakterystycznego i w duzej mierze izolowanego $rodowiska jest niewatpliwie unikatowe
jesli chodzi o wszystkie wczesniejsze proby pozyskiwania tych bakterii. Trzy wyizolowane
szczepy, charakteryzujg si¢ specyficznym zestawem wytwarzanych toksyn insektycydowych
(w tym nowymi wariantami biatka Cry1Ba), niespotykanym wsrod szczepoéw B. thuringiensis
uzytych do produkcji komercyjnych preparatow insektycydowych. W pracy wykazano
wysoka aktywno$¢ ww. izolatow wzgledem larw owadoéw z rzedu Lepidoptera.
Scharakteryzowane mikroorganizmy wykazuja wysoki potencjal do produkcji nowych,
biologicznych $rodkow ochrony roslin i sg elementem dalszych prac o charakterze zar6wno
badan podstawowych jak i wdrozeniowych.

Oprocz wyzej wymienionej i omowionej publikacji, wchodzacej w sktad osiaggnigcia
habilitacyjnego, bratem takze udziatl w bardzo licznych projektach, majgcych na celu izolacje
lub analiz¢ wlasciwosci nowych entomopatogennych szczepéw B. thuringiensis. Zaréwno
przed jak i po uzyskaniu stopnia doktora wspotpracowatem przy badaniach majacych na celu:
(i) wyosobnienie izolatow B. thuringiensis z gleby, wody oraz zakazonych owadow; (ii)
opracowanie profilu genetycznego 1 fenotypowego uzyskanych bakterii; oraz (ii1) okreslenie
aktywnosci owadobodjczej ww. drobnoustrojow wobec larw owadow, takich jak Cydia
pomonella, Dendrolimus pini, Leucoma salicis i Spodoptera exigua, bedacych groznymi
szkodnikami upraw. Wyniki zostaly opublikowane w postaci siedmiu artykutow w
czasopismach naukowych [34-43] [zalacznik 3, rozdzial II, punkt 4., podpunkty 6), 10),
12), 8), 9), 13), 14), 15), 16), 18)].

Podsumowujac, wyniki tej cze¢sci mojej pracy badawcze] przyczynity sie do
scharakteryzowania dziesigtek szczepow B. thuringiensis, cechujacych si¢ rozmaitymi

wlasciwosciami genetycznymi, fenotypowymi i entomopatogennymi. Przyblizylo to
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uzyskanie pelniejszego obrazu co do biologii, genetyki, niszy ekologicznej i ewolucji
»laseczek z Turyngii”, a ponadto poszerzylo zakres mozliwych dziatan aplikacyjnych.
Drobnoustroje te wchodzg obecnie w sktad kolekcji szczepow Zaktadu Mikrobiologii UAM, |
od dluzszego czasu stuzg jako materiat badawczy do prowadzenia licznych prac

eksperymentalnych, miedzy innymi tych opisanych w dalszej czg$ci opracowania.

B. Okreslenie wrazliwosci waznych pod wzgledem ekonomicznym szkodnikéw na
czynniki owadobdjcze Bacillus thuringiensis
Jednym z najwazniejszych nurtdéw mojej pracy badawczej byta heterologiczna ekspresja

bialek Cry i Vip B.thuringiensis (w tym nowych wariantow tych toksyn) oraz ich
scharakteryzowanie, a przede wszystkim okreslenie ich aktywnosci wobec istotnych dla
Swiatowej gospodarki szkodnikéw owadzich. Wybrane szkodniki obejmowaty organizmy
znaczaco obnizajace zyski uzyskiwane z roslin handlowych/przemystowych uprawianych w
sadach, polach oraz w gospodarstwach le$nych. Ponizej, kolejno omoéwione zostaty
poszczegblne badane gatunki owadow, ich znaczenie gospodarcze oraz przede wszystkim

wyniki moich badan, w istotny sposob podnoszace stan wiedzy w danym obszarze.

Agrotis exclamationis (Linnaeus, 1758)

Agrotis exclamationis, zwana rolnicg czopowka, to gatuneck owada nalezacy do rzedu
Lepidoptera, rodziny Noctuidae (sowkowate). Wystepuje w Eurazji i Zeruje na licznych
ro$linach, w tym na waznych pod wzgledem ekonomicznym uprawach takich jak buraki,
zboza, truskawki, liczne warzywa, a takze mlode drzewa w szkotkach oraz kwiaty i rosliny
ozdobne [44-46]. Larwy rolnicy czopowki wykazuja si¢ duzg zartoczno$cig i bardzo czesto
»scinaja” cale siewki miodych roslin (co odzwierciedla angielska nazwa tych larw:
cutworms). W zwiazku z powyzszymi, A. exclamationis jest powaznym szkodnikiem upraw w
Eurazji 1 powoduje istotne straty w rolnictwie, jak rowniez w ogrodnictwie i lesnictwie. Na
przyktad w Polsce, straty w uprawie buraka cukrowego spowodowane zerowaniem rolnic
mogg siega¢ nawet do 30% [47]. Obecnie do zwalczania szkodliwych owadoéw (w tym rolnic)
stosuje si¢ duze ilosci szkodliwych syntetycznych pestycydow [48]. Alternatywa sa
biologiczne $rodki ochrony roslin. Niestety w przypadku A. exclamationis nie opracowano
dotad zadnych skutecznych strategii kontroli opartych na insektycydach biologicznych.
Jednym z zalozen mojej pracy naukowej byto kompleksowe okreslenie skutecznos$ci
dziatania B. thuringiensis wobec rolnicy czopéwki — zardwno w aspekcie generowania

Smiertelnosci owaddéw docelowych jak i na poziomie subletalnym. Praca dotyczaca ww.
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dociekan zostata opublikowana w czasopi$émie PLOS ONE w 2023 roku [[49]; zalacznik 3,
rozdzial I, punkt 2., podpunkt 2)]. Wstgpne wyniki pracy pokazaly bardzo niewielka
efektywnos¢ komercyjnych izolatow B. thuringiensis wobec A. exclamationis — nawet bardzo
wysokie stezenia entomopatogena (znacznie przewyzszajace rekomendowane dawki polowe)
nie powodowaty nawet 50% $miertelnosci w testowanych populacjach. Mozna zatem wysnué
wniosek, ze obecnie stosowane mikrobiologiczne preparaty oparte na czynnikach
toksycznych B. thuringiensis nie beda wystarczajaco efektywne aby mozna ich byto uzy¢ w
efektywnej kontroli ww. szkodnika. W celu wyjasnienia niskiej aktywnosci ww. szczepow, w
dalszych etapach niniejszej pracy okreslitem wrazliwos¢ larw A. exclamationis na
poszczegoOlne, uzyskane w wyniku heterologicznej ekspresji, biatkka Cry 1 Vip
B. thuringiensis. Wyniki tej czesci studium pokazaty niewielka podatnos¢ A. exclamationis na
wszystkie testowane toksyny z grup Cryl i Cry2 — cho¢ wszystkie testowane biatka
spowodowaly w pewnym stopniu ograniczenie wzrostu owadoéw, to nie wywotaty znaczacej
$miertelnosci. Niemniej jednak, dwie inne testowane toksyny B. thuringiensis tj. Cry9Ea i
Vip3Aa, wykazaly wysoka aktywno$¢ insektycydowa wobec larw rolnicy czopowki.
Dodatkowo, w pracy przeanalizowano zmiany jakie powoduja w jelicie owada biatka Cry9Ea
1 Vip3Aa na poziomie tkankowym ale rowniez komoérkowym 1 organellowym, co jest ujgciem
niekonwencjonalnym w przypadku badan nad toksynami B. thuringiensis.

Wnhioski plynace z niniejszej pracy wskazuja, ze w celu skutecznej ochrony przed
larwami A. exclamationis, nalezy bazowa¢ na biatkach Cry9Ea oraz Vip3Aa. Niestety,
zarowno bioinsektycydowe preparaty mikrobiologiczne oparte na ,laseczkach z Turyngii”,
jak 1 wiekszo$¢ uprawianych roslin transgenicznych (tzw. ,,Bt crops”) zawiera gldwnie
toksyny z grup Cryl i Cry2 — mozna wigc domniemywac, ze nie ma obecnie na §wiecie
skutecznych strategii biologicznej kontroli A. exclamationis i prawdopodobnie innych rolnic.

