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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Ewy Zaobidnej pt. ,,Zmiany w szlaku sygnalowym Toll w odpowiedzi pszczoly
miodnej Apis mellifera carnica na zarazenie Varroa destructor”
przygotowanej pod kierunkiem Promotora — prof. dr hab. Krystyny Zottowskiej
i Promotora pomocniczego dr Elzbiety Lopienskiej-Biernat.

Podstawa wydania opinii jest pismo prof. dr hab. Tadeusza Kaminskiego —
Dziekana Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
w Olsztynie z dnia 25 pazdziernika 2017r. (WBiB-DZ.6350.3.2014).

Mgr Ewa Zaobidna przedstawita do oceny prace doktorska, sktadajaca sie z trzech
powiagzanych tematycznie prac oryginalnych, opublikowanych w latach 2015-2017,
w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR) posiadajacych IF —
0.571 (w 2015r.) i 0.722 (w 2016/2017r.) dla Journal of Apicultural Science oraz 1.160
(w 2016/2017r.) dla Acta Parasitologica. Przedstawione prace sg troj-autorskie (Doktorantka
i Promotorzy), a mgr Ewa Zaobidna jest pierwszym i jednocze$nie korespondencyjnym
autorem. Wedtug o$wiadczen Pani mgr Ewy Zaobidnej, Jej udzial w przygotowaniu tych
publikacji byt znaczny i polegat na opracowaniu koncepcji i hipotez, planowaniu badan
i udziale w ich realizacji, interpretacji i opracowaniu wynikow oraz na przygotowaniu prac do
druku. Przytoczone informacje $wiadcza o wnikliwej znajomosci problematyki badawczej
i 0 dobrym przygotowaniu Autorki do podjecia niniejszych badan, rowniez pod wzgledem
analitycznym. Doktorantka nie okreslita jednak swojego procentowego udzialu w powstanie
publikacji. Po przedtozonych oswiadczeniach wszystkich autorow moge wnioskowac, iz
udzial mgr Ewy Zaobidnej w powstanie tych publikacji byl powyzej 80%. Sumaryczny
Impact Factor prac wchodzacych w sktad dysertacji doktorskiej wynosi 2.453 (wedtug roku
publikacji, z tym ze dla publikacji z 2017 roku postuzono si¢ IF dla roku 2016), a taczna
liczba punktéw wedlug wykazu Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego wynosi 70.
Warto podkresli¢, ze publikacja w Journal of Apicultural Science z 2015 roku ma juz 3
cytowania (Web of Science z dn. 28.11.2017r.), co $wiadczy o waznosci badan podjetych
przez Doktorantke. Sadze, ze dwie pozostate prace opublikowane w 2017 roku réwnie szybko
zyskaja uznanie w srodowisku naukowym zglebiajagcym tematyke pszczot.

Wszystkie publikacje sktadajagce si¢ na dysertacje doktorska ukazaly sie
w recenzowanych czasopismach naukowych, w ktorych juz wczesniej redakcje czasopism
i recenzenci dokonali ich oceny merytoryczne;j.



Zbi6r trzech publikacji jest poprzedzony wprowadzeniem w jezyku polskim, ktory
sktada si¢ z nast¢pujacych rozdziatow: Streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), Wstep,
Cel pracy, Materiaty i metody, Realizacja zadan pracy doktorskiej, Podsumowanie, WnioskKi
i Pidmiennictwo. Publikacje wraz ze zwigzlym wprowadzeniem, omoéwieniem
I podsumowaniem stanowig istot¢ nowoczesnej rozprawy doktorskiej wpisujacej si¢
w standardy $wiatowych instytucji naukowych z zakresu nauk przyrodniczych (w tym
biologicznych) i $cistych. Wartym podkreslenia jest fakt, iz wyniki do niniejszych publikacji
zostaly sfinansowane z: 1) projektu badawczego Preludium (2013/11/N/NZ9/00053)
Narodowego Centrum Nauki, w ktorym Doktorantka byta kierownikiem oraz 2) ze zrodet,
w ramach konkursu na finansowanie dziatalno$ci polegajacej na prowadzeniu badan
naukowych lub prac rozwojowych oraz zadan z nimi zwigzanych, stuzacych rozwojowi
mtodych naukowcéw oraz uczestnikéw studidw doktoranckich (2012r. — 528-0209.0881;
2013r. - 528-0209.0882; 2014r. - 528-0209.0883; 2015r. - 528-0209.0884). Uwazam to za
wyroznienie 1 prestiz dla tak mtodej osoby, ktora dopiero rozpoczyna swoja karier¢ naukows.
Swiadczy to réwniez 0 wnikliwej znajomosci problematyki i tematow ,na czasie” oraz
0 dobrym przygotowaniu metodycznym/analitycznym.

