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powodujgeych nosemoze¢ pszezol miodnyeh”

Podstawg opracowania recenzji stanowi decyzja Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Marii Curie-Skltodowskiej w Lublinie oraz pismo z dnia 17.06.2021 r. dyrcktora
Instytutu Nauk Biologicznych UMCS w Lublinie pani prof. dr hab. Anny Jarosz-Wilkotazkiej.

1. Syntetyczna charakterystyka recenzowanej rozprawy
Promotorem rozprawy doktorskiej jest dr hab. Mariusz Trytek. prof. UMCS

Przedmiotowa rozprawa doktorska dotyczy problematyki oceny aktywnosci zwiazkow
porfirynowych wobec mikrosporydiow Nosema ceranae, ktore wywoluja nosemoze pszczoly
miodnej. Analizy dokonano w kilku etapach. Najpierw zostaly wyselekcjonowane najbardziej
efektywne zwiagzki porfirynowe oraz oceniono wplyw naswietlania na ich aktywnos¢ przeciw
sporom N. ceranae. Nastgpnie wykazano zaleznosci pomigdzy rodzajem podstawnika w
pierscieniu porfirynowym. a aktywnoscig antymikrosporydialna porfiryn in vitro. Okreslono
optymalne stezenie dla aktywnosci zwiazkow porfirynowych oraz potencjal wnikania porfiryn
do wnetrza spor. W dalszym etapie okreslono wplyw porfiryn na zdolnos¢ infekcyjna
zarodnikow 1 rozwo] w organizmach pszczol. W koncowym etapie zbadano czy
wyselekcjonowane zwiazki porfirynowe wykazuja aktywnosé antymikrosporydialng in vivo.
czy nie dzialaja szkodliwie na robotnice pszczoly miodnej oraz jaki jest wplyw porfiryn na
przezywalnos¢ pszczol zdrowych i zainfekowanych sporami N. ceranae.

Caloksztalt pracy ma spojna strukture i sklada si¢ z: 6 zasadniczych 1 ponumerowanych
rozdzialow, z ktorych jeden (rozdzial 3) rozbudowany zostal o 8 podrozdzialow. Calos¢ zostala
uzupelniona streszczeniami w jezyku polskim i angielskim. zyciorysem naukowym autorki.
trzema publikacjami wchodzacymi w sklad cyklu stanowiacego podstawe rozprawy
doktorskiej. suplementami do metodyki zastosowanej w publikacjach oraz oswiadczeniami
wspotautorow tych publikacji. Pracg wzbogacono 2 rycinami zawartymi w tekscie (oprocz tych.
zamieszczonych w publikacjach). W spisie bibliograficznym zawartym w rozprawie znajduje
sie 56 pozycji literaturowych i opracowan. w tym: 49 pozycji autorow zagranicznych oraz 7
pozycji autoréw polskich.

Calos¢ pracy zawarta jest na 92 ponumerowanych stronach z tym, ze na stronach od 32
do 36 znajduje sie zyciorys naukowy Doktorantki. na stronach od 38 do 65 zamieszczone sg 2

prace wchodzace w skiad rozprawy. na stronach 66 do 76 znajduja sie suplementy do tych prac.
Z kolei na stronach 77 do 89 zamieszczona jest trzecia publikacja wehodzaca w sklad dysertacji.
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a na stronach 90-92 umieszczony jest suplement do materialu. Dodatkowo na stronach 93 do
111 znajduja si¢ oswiadczenia wspotautorow prac wehodzacych w sklad rozprawy doktorskiej.

W sktad rozprawy doktorskiej wchodza trzy oryginalne prace naukowe:

I. Ptaszynska Aneta A.. Trytek Mariusz. Borsuk Grzegorz. Buczek Katarzyna. Rybicka-
Jasinska Katarzyna. Gryko Dorota (2018). Porphyrins inactivate Nosema spp.
microsporidia. Sci. Rep.. 8, 5523. doi: 10.1038/s41598-018-23678-8

Impact Factoraois: 4,011
Punkty MNiSWag15: 40 (wedlug starej punktacji czasopism)

2. Buczek Katarzyna, Trytek Mariusz. Derylo Kamil. Borsuk Grzegorz. Rybicka-
Jasinska Katarzyna. Gryko Dorota. Cytrynska Malgorzata. Tchorzewski Marek (2020).
Bioactivity studies of porphyrinoids against microsporidia isolated from honeybees. Sci.
Rep.. 10, 11553, doi: 10.1038/s41598-020-68420-5

Impact Factorao19: 3,998
Punkty MNiSWag20: 140

3. Buczek Katarzyna. Derylo Kamil. Kutyla Mateusz. Rybicka-Jasinska Katarzyna.
Gryko Dorota, Borsuk Grzegorz. Rodzik Beata. Trytek Mariusz (2020). Impact of
protoporphyrin lysine derivatives on the ability of Nosema ceranae spores to infect
honeybees. Insects. 11(8): 504, doi: 10.3390/insects1 1080504

Impact Factor2o9: 2,220
Punkty MNiSW2p20: 100

L.aczna punktacja MNiSW prac wehodzacych w sklad rozprawy doktorskiej to 280 pkt.. a Il =
10,229.