Oprocz wyzej opisanego glownego nurtu badawczego, w trakcie analizy wynikow
niniejszej pracy, nieoczekiwanie w przypadku dzialania toksyn CrylCa 1 Crylla
zaobserwowano hormez¢ — dwufazowe zjawisko pojawiajace si¢ w testach zaleznosci dawka-
odpowiedzZ, charakteryzujace si¢ stymulacyjnym efektem niskiej dawki i inhibicyjnym
efektem wysokiej dawki. Hormeza jest zjawiskiem, ktore cho¢ opisane juz kilkadziesiat lat
temu, na znaczeniu zyskato w literaturze naukowej do$¢ niedawno [50]. Ponadto, zagadnienie
hormezy do tej pory nie bylo analizowane odno$nie czynnikow owadobojczych
B. thuringiensis — w pracach opublikowanych do tej pory skupiano si¢ bowiem na efektach

bdjczych, pomijajac zazwyczaj efekty subletalne.
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Cydia pomonella (Linnaeus, 1758)

Cydia pomonella, zwana owocowka jabtkoweczka to gatunek owada z rodziny Tortricidae
(zwojkowate). Owady te sg przede wszystkim szkodnikami jabtoni, ale Zeruja takze na
orzechach wloskich, gruszach, pigwie i in. Gatunek ten wywodzi si¢ z Eurazji, lecz wraz z
transportami owocoOw zostal zawleczony na inne zamieszkane przez cztowieka kontynenty.
Larwy C. pomonella powoduja ogromne straty w uprawach owocéw na calym §wiecie — W
przypadku jabtek jest to nawet do 100%, przy braku zastosowanej kontroli. Ponadto, owady te
wykazujg znaczng oporno$¢ na chemiczne pestycydy, a ich biologia (krotki okres zerowania
larwy na powierzchni owocu i dlugi wewnatrz tej naturalnej ,,bariery ochronnej”) sprawia, ze
walka ze szkodnikiem jest znacznym wyzwaniem [51,52]. Z powyzszych wzgledow
C. pomonella jest jednym z najgrozniejszych szkodnikow owadzich na Swiecie i intensywnie
poszukuje si¢ skutecznych metod jego kontroli.

Moja praca naukowa wpisala si¢ w S$wiatowy nurt poszukiwania skutecznych
biologicznych metod zwalczania larw C. pomonella. Wedtug przeprowadzonych przeze mnie
badan, toksyna Cry9Ea jest najbardziej toksycznym biatkiem sposrod wszystkich testowanych
dotad czynnikow B. thuringiensis, wzgledem larw ww. szkodnika. Wartos¢ LCso jest
wielokrotnie nizsza od pozostatych biatek Cry/Vip. Warto réwniez nadmienié, ze byly to
pierwsze na $wiecie badania, majgce na celu oznaczenie aktywnosci insektycydowej Cry9Ea.
Ponadto, do tej pory wrazliwos¢ C. pomonella nie byla testowana na zadng inng toksyne z
dobrze ,,rokujacej” grupy Cry9. Rezultaty powyzszych dociekan zostaty opublikowane w Pest
Management Science w 2021 roku [[53]; zalacznik 3, rozdzial I, paragraf 2., punkt 3)].
Badania te pozwolity uzupethi¢ wiedzg¢ dotyczacg specyficznosci toksyn B. thuringiensis ale
rowniez sprawily, ze toksyny Cry9 zyskaly na znaczeniu implementacyjnym. Wraz z tym
odkryciem mozliwe jest rozpoczgcie nowych strategii biologicznej kontroli larw
C. pomonella, na przyktad poprzez selekcj¢ i pozniejsze zastosowanie w formie opryskow
efektywnych izolatow bakteryjnych, produkujacych toksyny Cry9Ea.

W ramach niniejszej pracy okreslona zostata rowniez wrazliwos¢ larw C. pomonella
na pi¢¢ innych toksyn B. thuringiensis. Wyniki wskazaly na istotng toksyczno$¢ biatek
CrylAa, Cry2Ab i Vip3Aa wobec szkodnika, podczas gdy toksyny Crylla oraz CrylCa
okazaty si¢ najmniej efektywne. Na szczegdlng uwage zashuguja przeprowadzone testy
dotyczace aktywnosci biatka Vip3Aa, ktore nie wykazuje istotnego podobienstwa sekwencji
do biatek Cry, wigze si¢ z innymi receptorami w jelicie owada oraz wykazano brak opornosci
krzyzowej u owadoéw na toksyny Cry i Vip [54]. Vip3Aa jest wiec idealnym kandydatem do
strategii polegajacej na jego potaczeniu z toksynami Cry w bioinsektycydach (ang.
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»pyramiding strategy”). Taka strategi¢ z powodzeniem mozna wigc zastosowac¢ do kontroli
C. pomonella, w celu znacznego obnizenia strat spowodowanych zerowaniem tego szkodnika.
Wydaje si¢, ze potaczenie Cry9Ea + Vip3Aa jest ze wszystkich testowanych
najkorzystniejsze. Ze wzgledu na bardzo duza potencjalng wartos¢ implementacyjna,
preparaty zawierajace biatka aktywne wobec C. pomonella (Cry2Ab, Cry9Ea oraz Vip3Aa)
zostaly objete ochrong prawng w postaci trzech patentdw [zgloszenia patentowe szerzej

opisano ponizej, w punkcie 4.4, podpunkt D].

Spodoptera exigua (Hiibner, 1808)

Spodoptera exigua, zwana $wiatldowka naziemnica, to gatunek owada nalezacy do rzedu
Lepidoptera i rodziny Noctuidae (sowkowate). Wystepuje on w cieptych rejonach wigkszosci
kontynentéw [55] i jest polifagiem, zerujgcym m. in na: baweknie, kukurydzy, soi, sorgo,
burakach cukrowych i rozmaitych warzywach [56]. Ze wzgledu na Zartoczno$¢ larw oraz
wysokg opornos¢ na chemiczne pestycydy [57,58] szkodnik ten powoduje powazne straty w
$wiatowym rolnictwie i intensywnie poszukiwane sg alternatywne metody jego zwalczania.
Jednym z elementow mojej pracy naukowej bylo opracowanie skutecznych
biologicznych metod zwalczania larw S. exigua. Analiza wrazliwo$ci S. exigua wobec
wyselekcjonowanych toksyn Cry i Vip zostata opublikowana w pracy opublikowanej w 2021
roku w czasopi$§mie Entomologia Generalis [[59]; zalacznik 3, rozdzial I, punkt 2.,
podpunkt 4)]. Wyniki moich wieloletnich prac pokazaty, ze toksyny o najwyzszej
aktywnosci owadobodjczej wzgledem $wiattdéwki naziemnicy to CrylCa i Vip3Aa. Aktywny
okazat si¢ rowniez scharakteryzowany przeze mnie nowy wariant toksyny Cry2Ab (wedtug
oficjalnej  nomenklatury,  pelna  nazwa to  Cry2Ab36;  https://www.bpprc-
db.org/protein_detail/Cry2Ab36/), roznigcy si¢ od testowanych wcze$niej wersji kilkoma
aminokwasami w istotnych fragmentach biatka. Inne warianty toksyny Cry2Ab wykazuja
brak aktywno$ci lub niewielkg aktywnos$¢ wobec S. exigua [25,60]. W przypadku toksyn
najbardziej efektywnych wobec S. exigua (Cryl1Ca i Vip3Aa), wygenerowane dane majg duza
warto$¢ implementacyjna, poniewaz obecnie w wigkszo$ci upraw na §wiecie stosowane s3
toksyny takie jak CrylAb, CrylAc, CrylFa i Cry2Ab — zarbwno w postaci preparatow
mikrobiologicznych jak i roslin transgenicznych. W przytoczonym we wstegpie przykladzie
rolnictwa w Chinach, gtéwna odmiana uprawianej na szerokg skal¢ bawelny produkuje biatko
CrylAc, ktore cho¢ skuteczne wobec H. armigera, nie chroni przed larwami S. exigua. Na
podstawie moich badan, mozna wskaza¢, ze najlepsza strategia kontroli S. exigua byloby

wlaczenie jako sktadnikéw aktywnych w bioinsektycydach bialek z grup Cry1Ca i Vip3Aa.
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Niezwykle interesujagce z punktu widzenia badan podstawowych okazaty si¢ takze
wyniki testow aktywnosci owadobdjczej biatka Cry9Ea wobec larw S. exigua. W pracy
opublikowanej w 2021 roku w Pest Management Science [[53]; zalacznik 3, rozdzial I,
punkt 2., podpunkt 3)] wskazano zupelny brak aktywnosci testowanego biatka z grupy Cry9
na ww. szkodnika. Przeciwnie, niepublikowane obserwacje prowadzone w trakcie badan
unaocznily stymulacyjny efekt tego biatka podanego larwom (wigksza $rednia masa larw niz
w kontroli). Uzyskane wyniki staly si¢ przyczynkiem do prowadzonych obecnie analiz
dotyczacych funkcjonalnej analizy poszczegdlnych domen biatek Cry9 i ich wplywu na

toksyczno$¢ wzgledem S. exigua.