Badania naukowe pokazuja wyrazne nasilenie wielu roznych czynnikéw
chorobotworczych w rodzinach pszczelich, ktore powoduja zmniejszanie populacji pszczot na
catym $wiecie. Jedng z przyczyn tego zjawiska, nazywanego zespolem masowego ginigcia
pszczot (colony collapse disorder — CCD), jest inwazja ektopasozyta Varroa destructor.
Skutki jego inwazji nasilaja si¢ w dobie spadku odpornosci pszczol, za co z kolei odpowiadaja
coraz czgsciej czynniki antropogeniczne. Zagrozeniem jest chemizacja rolnictwa, ktora
poprzez rosnace skazenia gleby 1 powietrza zwigksza presj¢ substancji toksycznych,
obnizajacych pszczelg odpornos¢. Ponadto, jakosciowe ubozenie szaty ro$linnej wskutek
wzrostu areatdw monokultur oraz spadku kwiecistosci terendw zielonych i1 przydomowych,
skutkujg zubozeniem diety pszczot, co jeszcze bardziej ostabia ich metabolizm i odpornosé.
Ponadto wspotczesne metody gospodarki pasiecznej, np. gospodarka wedrowna, narazajg
pszczoly na stres. Szczegdlnie destrukcyjnie na organizm pszczoly dziataja powszechnie
stosowane leki przeciw warrozie, ktorych stosowania nie mozna dzi§ unikngé. Te i inne
czynniki sa przyczyna, dla ktorej powinno si¢ zglebia¢ i szczegdtowo analizowac elementy
uktadu odpornosciowego pszczot, co tez uczynita Doktorantka w swojej dysertacji. Mgr Ewa
Zaobidna okreslita wptyw naturalnego zarazenia V. destructor na ekspresj¢ 16 gendéw
waznych w humoralnej odpowiedzi immunologicznej w pigciu stadiach rozwojowych
robotnic i trutni A. mellifera carnica: 14 genow szlaku Toll, w tym gendéw efektorowych 4
peptydow przeciwbakteryjnych (AMPs), genu profenolooksydazy (proPO) i lizozymu oraz
aktywnosci fenolooksydazy i lizozymu. Na uwagg zastuguje fakt, iz materiat pochodzit z tych
samych rodzin pszczelich, co pozwolito zredukowa¢ do niezbednego minimum wpltyw
czynnikow genetycznych 1 Srodowiskowych na stan uktadu immunologicznego pszczot.
Ponadto, Doktorantka wykorzystywala w badaniach czerw zarazony tg samg liczba roztoczy
(2 sztuki) by wyeliminowac réznice wynikajace z réznej intensywno$ci zarazenia na zmiany
ekspresji genow i aktywnosci enzymow. Ustawienie w ten sposob dos§wiadczenia pozwolito
na uzyskanie wynikow w warunkach naturalnego zarazenia V. destructor, a nie tylko
w warunkach laboratoryjnych, jak czynili to inni autorzy (np. Gregorc i in., 2012, J. Insect
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Sci.; Kuster i in., 2014, J. Exp. Biol.). Novum tej dysertacji jest przedstawienie zmian
w ekspresji ww. gendw oraz aktywnosci fenolooksydazy i lizozymu u poszczegélnych
stadiow rozwojowych trutni, a nie tylko u robotnic (jak opisywano to do tej pory
w publikacjach innych badaczy).