W pierwszej publikacji Doktorantka jest czwarta autorka. co wskazuje na poczatkowe
rozpoznanie przez Nig tematyki. natomiast w dwoch kolejnych jest pierwsza autorka. co
swiadczy o jej znaczacej roli w zespole zajmujacym sie tym tematem badawczym.

2. Ocena doboru tematu rozprawy

W mojej ocenie temat rozprawy doktorskiej jest bardzo ciekawy i aktualny. gdyz
nosemoza pszczoly miodnej (zwlaszeza wywolywana przez wewnatrzkomorkowego pasozyta
Nosema ceranae) stata si¢ jedng z przyczyn nadmiernej smiertelnosci pszczol robotnic oraz
calych rodzin pszczelich. Pasozyt ten w Polsce po raz pierwszy zostal stwierdzony u pszczoly
miodnej w 2006 r. Jednak podejrzewano, ze juz wezesniej wystepowal w rodzinach pszczelich.,
co potwierdzily badania prébek pszczot zebranych w 1995 r. [ Topolska i Gajda 2009]. Obecnie
jest bardziej rozpowszechniony w Europie niz Nosema apis. ktory jest pasozytem
endemicznym dla pszczoly miodnej na tym obszarze. Badania wykazaly. ze Nosema ceranae
jest bardziej patogenny dla pszczoly miodnej niz Nosema apis [Higes i wsp. 2008]. Ma znacznie
krotszy cykl rozwojowy, ktory trwa 3 dni (u N. apis jest to 5 dni). a do rozwoju choroby
wystarczy jednorazowa dawka spor i jedna zarazona komorka nablonka jelita srodkowego. Z
jednej zarazonej komorki nablonka jelita juz po 3 dniach inwazja moze rozprzestrzenic¢ si¢ na
wszystkie pozostale komorki nablonka [Meana 2009]. Istota tego pasozyta jest to. ze
namnazanie zachodzi nie tylko w komorkach nablonka palisadowego. ale takze w komorkach
krypt regeneracyjnych. co uniemozliwa regeneracje nablonka [Kasprzak i Topolska 2007].
Rozwijajaca si¢ w organizmie pszczoly choroba prowadzi do glodu. zwigksza stres
energetyczny i skraca dlugos¢ zycia pszezot (ging juz w 8 dniu od zarazenia). Istota tej choroby
jest to. ze jej oznaki nie sa widoczne dopoty. dopoki matka jest w stanie intensywnie czerwic i



dzigki temu wyréwnac ubytki pszezol chorych. Jednak po okresie braku objawow choroby.
nastgpuje gwaltowny spadek liczebnosci pszczol w rodzinie. Pszczoly chore ging poza ulem.
co najprawdopodobniej jest wynikiem tego, ze maja gorsza pami¢¢. a w wyniku odczuwania
glodu podejmuja wicksze ryzyko w poszukiwaniu pokarmu [Naug 2009].

Zwalczanie choroby w rodzinach pszczelich jest trudne i cz¢sto nie daje oczekiwanych efektow.
Od kiedy w Europie obowigzuje catkowity zakaz stosowania fumagiliny (brak ustalonych
wartosci MRL dla pozostatosci fumagiliny w produktach pszcezelich), ktora redukowala liczbe
spor w pszczolach nawet o 70%. nie ma skutecznego leku na te chorobg. Dlatego prowadzone
sa liczne badania majace na celu opracowanie skutecznej metody leczenia nosemozy.
Najczesciej probuje sie wykorzystywac w tym celu ekstrakty lub wyciagi z roznych roslin. ale
ich efekty profilaktyczne lub lecznicze sa niezadowalajace. Dlatego metody zwalczania
zarazenia sporami Nosema ceranae. glownie opierajg si¢ na zabiegach higieniczno-
profilaktyczno-hodowlanych.

W zwigzku z tym. bardzo wysoko oceniam dobor tematu rozprawy doktorskiej, w ktorej
Doktorantka opisala proby wykorzystania zwigzkéw porfirynowych do inaktywacji
mikrosporydiow Nosema ceranae u pszczoly miodnej.

Porfiryny sa zwiazkami biologicznie czynnymi heterocyklicznymi skladajacymi si¢ z czterech
pierscieni pirolowych potaczonych mostkami metinowymi. Polaczone poprzez mostki
pierscienie pirolowe tworza uklad sprzezonych wigzan podwdjnych zawierajacych 18
zdelokalizowanych elektronow m., spetniajacy regul¢ aromatycznosci Hiickle a.