C. Interakcje pomiedzy toksynami B. thuringiensis

Wzajemne interakcje pomigdzy réznymi toksynami B. thuringiensis to istotny temat debaty
naukowej. Wedlug niektérych prac efekt jaki wywoluje mieszanina dwoch lub wiecej biatek
Cry/Cyt/Vip B. thuringiensis na owada moze by¢ inny niz prosta wypadkowa dziatania
poszczegolnych komponentow tej mieszaniny (addycja) — w przypadku gdy efekt
insektycydowy jest wigkszy niz oczekiwany moéwimy o synergizmie, a gdy mniejszy niz
oczekiwany stwierdzamy antagonizm. Zagadnienie to jest nie tylko ciekawe z punktu
widzenia akademickiego ale moze mie¢ réwniez bezposrednie przetozenie na aspekt
aplikacyjny. Niestety, brak jest do tej pory konsensusu co do istoty i skali tego zjawiska w
dziataniu czynnikow toksycznych B. thuringiensis.

W pracy opublikowanej w 2021 roku [[59]; zalacznik 3, rozdzial I, punkt 2.,
podpunkt 4)] przetestowalem osiem kombinacji biatek Cry i Vip wobec larw S. exigua i
okreslitem wystepujacy typ interakcji w dwoch interwatach czasowych. Wygenerowane
wyniki wskazaly na istotny potencjal toksyn Vip do oddzialywan synergistycznych z
wybranymi bialkami Cry. Niemniej jednak, niniejsze badania pokazaty istotne roznice w
interakcjach, w zaleznosci od czasu trwania eksperymentu (7 lub 10 dni). Wykazano wigc, ze
,werdykt” czy grupa toksyn ma dziatanie synergistyczne, addytywne czy tez antagonistyczne
moze zaleze¢ od warunkéw eksperymentu. W powyzszym przykladzie juz prosta zmiana
czasu odczytu wynikoéw spowodowata uchwycenie dynamiki zamierania testowanej populacji
w innym punkcie. To w oczywisty sposéb thumaczy bardzo rozbiezne wyniki uzyskiwane
przez roznych autorow (ktorzy w prowadzonych eksperymentach zazwyczaj postuguja si¢
odmiennymi, autorskimi protokotami) oraz brak konsensusu co do samego zjawiska w

srodowisku naukowym.
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W kolejnym aspekcie uwage zwraca warto$¢, jakag osigga w poszczegdlnych
wariantach wspotczynnik synergii (stosunek uzyskanego przez mieszaning LCso do
spodziewanego LCso obliczonego jako wypadkowa dziatania poszczegdlnych komponentow).
W przytoczonej powyzej pracy wspotczynnik synergii tylko w przypadku jednej mieszaniny
(CrylCa + Vip3Aa) przekroczyt cztery punkty, a w wiekszoSci pozostatych wariantow byt
nizszy niz dwa — co wedtug wielu autorow (np. [61]) sugeruje, ze synergizm nie jest istotny.

Podsumowujac wyniki powyzszej pracy nalezy zauwazy¢, ze jedynie mieszanina
CrylCa + Vip3Aa wykazuje wysoki wspotczynnik synergizmu, niezaleznie od wariantu
eksperymentu, u larw S. exigua. Dlatego, to wtasnie potaczenie czynnikéw toksycznych jest
rekomendowane w strategiach kontroli §wiattowki naziemnicy. Natomiast, ogolna obserwacja
wynikdw pracy pozwala stwierdzi¢, ze kombinatoryczne dziatanie toksyn skutkujace
wysokim wspotczynnikiem synergii jest w testowanym zakresie rzadkie.

Wnhioski, ktore uzyskalem w powyzszej pracy, postanowitem skonfrontowaé z
rezultatami prac innych autoréw i tym samym rzuci¢ swiatlo na catoksztatt badan w obszarze
wzajemnych oddziatywan pomigdzy toksynami produkowanymi przez ,laseczki z Turyngii”.
W trakcie mojej pracy wraz z zespotlem biologow obliczeniowych zgromadzitem i
przeanalizowalem wszystkie wyniki dostepne w literaturze W obszarze interakcji pomiedzy
biatkami Cry/Cyt/Vip/itd. B. thuringiensis [[62]; zalacznik 3, rozdzial 1, punkt 2.,
podpunkt 5)]. Analiza zgromadzonych danych pozwolita wysnué nastepujace wnioski: (i)
synergizm dziatania toksyn mozna zaobserwowa¢ w nieco ponad potowie eksperymentow;
ale (ii) wspotczynnik synergii jest zazwyczaj bardzo niski (z wyjatkiem kombinacji Cry +
Cyt); (ii1) synergizm znacznie czesciej obserwuje si¢ pomigdzy toksynami Cry + Cyt anizeli
kombinacjami Cry + Cry, Cry + Vip, Cyt + Vip; (iv) czestotliwos¢ wystepowania
poszczegdlnych  typdw interakcji  (synergizm/addycja/antagonizm) jest inna dla
poszczegolnych rzedow owadow (np. czeSciej obserwuje si¢ synergizm u przedstawicieli
Diptera anizeli u Lepidoptera); (v) w wigkszosci przypadkéw poszczegdlne kombinacje
toksyn byly testowane tylko raz, to znaczy, ze brak jest danych komparatywnych,
generowanych przez rézne grupy/laboratoria, pozwalajacych na rzetelne wnioskowanie co do
badanego zjawiska; (vi) nie ma wypracowanego wspdlnego ujednoliconego standardu i norm
prowadzenia eksperymentow dotyczacych interakcji pomiedzy toksynami B. thuringiensis.

Nowe rezultaty eksperymentéw dotyczacych typow interakcji pomiedzy czynnikami
toksycznymi s3 na biezaco Sledzone, analizowane i gromadzone w bazie danych, jaka

powstata przy okazji powyzszych analiz. Baza nosi nazw¢ TOXiTAXi, a jej zastosowanie 1
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funkcjonalno$ci wykraczaja znacznie poza analize¢ interakcji pomigdzy insektycydowymi

biatkami B. thuringiensis.