We Wstepie, ktory jednoczes$nie jest przegladem literatury, Doktorantka
scharakteryzowata strukture rodziny pszczelej, cykl rozwojowy robotnic i trutni, haplotypy
i cykl rozwojowy V. destruktor oraz patogeneze choroby na poziomie indywidualnym
i rodziny pszczelej. Ponadto, szczegdétowo opisata odpornos¢ owadow, ze szczegdlnym
uwzglednieniem mechanizmow na poziomie indywidualnym u pszczét, a wsrdéd nich tych,
ktére badata w pracy.

Hipotezy badawcze, oprocz celow, wydaja si¢ stanowi¢ najwazniejszy punkt
odniesienia w dokonaniu oceny wartoSci naukowej pracy. Moim zdaniem, hipotezy
przedstawione w kazdej z trzech publikacji sg bardziej szczegdtowe, niz te w opracowaniu
w jezyku polskim. Nie umniejsza to jednak wartosci pracy, poniewaz to wiasnie publikacje
stanowig gtoéwng czgs$¢ rozprawy doktorskiej 1 sa podstawa ubiegania si¢ o nadanie stopnia
doktora. Uwazam, iz w kontekscie problemu badawczego i celow rozprawy, hipotezy tych
publikacji sa powigzane ze sobg logicznie. Wyraznie wytyczyly kierunek badan, a ich
empiryczna weryfikacja umozliwita mgr Ewie Zaobidnej realizacj¢ zatozonych celow.

Z rozdzialdow ,Materialy i metody” w publikacjach wynika, ze Doktorantka
podzielita doswiadczenie na cze$¢ pasieczng, ktorg prowadzita w 2013 roku, oraz czgsé
laboratoryjng, ktéra przebiegata w kolejnych miesigcach po pobraniu materiatu. Szczegdlng
uwagg nalezy zwrdci¢ na zmudny i niezwykle pracochtonny moment pobierania materiatu —
nie jest proste odszukanie okreslonego stadium rozwojowego robotnic lub trutni zarazonych
dwoma roztoczami. Metody molekularne i biochemiczne zastosowane w badaniach zostaty
przemyslane i witasciwie dobrane. Liczba przeprowadzonych analiz §wiadczy o wielkim
wyzwaniu jakiego podjeta si¢ Doktorantka. Wymagato to od Niej ogromnego naktadu pracy
I determinacji oraz takich cech jak dokladno$¢, sumiennos¢ i staranno$¢ podczas
wykonywanych prac. Rezultatem tych wszystkich analiz sg wyniki przedstawione w tabelach
i na rycinach w poszczegdlnych publikacjach. W opracowaniu w jezyku polskim,
Doktorantka skupita si¢ na scharakteryzowaniu najwazniejszych z nich. Na podstawie badan
wyciagnigto 3 trafne, prawidlowo sformutowane wnioski, z ktéorych moim zdaniem
szczegblne znaczenie pod wzgledem praktycznym ma wniosek nr 3: ,,Wraz z wiekiem
rozwijajacego si¢ czerwia pszczelego dochodzi u zarazonych osobnikéw do ostabienia
odpowiedzi immunologicznej...”. Nalezy podkresli¢, ze inne, moim zdaniem réwnie wazne
wnioski, réwniez o charakterze aplikacyjnym zostaly zawarte w publikacjach (np. w Acta
Parasitologica — o wykorzystaniu metod molekularnych w diagnozowaniu i profilaktyce
warrozy).