Zwiazki, w ktorych wystepuja porfiryny. czyli chlorofil, hem. cytochromy. peroksydazy.
kobalaminy czy tez koenzymy korynowe odgrywaja ogromna role w srodowisku naturalnym i
zyciu organizmow. Sa odpowiedzialne za procesy fotosyntezy, transportu i magazynowania
tlenu. fermentacji, transferu elektronéw oraz funkcje regulacji i sterowania metabolizmem.
Porfiryny sa bardzo reaktywne i ulegaja wielu typom przemian chemicznych takim. jak: reakcje
utleniania i redukcji. polimeryzacji czy agregacji. Biora czynny udzial w procesach katalizy.
sorpcji oraz w przemianach fotochemicznych. Dzig¢ki specyficznym  wilasciwosciom
spektroskopowym. magnetycznym, luminescencyjnym oraz zdolnosci do fotoprzewodnictwa i
fotoemisji. porfiryny staly si¢ niezbednym elementem w procesie ewolucji organizmow
zywych. W przyrodzie spelniaja rozne funkcje. m. in. transport i magazynowanie O
(hemoglobina/mioglobina), metaboliczne utlenianie substancji organicznych (peroksydazy i
cytochrom Paso). transfer elektronow (cytochromy b i ¢) czy redukcja O> do wody (cytochrom
a) [Trytek i wsp. 2003]. Do tej pory badania nad porfirynami byly skoncentrowane na ich
wykorzystaniu w medycynie ludzkiej, zwlaszcza do niszczenia komorek nowotworowych w
tzw. terapii fotodynamicznej PDT oraz mikroorganizmow patogennych dla cziowieka (np.
infekcji bakteryjnych). Z kolei metaloporfiryny wykorzystywane sa jako kontrast w rezonansic
magnetycznym.

Wykorzystanie porfiryn do zwalczania drobnoustrojow chorobotworczych u pszczoty miodne)
jest nowatorskim kierunkiem badan.

3. Ogolna charakterystyka rozprawy

Tres¢ rozprawy doktorskiej zostala przedstawiona w szesciu zasadniczych i
ponumerowanych rozdzialach, ktore zostaly poprzedzone spisem tresci oraz wykazem (z opisem)
skrotow uzywanych w dysertacji.

We wstepie — rozdzial pierwszy. Autorka rozprawy przedstawila tlo i genezg poruszanych
zagadnien. Opisala w nim zagrozenia. na jakie obecnie narazone sg zapylacze. w tym takze pszczota
miodna. Za szczegdlnie istotne czynniki zagrazajace pszczolom uznala fragmentacje siedlisk. w



ktorych zyja i zerujg pszczoly, zmiany klimatyczne. pojawienie si¢ gatunkow inwazyjnych oraz
nowych pasozytow i patogenow chorobotworczych. a takze zwigkszenie stosowania
pestycydow w rolnictwie. Wszystkie te czynniki skladaja si¢ na zjawisko okreslane jako
..zespol masowego ginigcia pszczoly miodnej™ (CCD — Colony Collapse Disorder). Nastepnie
opisata dwa gatunki sporowcow. Nosema apis 1 Nosema ceranae. grzyby nalezace do typu
mikrosporydiow. ktore wywoluja grozna dla doroslych pszczol miodnych chorobe nazwana
nosemoza. Doktorantka opisala budowg zarodnikoéw badanych mikrosporydiow. sposoby ich
przenikania do organizmu pszczoly oraz inwazji do komorek nablonka jelita srodkowego.
Przedstawila tez skutki rozwoju mikrosporydiow w komorkach nablonka jelita jako
zwiekszenie stresu energetveznego u pszczol (.glodu™ na poziomie komorkowym) oraz
skrocenia ich zycia. Autorka zaprezentowala tez dotychczasowe sposoby walki z nosemoza
oraz proby poszukiwania nowych substancji, ktore bylyby skuteczne w inaktywacji spor
Nosema. Nawiazala takze do tematyki swojej pracy i zaanonsowala mozliwosci wykorzystania
zwiazkow porfirynowych do zwalczania nosemozy.

W rozdziale drugim Autorka przedstawila 6 celow szczegolowych pracy:
1. Wyselekcjonowanie najbardziej efektywnych zwigzkow porfirynowych 1 okreslenie
wplywu naswietlania na ich aktywnos¢ przeciw zarodnikom N. ceranae.

2. Ocena zaleznosci pomigdzy rodzajem podstawnika w pierscieniu porfirynowym, a
aktywnoscig antymikrosporydialng porfiryn in vitro.