D. TOXiTAXi - uniwersalna baza danych i dedykowane narzedzie internetowe do
przetwarzania danych dot. testow toksycznosci
W 2020 roku, wraz ze specjalistami z dziedziny biologii obliczeniowej udato mi si¢ stworzy¢

bazg danych TOXiTAXi [[62]; zalacznik 3, rozdzial I, punkt 2., podpunkt 5)], wraz z
interaktywnym interfejsem do jej obstugi (http://www.combio.pl/toxitaxi/). Baza ta jest
podsumowaniem i wcigz rozwijajacg si¢ ,,dyskusjg” moich dotychczasowych i przysztych
wynikow badan, dotyczacych entomopatogennych wiasciwosci B. thuringiensis. TOXiTAXi
stuzy bowiem do gromadzenia, systematyzowania i analizy rezultatow testow biologicznych,
wobec organizméw reprezentujacych rozne grupy taksonomiczne. Poczatkowo, narzedzie
miato za zadanie wspomagac analize testow dotyczacych interakcji pomiedzy toksynami Cry,
Cyt i Vip B. thuringiensis ale juz od poczatku zostato zaprojektowane aby moéc gromadzié
wszystkie inne wyniki testow toksycznosci — zazwyczaj skrajnie niejednorodne i bardzo
rozproszone w dostepnej literaturze. W efekcie, obecnie znajdujg si¢ tam rowniez rekordy
obejmujace eksperymenty testujace wrazliwos¢ rozmaitych grup bezkregowcow na: (i)
poszczegolne czynniki toksyczne. B. thuringiensis oraz innych entomopatogennych bakterii;
(i1) enzymy o dziataniu insektycydowym np. chitynazy; a takze pilotazowo (iii) insektycydy
biochemiczne; (iv) insektycydy syntetyczne; (v) grzyby entomopatogenne; a nawet na
,egzotyczne” komponenty takie jak (vi) toksyny skorpionow.

Korespondencyjny odzew, jaki miat miejsce po uruchomieniu tej publicznie dostepne;j
bazy, swiadczy o jej przydatnosci nie tylko dla srodowisk akademickich ale takze dla
pracownikow jednostek zajmujacych si¢ wdrozeniami w obszarze biologicznych srodkow
ochrony roslin. Najwigkszym atutem bazy jest jej uniwersalno$¢ (jest zaprojektowana do
gromadzenia ekstremalnie roznorodnych informacji), oraz jej otwarty charakter — baza caly
czas powigksza si¢ 0 nowe obszary i pakiety danych.

Docelowo, po zgromadzeniu odpowiedniej ilosci informacji, chcialbym aby
TOXiTAXi stalo si¢ pakietem wejsciowych danych do stworzenia algorytmoéw uczenia
maszynowego (w tym uczenia glebokiego), pozwalajacego na predykcje in silico

specyficznosci biologicznych toksyn wobec organizmow, w tym szkodnikow owadzich.
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PODSUMOWANIE
Rezultatem prac badawczych wykonanych przez habilitanta, zaprezentowanych jako
cykl powigzanych tematycznie artykuléw naukowych, sa nastepujace osiagniecia:

» pozyskanie i scharakteryzowanie nowych izolatéw B. thuringiensis o szczegolnych
wlasciwosciach owadobojczych, oraz utworzenie kolekcji, bedgcej materialem do
dalszych dociekaniach badawczych

> okre$lenie aktywnos$ci insektycydowej bialek Cry/Vip B. thuringiensis, w tym
nowych wariantow toksyn oraz toksyn spoza nadreprezentowanych w
biologicznej ochronie roslin grup Cryl i Cry2

» ocena wrazliwosci waznych pod wzgledem ekonomicznym szkodnikéw z rzedu
Lepidoptera na nowe izolaty B. thuringiensis oraz poszczegolne toksyny Cry/Vip

» ocena wzajemnych interakcji nowych zestawow toksyn Cry/Vip wobec
szkodnikéw oraz caloSciowa analize tego zjawiska w oparciu o wlasne i
opublikowane dane literaturowe

» stworzenie publicznie dostepnego narzedzia bioinformatycznego w postaci bazy
danych i aplikacji internetowej (TOXiTAXi), ktére umozliwia gromadzenie,
systematyzowanie i analizowanie réznorodnych danych, dotyczacych testéw

aktywnos$ci owadobdjczych.
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4.4.0moéwienie pozostatych istotnych osiggnig¢ naukowo-badawczych, nie ujetych w

powyzszym cyklu powigzanych tematycznie artykutéw naukowych

A. Okreslenie aktywnosci owadobéjczej B. thuringiensis wobec szkodnikéw drzew

Osiagnigciem naukowym sg dwie prace opublikowane w czasopismach naukowych:

1) Baranek J., Konecka E., Kaznowski A. (2017). Interaction between toxin crystals and
vegetative insecticidal proteins of Bacillus thuringiensis in lepidopteran larvae. BioControl
62 (5): 649-658. doi: 10.1007/s10526-017-9828-6

2) Baranek J., Kaznowski A., Konecka E., Naimov S. (2015). Activity of vegetative

insecticidal proteins Vip3Aa58 and Vip3Aa59 of Bacillus thuringiensis against
lepidopteran pests. J Invertebr Pathol 130: 72-81. doi: 10.1016/j.jip.2015.06.006

Wiodacy wktad w powstanie tych prac jest odzwierciedlony moim pierwszym autorstwem i

zostat szczegotowo opisany w zataczniku 3, rozdziat I, punkt 4, podpunkty 8) 1 9).

Dendrolimus pini (Linnaeus, 1758)

Dendrolimus pini, zwana barczatkg sosné6wka to owad nalezacy do rodziny Lasiocampidae
(barczatkowate). D. pini jest monofagiem, zerujacym na so$nie zwyczajnej, choé¢ w
niektorych przypadkach moze takze zywi¢ si¢ innymi drzewami iglastymi. Gatunek ten
wystepuje w wiekszej czesci Europy i Azji Srodkowej [63] i jest organizmem inwazyjnym
choéby w Stanach Zjednoczonych. W Polsce i w innych cze$ciach Europy Srodkowo-
Wschodniej obserwuje si¢ relatywnie czeste wystgpowanie gradacji tego szkodnika, co
skutkuje bardzo powaznymi stratami w gospodarce lesnej, w tym nierzadko gotozerami,
catkowicie niszczgcymi dziesigtki tysigey hektaro6w sosny [63].

W celu kontrolowania barczatki sosnowki w Polsce stosowane sg opryski zawierajace
insektycydy syntetyczne, takie jak diflubezuron oraz acetamipryd [63]. Niestety, $rodki te
dziatajg szerokospektralnie i wpltywaja na wiele elementéw ekosystemu lesnego, ktory w
odroznieniu od pol uprawnych jest o wiele bardziej ztozony i wrazliwy. Dodatkowo, nowe
rygorystyczne dyrektywy UE, jak choéby Europejski Zielony fad najprawdopodobnigj
spowodujg znaczne (lub catkowite) ograniczenia w uzyciu tego typu srodkow w leSnictwie.
Alternatywnie, stosowane sg dzi§ metody biologiczne, jednak ich spektrum jest zawezone do
jednego tylko s$rodka, tj. opryskow bezpiecznym, biologicznym preparatem Foray76B (Valent

Biosciences), ktory zawiera endospory B. thuringiensis i biatka Cry zawarte w parasporalnych
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krysztatach tej bakterii [63]. Chociaz do tej pory nie stwierdzono zadnego przypadku
nabywania opornos$ci przez D. pini na Foray76B i jest on wcigz uznawane za skuteczny, to w
ramach mojej pracy badawczej przeprowadzitem proby wytyczenia nowych strategii
biologicznej kontroli tego szkodnika w oparciu 0 inne czynniki toksyczne ,laseczek z
Turyngii”. W tym celu okreslona zostata wrazliwo$¢ D. pini na toksyny Vip3Aa. Bialka te sg
wskazywane jako komponent bioinsektycydow nowej generacji w uprawach rolnych, jednak
do tej pory nie sprawdzono efektywnosci biatek Vip3Aa wobec szkodnikéw upraw lesnych, w
tym D. pini. W moich pracach opublikowanych w 2017 i 2015 roku, po uzyskaniu stopnia
doktora [[42,43]; zalacznik 3, rozdzial II, punkt 4., podpunkt 8) i 9)], wykazalem, ze
biatko Vip3Aa powoduje wysoka $miertelnos¢ w przypadku larw D. pini w stadium L2.
Ponadto, duza skuteczno$¢ wykazaty takze toksyny Vip3Aa w polaczeniu z biatkami Cry w
postaci parasporalnych krysztatow — w zalezno$ci od proporcji poszczegdlnych sktadnikéw
mieszaniny wykazywaly efekt addytywny lub synergistyczny. Powyzsze badania stanowig
podwaliny pod nowe programy kontroli D. pini oparte na biatkach Vip3 B. thuringiensis.
Moga one by¢ w przysztosci zastosowane jako dywersyfikacja obecnie istniejgcych metod lub
jako jedyny skuteczny biologiczny czynnik, w przypadku najgorszego scenariusza, tj.
pojawienia si¢ praktycznej opornosci wsréd populacji D. pini na obecnie stosowane

bioinsektycydy.