W literaturze polskiej brakuje opracowania na temat wplywu V. destructor na
pszczoly. Dlatego zachgcam Doktorantke, aby po drobnym przeredagowaniu, uscisleniu
1 uzupelieniu niektorych podrozdziatow, opublikowata Wstep swojej dysertacji, wlasnie
w ojczystym jezyku. Zdaj¢ sobie sprawe, iz takie publikacje sa nisko-punktowe, ale nalezy
pamietac, iz przywilejem i jednoczes$nie obowigzkiem naukowca jest popularyzacja wiedzy.
Bedzie to nie tylko dobra lektura dla naukowcoéw zajmujacych si¢ ta tematyka, ale rowniez



dla pszczelarzy-praktykoéw. Majac to na uwadze, proponuje uwzgledni¢ i ustosunkowac si¢ do
ponizszych uwag i wskazowek:

- W pracy pojawiaja si¢ nietrafne sformutowania, literowki, bledy w interpunkcji i stylistyce,
np. na str. 5, 9-17, 19-21, ktére naniesiono bezposrednio w egzemplarzu pracy. Poprawiony
egzemplarz przekazatam Doktorantce.

- W podrozdziale ,,Pszczota miodna” Doktorantka pisze: ,,W kazdej rodzinie jest tylko jedna
krélowa. Reszte kolonii stanowig jej corki — robotnice”. Proszg aby Autorka wyjasnita: 1) czy
istnieje sytuacja w rodzinie pszczelej kiedy sg dwie matki? 2) czy zawsze w rodzinie
pszczelej znajdujg sie corki matki? — czy istnieje inny stosunek pokrewienstwa?

W tym samym podrozdziale Doktorantka pisze: ,,Robotnice zyja do 40 dni w okresie letnim i
140 dni w okresie zimowym”. Prosz¢ o wyjasnienie: 1) Czy znane sg przypadki dhuzszego
zycia robotnic? 2) Czy znane sg sytuacje w rodzinie pszczelej, Kiedy robotnice wydtuzaja
swoje zycie?

- Doktorantka wspomniala na str. 13 o nabywaniu opornosci na akarycydy przez
V. destructor. Czy mogtaby Doktorantka krotko scharakteryzowaé mechanizmy nabywania
opornosci ha chemioterapeutyki przez tego roztocza?

- na str. 20 napisano: ,,Ostatnio wykazano mozliwo$¢ wspotdziatania rozszerzajacego
spektrum dziatania dwoch AMPs — abycyny i hymenoptecyny w stosunku do bakterii G-.
Mozna sadzi¢, ze zjawisko porozumiewania si¢ poszczegdlnych elementéw uktadu
odpornosciowego nie ogranicza si¢ tylko do tych dwoch AMPs, ale jest bardziej
powszechne.” Co miata na mys$li Doktorantka, uzywajac sformulowania ,,porozumiewania
si¢” w kontekscie tych zwigzkow?

- Prosze¢ o wyjasnienie, w jaki sposob fenolooksydaza powigzana jest z melanizacja
1 tworzeniem guzkow melanotycznych? Poniewaz w podrozdziale ,,Proces melanizacji
w odpowiedzi immunologicznej owadow” brakuje tych informacji.

Wyzej wymienione uwagi i sugestie nie umniejszaja warto$ci merytorycznej
niniejszej dysertacji oraz bardzo wysokiej oceny, jaka z pelng odpowiedzialnoscig stawiam
pracy doktorskiej Pani mgr Ewy Zaobidnej.

W Swietle wszystkich powyzszych argumentow stwierdzam, ze przedstawiona mi
do recenzji dysertacja doktorska Pani mgr Ewy Zaobidnej spelnia wymagania stawiane
pracom doktorskim okreslonym w Ustawie o0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o0 stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003r. (Dz. U. z 2003r nr 65, poz. 595
z pdzniejszymi zmianami). W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady
Wydziatlu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
o dopuszczenie mgr Ewy Zaobidnej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Praca charakteryzuje si¢ duzg wartoScig poznawcza, nowatorskim charakterem
i szerokim zakresem badan. Swiadczy to o duzej samodzielnosci naukowej i badawczej
Doktorantki, swobodzie poruszania si¢ w zagadnieniach genetycznych, biochemicznych
i analitycznych, a takze o jej pracowito$ci i rzetelno$ci badawczej.

Biorac pod uwage powyzsze przedkladam Wysokiej Radzie Wydzialu Biologii
I Biotechnologii wniosek o wyrdznienie niniejszej dysertacji doktorskiej stosowna nagroda.

Amela.  Strachecko
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