Leucoma salicis (Linnaeus, 1758)

W trakcie mojej pracy badawczej, przed uzyskaniem stopnia doktora, bratem takze udziat w
projekcie w wyniku ktérego stwierdzono wysoka aktywno$¢ owadobdjcza izolatow
B. thuringiensis z lokalnej kolekcji szczepow wobec larw L. salicis [[39,40]; zalacznik 3,
rozdzial II, punkt 4., podpunkty 16) i 18)]. L. salicis, zwana biatka wierzbowka to owad
nalezacy do rzedu Lepidoptera, rodziny Erebidae (mrocznicowate). Jest to istotny z punktu
ekonomicznego fitofag, zerujacy na wierzbach, topolach oraz — co zaskakujagce — na

plantacjach herbaty [64]. Wyniki powyzszych badan majg znaczenie implementacyjne.

B. Ochrona patentowa wynalazkow, dotyczacych biologicznej ochrony roslin przed
szkodliwymi owadami
Osiagnigciem naukowym habilitanta sa trzy patenty na wynalazki uzyskane po nadaniu

stopnia doktora:
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1) Patent nr 0428224 (przyznany 11.2020) dotyczacy aktywnos$ci owadobojczej preparatow
zawierajacych biatka Cry2Ab i Vip3Aa B. thuringiensis wobec owadow i ich zastosowania
w kontroli szkodnikow. Tworcy: Baranek J., Kaznowski A., Banaszak M.

2) Patent nr 428225 (przyznany 12.2020) na wynalazek dotyczacy owadobodjczej aktywnos$ci
preparatow zawierajacych biatka Cry9 B. thuringiensis wobec owadéw i ich zastosowania
w kontroli szkodnikow. Tworcy: Baranek J., Kaznowski A., Lorent D.

3) Patent nr 428223 (przyznany 12.2020) na wynalazek dotyczacy aktywnosci owadobojczej
preparatow zawierajacych biatka Cry2Ab Bacillus thuringiensis wobec owadow i ich
zastosowania w kontroli szkodnikow. Tworcy: Baranek J., Kaznowski A., Banaszak M.

Wiodacy wklad w powstanie tych wynalazkow (oficjalny udziat habilitanta wynosi w
zaleznos$ci od wynalazku od 80% do 95%) zostal szczegdlowo opisany w zatgczniku 3,

rozdziat 111, punkt 3, podpunkty 1), 2) i 3).

Dziedzina wiedzy, w jakiej si¢ poruszam ma bardzo mocno zaakcentowany charakter
aplikacyjny. Wigze si¢ to z wykorzystaniem dziatania B. thuringiensis w kontroli groznych
szkodnikéw powodujacych straty (szacowane na dziesigtki lub setki milionow dolarow
rocznie) w rolnictwie, sadownictwie i lesnictwie na catym $wiecie. Uwarunkowania
ekonomiczne, jakie niewatpliwie wiaza si¢ z tym zagadnieniem, sprawiaja, ze prowadzone
przeze mnie badania znajdujg si¢ na styku nauki 1 wspolpracy z gospodarka. Z tego wzgledu,
cze$¢ moich odkry¢ zostata zastrzezona w postaci patentow, co stanowi pierwszy krok do ich
komercjalizacji. Za najwazniejsze nalezy uzna¢ trzy wyzej wypunktowane patenty, w ktorych
moj wklad jako tworcy wynosi minimum 80%: W skromnym stopniu przyczynilem si¢ takze
do opatentowania owadobdjczego zastosowania preparatu, zawierajacego krysztaty biatkowe

B. thuringiensis i olejek gorczycowy [zalacznik 3, rozdzial I11, punkt 3., podpunkt 4)].

Doswiadczenie zdobyte w formutowaniu poprawnych wnioskow o udzielenie patentu
pozwolito mi zlozy¢ w sierpniu 2022 roku trzy kolejne zgloszenia patentowe, dotyczace
praktycznego uzycia biatek typu LPMO w kontroli szkodnikow [zalacznik 3, rozdzial III,
punkt 3., podpunkty 1), 2), 3)]. LPMO to stosunkowo nowa grupa zaleznych od miedzi
enzymoOw oksydoredukcyjnych, o kluczowej roli w biodegradacji polisacharydow takich jak
celuloza czy chityna. W toku moich prac okazato sie, ze te enzymy (pozyskane zaro6wno z
bakterii gramujemnych jak i gramodatnich) maja negatywny wpltyw na rozwoj larw S. exigua

po ich podaniu wraz z pozywka.
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Koncowo, pragne nadmieni¢, ze W dalszej kolejnosci chce podjaé nastepne kroki,
zmierzajace do komercjalizacji wyzej opisanych wynalazkéw oraz tych konceptow, ktore

aktualnie sa jeszcze w fazie inicjalnej.

C. Ocena utrzymywania si¢ endospor B. thuringiensis w srodowisku lesnym po aplikacji
komercyjnego preparatu bioinsektycydowego

Kolejng wazng inicjatywa w jakiej bratem udziat, to projekt pod kierownictwem prof. dr hab.
Edyty Koneckiej (Zaktad Mikrobiologii UAM), dotyczacy oceny trwatosci endospor
B. thuringiensis podgat. kurstaki w srodowisku lesnym, po zastosowaniu mikrobiologicznego
preparatu Foray 04 UL [[65]; zalacznik 3, rozdzial 11, punkt 4., podpunkt 11)]. Badania
przeprowadzono we wspotpracy z Wydzialem Ochrony Lasu Regionalnej Dyrekcji Lasow
Panstwowych w Poznaniu. Preparat zostat rozpylony w 2011 roku nad lasem dgbowym o
powierzchni 195 hektarow, w okolicy Krotoszyna (woj. wielkopolskie). Opryski wykonano z
powietrza, zgodnie z wytycznymi Laséw Panstwowych RP, jako odpowiedZ na gradacje
lisciozernych larw owadow z rzedu Lepidoptera, a Szacowane straty w drzewostanie
przekroczyly prog decyzyjny. Warto nadmieni¢, ze zabieg z uzyciem $rodka zawierajacego
endospory B. thuringiensis odbyt si¢ na tym obszarze po raz pierwszy. W toku badan pobrane
zostaly probki liSci drzew oraz gleby zarowno przed wykonaniem oprysku jak i w roznych
interwatach czasowych po nim, przez okres 18 miesiecy.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wysnu¢ nastgpujace wnioski: (i)
endospory B. thuringiensis, ktore aplikowane sg wraz z preparatami bioinsektycydowymi w
srodowisku lesnym utrzymujg si¢ relatywnie krotko na powierzchni lisci drzew lisciastych i
stosunkowo dtugo (okoto roku) w glebie pod najnizszymi warstwami lasu; (ii) ewentualna
aktywnos$¢ B. thuringiensis wobec organizmow innych niz docelowe i niekorzystne efekty
uboczne majg niewielkie prawdopodobienstwo wystgpienia, ze wzgledu na krotki czas
ekspozycji na entomopatogena w nadziemnych czeSciach ro$lin; (iii) relatywnie dtugi okres
trwania endospor B. thuringiensis w glebie moze potencjalnie wywiera¢ wplyw na organizmy
nie bedace celem zabiegu (w tym wywiera¢ presj¢ selekcyjng 1 indukowac narastanie
opornosci), cho¢ przetrwalnikowa (metabolicznie u$piona) forma entomopatogena sugeruje
niskie prawdopodobienstwo takich zdarzen; (iv) nalezy monitorowa¢ ewentualne dziatania

niepozadane powodowane przez zabiegi zawierajace B. thuringiensis.
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D. Potencjalna uzytecznos¢ karwakrolu w biologicznej kontroli szkodnikow

Cho¢ na chwile obecna bioinsektycydy zawierajace czynniki toksyczne B. thuringiensis
stanowig zdecydowang wigkszo$¢ komercyjnego rynku, to rownolegle penetrowane sg inne
sciezki badawcze, prowadzace do opracowania alternatywnych strategii biologicznej kontroli
szkodnikéw. Jedng z koncepcji jest zastosowanie w biologicznej ochronie roslin substancji
pochodzenia roslinnego. W trakcie mojej pracy badawczej miatem okazje bra¢ udziat w pracy
sprawdzajace] skuteczno$¢ owadobdjcza jednego z takich czynnikow. Wyniki zostaly
opublikowane w 2020 roku w czasopismie BioControl [[41]; zalacznik 3, Rozdzial 11, punkt
4., podpunkt 6)] i wskazaly potencjalng uzytecznos¢ karwakrolu (fenolowego
monoterpenoidu wystepujacego m. in. w olejku eterycznym oregano) oraz mieszanin
karwakrolu i krysztatow biatkowych B. thuringiensis w ograniczaniu liczebnosci larw

S. exigua i C. pomonella.

E. Charakterystyka mikrobioty kolonizujacej obiekty dziedzictwa Kkulturowego i
propozycja innowacyjnych narzedzi ich biokonserwacji
Ostatnig istotng aktywno$cig naukowa, jakg nalezy wymieni¢ w tej cze$ci jest rozpoczgta w
2018 wspolpraca z Uniwersytetem Basilicata (Potenza, Wtochy). Jest to aktywno$¢ dosé
szczegolna w mojej pracy naukowej, poniewaz nie dotyczy biologicznej ochrony roslin przed
szkodnikami. Tematyka badawcza realizowana z wloskim uniwersytetem jest jednak nie
mniej interesujgca, i obejmuje biologiczne aspekty ochrony i odnowy architektonicznego
dziedzictwa kulturowego. W ramach tej wspotpracy pelnitem role promotora pomocniczego
w przewodzie doktorskim Matteo Santacroce, MSc, p.t. ,Bacteria colonizing cultural
heritage: phenotypical and molecular chatracterization. Proposal of innovative bio-
preservative tools” [zalacznik 3, rozdzial II, punkt 9., podpunkt 2)]. Praca badawcza
realizowana byla w ramach europejskiego programu “Smart Cities and Communities and
Social Innovation” realizowanego przez Ministerstwo Uniwersytetu i Badan Republiki
Wioch. W trakcie prac przeprowadzonych z moim udziatem lub pod mojg opicka wykonana
zostala analiza mikrobioty wewnatrz ,Santa Lucia Alle Malve” (SLM) — dawnej
chrze$cijanskiej $wiatyni, datowanej na VIII wiek, w calosci wykutej w skalnym wapieniu 1
ozdobionej wewnatrz licznymi freskami. Cho¢ ta zachwycajaca perta architektury jest ujeta
na liscie zabytkow UNESCO 1 jest coraz wickszg atrakcjg dla turystow to ulega ona
stopniowe] degradacji zarowno przez czynniki fizyczne, jak i kolonizujace ja organizmy.

Zadania badawcze realizowane we wspOlpracy z Uniwersytetem Basilicata obejmowatly

25



ZAtACZNIK 2 JAKUB BARANEK
AUTOREFERAT PL

kompleksowa analize przyczyn biologicznej degradacji $§wigtyni SLM jak i potencjalne

metody jej bioremediacji.

W wyniku prac badawczych zostat okreslony sktad gatunkowy hodowalnych bakterii
zasiedlajacych $ciany $wiagtyni oraz jednocze$nie zastosowane zostalo podejscie
metagenomowe w identyfikacji bytujacej tam mikrobioty. Obie drogi zgodnie potwierdzity
przewage bakterii z grupy Bacillota (dawniej Firmicutes), a w szczego6lnosci z rodzaju
Bacillus — co odroznia SLM od wielu innych zabytkéw. Pomimo bliskosci taksonomiczne;j,
zidentyfikowane mikroorganizmy wykazujga ogromne bogactwo i zréznicowanie wlasciwosci
fizjologicznych i metabolicznych, co w zalezno$ci od szczepu moze si¢ przejawia¢ zardwno

w pozytywnym jak i negatywnym wplywie na strukture wapienia, z ktérego powstal zabytek.

W dalszej kolejnosci przeprowadzone zostaly prace eksperymentalne okreslajace
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa nowych substancji pochodzenia roslinnego wobec
mikroorganizmow zasiedlajacych SLM. W rezultacie, wytypowano szereg preparatow, ktore
maja wysoki potencjat do zastosowania w biooczyszczaniu (ang. biocleaning) powierzchni
scian w SLM (oraz prawdopodobnie innych budowlach dziedzictwa kulturowego). W
przeciwienstwie do $rodkow chemicznych, zastosowanie ekstraktow roslinnych jest
podejsciem przyjaznym dla Srodowiska 1 pozwoli zachowal bezpieczenstwo dla ludzi

zwiedzajacych historyczne obiekty kultury.

W ostatnim aspekcie, prace z moim udzialem pozwolity wskaza¢ wysoka aktywno$¢
biomineralizacji (biokalcyfikacji) in vitro, w przypadku niektorych bakterii naturalnie
wystepujacych w SLM. Mikroorganizmy te sa zdolne do wygenerowania statej formy
weglanu wapnia po wzroscie na pozywce z odpowiednimi suplementami. Wyniki prac
sugerujg mozliwo$¢ powtdrnej inokulacji wyselekcjonowanych natywnych dla SLM
szczepOW w przysztosci, i ich uzycia w procesie bioremediacji powierzchni SLM poddanych

wczesniej biooczyszczaniu.

Niniejsze badania wpisujag si¢ w aktualny, nabierajacy tempa nurt badawczy,
obejmujacy poszukiwanie naturalnych, bezpiecznych dla czlowieka, biologicznych metod
ochrony i restytucji zdegradowanych kamiennych zabytkéw dziedzictwa kulturowego [66].
Dotychczasowe wyniki wspolnych dociekan zostaty opublikowane w postaci dwoch
doniesien konferencyjnych [zalacznik 3, rozdzial II, punkt 7., podpunkty 3) i 5)] oraz
jednej publikacji pokonferencyjnej, widniejacej w Journal Citation Reports [[67]; zalacznik
3, rozdzial 11, punkt 4., podpunkt 7)].
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywno$cig naukowg albo artystyczng realizowang
w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegolnosci

zagranicznej.

W rozwoju mojego doswiadczenia naukowego niezwykle istotnym elementem byta
aktywnos$¢ realizowana w jednostkach badawczych innych niz moja macierzysta uczelnia.
Znaczna cze$¢ mojego warsztatu badawczego 1 umiejetnosci zostala nabyta w trakcie stazy, w
tym stazy zagranicznych, zardwno przed, jak i po uzyskaniu stopnie doktora. Ponizej opisane

zostaly poszczegodlne jednostki naukowe, oraz aktywnos$¢ naukowa, jaka w nich prowadzitem.

Przed uzyskaniem stopnia doktora

Instytut Ochrony Roslin (Pahstwowy Instytut Badawczy) w Poznaniu

W pierwszej kolejnosci nalezy wymieni¢ szkolenie jakie odbylem w 2010 roku pod
kierunkiem prof. Jadwigi Ziemnickiej w Instytucie Ochrony Roslin, Panstwowym Instytucie
Badawczym (IOR PIB) w Poznaniu [zalacznik 3, rozdzial II, punkt 11., podpunkt 3)].
Szkolenie na tereniec ww. placowki obejmowato hodowle laboratoryjnych linii owadow lub
ich pobor ze srodowiska oraz projektowanie i wykonanie testow aktywnosci owadobdjczej
mikroorganizmow. Przedmiotem szkolenia byly owady z rzgdu Lepidoptera, takie jak: biatka
wierzbowka (L. salicis), $wiattbwka naziemnica (S.exigua), owocowka jablkoweczka
(C. pomonella), oraz wybrane rolnice (Agrotinae) — owady te to organizmy docelowe w
testach aktywno$ci owadobdjczej wielu moich prac juz opublikowanych, aktualnie
prowadzonych, a takze projektow planowanych w przysztosci. Cenne umiejetnosci, ktore
nabylem w trakcie szkolenia, i ktorych nieustannie uzywam w pracy naukowe;j, sa dla mnie

cennym atutem.

Wymiernym efektem wspotpracy z IOR PIB jest moje wspotautorstwo w czterech
publikacjach [37,39,40,68], ktorych wynikiem jest kompleksowe okreslenie aktywnosci
insektycydowej szeregu nowych izolatow B. thuringiensis, i w efekcie wskazanie wysokiego
potencjatu tych izolatbw w biologicznej ochronie roslin. Ponadto, niezwykle owocne sg
kontakty naukowe z pracownikami IOR (PIB) jakie wtedy zyskatem, a ich efektem jest na

przyktad niedawna wspoélna publikacja, wskazujaca po raz pierwszy na §wiecie potencjat B
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thuringiensis w kontroli rolnicy czopoéwki (Agrotis exclamationis) — szkodnika upraw w

strefie Palearktycznej [[49]; zalacznik 3, rozdzial I, punkt 2., podpunkt 2)].

Uniwersytet w Plowdiw “Paisii Hilendarski”, Ptowdiw, Bulgaria

Po tym jak opanowatem techniki prowadzenia testow toksyczno$ci wobec owadow
postanowitem zglebi¢ wiedze¢ 1 umiej¢tnosci dotyczace inzynierii genetycznej, zwigzanej z
pestycydowymi biatkami B. thuringiensis — byt to kolejny etap jaki uznatem za niezbedny w
mojej przysziej pracy naukowej. W tym celu, w ramach stazu zagranicznego w 2012 roku
udatem si¢ na Uniwersytet w Plowdiw, w Bulgarii [zalacznik 3, rozdzial II, punkt 11.,
podpunkt 2)]. W tej placowce w Zaktadzie Fizjologii Roslin i Biologii Molekularnej miatem
okazj¢ uczyc¢ si¢ i obserwowac jak pracuje dr Samir Naimov (oficjalny opiekun mojego stazu)
oraz dr Ruud de Maagd — swiatowej klasy specjali$ci w zakresie biologicznej ochrony ro$lin i
bioinsektycydow opartych na czynnikach B. thuringiensis. Podczas naszej wspotpracy miatem
okazje zglebi¢ techniki klonowania oraz heterologicznej ekspresji genéow kodujacych
owadobdjcze toksyny B. thuringiensis — ten warsztat wykorzystuje obecnie rutynowo w
wiekszos$ci moich prac badawczych. Wspodtpraca z naukowcami z Uniwersytetu w Plowdiw
zaowocowala bardzo istotng wspolng publikacja [[43]; zalacznik 3, rozdzial 11, punkt 4.,
podpunkt 9)]. W tej pracy okresSlona zostala wysoka aktywnos$¢ uzyskanych w wyniku
heterologicznej ekspresji bialek Vip3AaS8 oraz Vip3Aa59 wobec waznych pod wzgledem
ekonomicznym szkodnikow upraw polowych (S. exigua), sadowniczych (C. pomonella) i
lesnych (D. pini) — w przypadku dwoch ostatnich gatunkéw owadow byto to pierwsze na
$wiecie oznaczenie ich wrazliwosci na toksyny z grupy Vip3 B. thuringiensis. Praca ta
wywarla istotny wptyw na dziedzing badawcza, dotyczacg aktywnosci toksyn B. thuringiensis

wobec szkodnikow, o czym $wiadczy niemata liczba cytowan (26 wg Web of Science).

Potwierdzenie odbycia stazu zawarto w zalaczniku 6.

Po uzyskaniu stopnia doktora

Uniwersytet Charles’a Sturt’a, Wagga Wagga. Nowa Poludniowa Walia, Australia

Kolejnym miejscem, gdzie zdobylem ogromne doswiadczenie w pracy naukowej byt
Uniwersytet Charles’a Sturt’a w konsorcjum z Graham Centre for Agricultural Innovation
(CSU/GCAI), w Wagga Wagga (Australia, NSW) [zalacznik 3, rozdzial II, punkt 11.,
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podpunkt 1)]. Zagraniczny staz podoktorski jaki tam odbytem w roku 2015 byt niezwykle
rozwijajacym do$wiadczeniem i pomimo pozostania w Sferze biologicznej ochrony roslin
pozwolil mi on zglebi¢ zupelnie nowe aspekty. Zajmowatem si¢ tam entomopatogennym
grzybem z rodzaju Metarhizium i jego aktywno$cig wobec szkodnikow takich jak magcznik
mitynarek oraz mszyce. W wyniku prac przeprowadzonych w ramach tego wyjazdu udato mi
si¢ zidentyfikowa¢ geny kodujace czynniki owadobdjcze (enzymy degradujace owadzig
kutykule i matriks perytoficzng) u ponad 20 izolatow z gatunkéw takich jak M. anisopliae, M.
robetsii, M. acridum i in. Przeprowadzitem nastepnie analiz¢ korelacji wystgpowania Ww.
genow z aktywnos$cig owadobodjcza poszczegdlnych entomopatogennych grzybow. W
kolejnym aspekcie, przygotowatem procedury pozwalajace na edycj¢ genomu grzybow z
rodzaju Metarhizium (genetyczny knock-out sekwencji kodujacych enzymy degradujgce
chityng) z uzyciem technologii CRISPR/Cas9 — zyskalem w ten sposob duza doze
dos$wiadczenia w pracy z tym stosunkowo nowym i efektywnym narzedziem inzynierii
genetycznej. W trakcie pobytu w CSU/GCAI miatem okazje¢ pracowa¢ w kwarantannowym
laboratorium QAP (ang. Quarantine Approved Premises) drugiej klasy zagrozenia
biologicznego (BSL-2), co pokazato mi jak Spetnia¢ zasady dobrej praktyki laboratoryjnej w
takich wyspecjalizowanych placowkach. Projekt wykonywany w laboratoriach naukowych w
Wagga Wagga nie zostal jeszcze zakonczony i kontynuuj¢ go W mojej macierzystej jednostce.
W ostatnim czasie zaprojektowalem i otrzymatem wektory ekspresyjne, ktore postuza do
heterologicznej ekspresji genow kodujacych enzymy degradujace chityne, charakterystyczne
dla grzybéow z rodzaju Metarhizium. W przysztosci planowane sa dalsze procedury
eksperymentalne, jak rowniez publikacja obejmujaca wszystkie powyzsze wyniki badan,

zwigzane z pracg w CSU/GCAL

Potwierdzenie odbycia stazu zawarto w zalaczniku 6.
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6. Informacja o osiggnigciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke

lub sztuke.

Dzialalno$¢ dydaktyczna jest dla mnie niezwykle istotnym elementem pracy i kariery
zawodowej. Nabyte przez lata wytezonej pracy doswiadczenie zawodowe i warsztat naukowy
tylko poprzez rzetelng prace dydaktyczng moga by¢ przekazane nastepnym ,,pokoleniom”
naukowcow 1 stuzy¢ rozwojowi nowych kadr. Dlatego w miar¢ moich umiejetnosci doktadam
wielu staran aby zajecia byly bogate w wysokiej jakosci merytoryczng tre$¢ ale rowniez aby
byty inspiracja dla studentow do dalszego rozwoju.

W ramach mojej pracy na Uniwersytecie prowadzitem co roku zajgcia ¢wiczeniowe z
nastepujacych  przedmiotow: (i) ,,Mikrobiologia”; (ii) ,,Mikrobiologia ogo6lna i
srodowiskowa”; (iii) ,,Mikrobiologia zywnosci”; (iv) ,,Jmmunologia”. Duzo satysfakcji daja
mi réwniez zaj¢cia prowadzone dla studentow zagranicznych. W ramach kursu ,,General
microbiology” prowadzilem zajecia dla studentéw North Carolina State University (NSCU) —
zaro6wno laboratoria, jak i wyktady (semestr 2017 oraz 2019). W ramach niniejszej inicjatywy
stworzytem sylabus dla tego kursu, a takze mialem okazj¢ wspdtpracowaé z dydaktykami z
NCSU — nowe pomysly i techniki dydaktyczne, ktore wtedy zaadoptowatem sg przeze mnie
stosowane do dzis. Niedawno stworzytem takze autorski przedmiot ,,Environmental impact of
crop protection (laboratoria i wyklady) w ramach angloj¢zycznych studiow Environmental
Protection na Wydziale Biologii UAM. Cennym do$wiadczeniem dydaktycznym byt takze
przedmiot ,,Microorganisms” (wyktady + konwersatoria + laboratoria), jaki prowadzilem w
ramach AMU Pre Med (kursu przygotowujacego studentow migdzynarodowych do egzaminu
na studia medyczne) w latach 2014/2015, 2015/2016, 2016/2017.

Jedna z najbardziej odpowiedzialnych funkcji dydaktycznych, jakie mogtem piastowac
na Uniwersytecie byto recenzowanie, a w szczegdlnosci promowanie prac dyplomowych. Do
tej pory wypromowatem 12 prac licencjackich oraz dwie prace magisterskie (dodatkowo nad
wieloma pracami magisterskimi pelnitem naukowa opiek¢). Miatem takze okazj¢ recenzowac
sze$¢ prac licencjackich i1 jedng magisterska. Mysle, ze swoje zadanie wypetnilem dos¢
dobrze, poniewaz wsrod wypromowanych przeze mnie dyplomantéw (z wigkszo$cia mam
staly kontakt) sa zarowno absolwenci uczelni rozwijajacy swoja karier¢ w prywatnych
podmiotach gospodarczych z sektora mikrobiologicznego/biotechnologicznego (w kraju i za
granicg), jak 1 mlodzi akademicy w trakcie studidow doktoranckich. Niedawno, bylem takze

promotorem pomocniczym pracy doktorskiej Matteo Santacroce p.t. ,,Bacteria colonizing
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cultural heritage: phenotypical and molecular chatracterization. Proposal of innovative bio-
preservative tools” w ramach migdzynarodowego programu doktorskiego ,,Applied Biology
and Environmental Safeguard”; Settore Scientifico Disciplinare “AGR/13 — Chimica
Agraria”.

W celu poszerzenia moich umiejetnosci dydaktycznych i rozwinigcia indywidualnego
podejscia do podopiecznych ukonczytem w 2022 roku kurs, skutkujacy nadaniem certyfikatu
tutora, przez Collegium Wratislaviense. Poprzez dzialania tutorskie, chcialbym wspomagaé
rozwoj kariery obiecujacych mtodych adeptéw nauk biologicznych.

Specyficzng formg dydaktyki sg dziatania popularyzatorskie. W ciggu roku na mojej
Uczelni odbywa si¢ kilka ,,wydarzen” popularyzujacych nauke wsrdéd ucznidw szkot
podstawowych, szkot $rednich, a takze pozostatych czesci spoteczenstwa, w tym rodzin z
matymi dzie¢mi. Bycie czescig kadry prowadzacej takie zajecia to dla mnie warunek sine qua
non. Do tej pory uczestniczytem jako prowadzacy w wydarzeniach takich jak: Dni
Akademickie dla uczniéw klas patronackich Wydzialu Biologii UAM (2017, 2018, 2019,
2020, 2023); Poznanski Festiwal Nauki i Sztuki (2017); Fascynujacy Swiat Roélin (2016,
2017, 2022); Noc Naukowcow (2022). Bardzo interesujagcym do$wiadczeniem byl takze
otwarty kurs “Jak zapanowa¢ nad mikrobami”, w ramach ,KOLABORATORIUM UAM -
program szkoleniowy dla mieszkancow regionu” nr POWR.03.01.00-00-T092/18. Wymiana
doswiadczen i opinii z profesjonalistami z innych branzy byto wydarzeniem nietuzinkowym i
ukazato szersza perspektywe dziedziny wiedzy jaka si¢ zajmujg.

W czasie swojej pracy na Uniwersytecie petnitem takze Kilka funkcji organizacyjnych.
W biezacym roku pracuje w dwoch dziekanskich zespotach. Pierwszy ma za zadanie
opracowa¢ program studiow II stopnia na kierunkach ,,Biotechnologia” (PL) oraz
,Biotechnology” (ENG). W drugim zespole wspoélpracuje¢ przy napisaniu wniosku
projektowego w ramach Funduszu Europejskiego dla Rozwoju Spotecznego (FERS),
dotyczacego dwoch dziatan: (i) wspoipracy z podmiotami w otoczeniu spoleczno-
gospodarczym 1 wpisujacym si¢ w obszar "bezpieczenstwo zywnos$ci, przemyst spozywczy i
rolnictwo"; oraz (ii) podnoszenia kwalifikacji 1 kompetencji kadry prowadzacej dydaktyke.
Ponadto, pelitem funkcje opiekuna roku studiow, sekretarza w trakcie konkurséw na studia
doktoranckie, sekretarza w trakcie obrony prac doktorskich oraz cztonka zespolu

przeprowadzajacego wybory dziekana Wydziatu Biologii UAM.

31



ZAtACZNIK 2 JAKUB BARANEK
AUTOREFERAT PL

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne informacije,

wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

W trakcie mojej wieloletniej dziatalnosci naukowej bardzo duzym wsparciem i motywacja do
dalszej wytezonej pracy byly nagrody jakie przyznawal mi moéj; Uniwersytet 1 Wydziat
Biologii (Nagroda Zespotowa UAM za osiggni¢cia w pracy naukowej, 2016; stypendium
UAM za wyrdzniajace osiggniecia w pracy naukowej, 2013; stypendium dla najlepszych
doktorantow, 2012) oraz inne jednostki naukowe (Nagroda FEMS Meeting Grant ,,Young
Scientists”, 2012) i administracyjne (Wsparcie stypendialne dla doktorantéw na kierunkach
uznanych za strategiczne z punktu widzenia Wielkopolski, Poddziatanie 8.2.2 PO KL.).
Najbardziej jednak owocna okazata si¢ indywidualna nagroda AgroBioTop (VI
edycja) jaka niedawno (12.2022) przyznal mi Komitet Biotechnologii PAN i firma Bayer
https://kbiotech.pan.pl/pl/345-nagroda-agrobiotop-dla-dr-jakuba-baranka. Bylo to bardzo

szczegblne wyroznienie, poniewaz W konkursie AgroBioTop laureatem jest rocznie tylko
jeden naukowiec. Komisja docenita zar6wno moje publikacje w wysoko punktowanych
czasopismach, jak i patenty na wynalazki z zakresu biologicznej ochrony roslin, ktorych
jestem tworca. Osiagnigcie dotyczylo opracowania skutecznych strategii w kontrolowaniu
waznych pod wzgledem ekonomicznym szkodnikow roslin. Idea konkursu AgroBioTop jest
mi bardzo bliska, poniewaz uwazam, ze cho¢ podstawowym zadaniem nauki jest wyjasnianie
zjawisk zachodzacych w przyrodzie, to w duzej mierze nowe odkrycia powinny mie¢
charakter aplikacyjny stuzy¢ spoleczenstwu.

Nagrodzenie moich prac 1 towarzyszacy temu rozglos medialny spowodowat
rozpropagowanie w Polsce idei biologicznej ochrony roslin — domeny niezwykle istotnej w
rozwoju rolnictwa zréwnowazonego 1 produkcji zywnos$ci dla rosngcej populacji ludzi. W
kolejnym aspekcie, wzrost mojej rozpoznawalnos$ci spowodowal bardzo szybki rozwdj
wspolpracy ze srodowiskiem gospodarczym. W roku 2023 zrealizowalem wspotprace z firma
Bacto-Tech Sp. z 0.0. w zakresie okreslenia zawartosci biatek pestycydowych w krysztatach
szczepOw bakteryjnych przeznaczonych do produkcji biologicznych insektycydow [zalacznik
3, rozdzial III, punkt 5]. Wykonatem takze szereg ekspertyz dla firmy TIM [zalacznik 3,
rozdzial I11, punkt 2] w celu opracowania strategii produkcji i rejestracji nowych produktow
bioinsektycydowych na rynek polski. Kolejne interakcje ze srodowiskiem gospodarczym sg w
fazie doprecyzowania. W przysztosci, chcialbym kontynuowac t¢ $ciezke kariery, w ktorej
oprocz waloréw poznawczych moja praca stuzylaby wdrazaniu i komercjalizacji wynikéw

badan naukowych.
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