3. Okreslenie optymalnego stezenia dla aktywnosci zwigzkow porfirynowych.

4. Okreslenie potencjatu wnikania porfiryn do wnetrza zarodnikow.

5. Wplyw porfiryn na zdolnos¢ infekeyjna zarodnikow i rozwoj w organizmach pszczol.

6. Zbadanie czy wyselekcjonowane zwigzki porfirynowe  wykazujg aktywnos¢

antymikrosporydialng in vivo i1 nie dzialaja szkodliwie na pszczoly miodne: okreslenie
wplywu porfiryn na przezywalnos¢ pszezol zdrowych i zakazonych zarodnikami N
ceranae.
Uwazam. ze cele te sa whasciwe, jasno sprecyzowane. a kolejnosc ich realizacji uzasadniona
merytorycznie.

Kolejny. czyli rozdzial trzeci stanowi omowienie wynikow, ktore zostalo podzielone
na 8 podrozdzialow.

W podrozdziale nr 3.1. Doktorantka opisala zwiazki porfirynowe wykorzystane w
badaniach, odnoszac si¢ do publikacji nr 2 wchodzacej w skiad cyklu stanowigcego rozprawe
doktorska oraz suplementu do tej publikacji.

W podrozdziale nr 3.2. zawarla informacje o pochodzeniu materialu biologicznego
(osypow pszczol 1 zywych pszezol) wykorzystanych do badan — Uniwersytet Przyrodniczy w
Lublinie.

W podrozdziale nr 3.3. Autorka opisala sposob selekcji materialu biologicznego.
izolacji zarodnikow Nosema oraz ich identyfikacji gatunkowej technika PCR. Nastepnie
okreslita udzial Zzywych 1 martwych zarodnikéw N. ceranae technika barwienia
fluorescencyjnego. z wykorzystaniem techniki mikroskopowej. Te¢ czes¢ metodyki badawceze)
rowniez odniosta do publikacji nr 2.

Podrozdzial nr 3.4. stanowi opis badan in vitro nad antymikrosporydialng aktywnoscia
porfiryn. do ktérych wybrano zarodniki o najwigkszej liczbie zywych komorek. We wszystkich
probach zawierajacych porfiryny Doktorantka zaobserwowala istotnie nizsze liczby
zarodnikow w porownaniu z proba kontrolng. Opisala. jaki procent redukcji zarodnikow
uzyskala przy roznych stezeniach porfiryn (10. 50 i 100 uM) oraz dwoch okresach ich dzialania
na zarodniki (8 1 24 godziny). W tej czesci doswiadezenia ocenila dzialanie
antymikrosporydialne zwiazkow porfirynowych w ciemnosci. Dodatkowo dla porfiryn w



stezeniu 50 uM. okreslonym jako optymalne, Autorka wykonala identyczne doswiadczenie, ale
w warunkach zastosowania naswietlenia $wiatlem widzialnym przez 8 lub 24 godziny.
Wykazala. ze po 8 godz. naswietlania istotnie zmniejszyla sie aktywnos¢ porfiryn w stosunku
do zarodnikow N. ceranae w poréwnaniu z dziataniem w ciemnosci. Z kolei po 24 godzinach
nieznacznie wyzsza aktywnos$¢ odnotowala jedynie w przypadku trzech porfiryn. Te czesé
omowienia wynikow Doktorantka takze odniosia do publikacji nr 2. W c¢zesci omowienia
wynikow odnoszacej si¢ do publikacji nr 1. gdzie dokonano analizy zarodnikow N. ceranae. z
wykorzystaniem skaningowej mikroskopii elektronowej. Autorka wykazata. ze w probach
traktowanych porfirynami obecne byly liczne fragmenty porozrywanych zarodnikow oraz
komorki o znacznych zmianach morfologicznych w poréwnaniu z zarodnikami z proby
kontrolnej. Nastgpnie metoda mikroskopii konfokalnej wykonala obrazowanie Zzywych i
martwych komorek. w celu okreslenia przezywalnosci zarodnikow po zastosowaniu zwiazkow
porfirynowych (po 24 godzinach). Doktorantka wykazala. ze w stosunku do poczatkowej liczby
zarodnikow po 24-godzinnej inkubacji z pochodng protoporfiryny zawierajaca reszty kwasu
asparaginowego, pochodnag protoporfiryny zawierajaca reszty lizyny z przeciwjonem sodowym
oraz kompleksem jonow cynku Il z pochodng protoporfiryny zawierajacej reszty kwasu
asparaginowego 1 pochodna protoporfiryny zawierajaca reszty podwojnej lizyny. pozostalo
jedynie od 1.6 do 4.3% zywych komorek.

W podrozdziale nr 3.5. Doktorantka. w ukladzie in vitro. sprawdzila czy pochodne
porfiryn wnikaja do wnetrza zarodnikow. czy tez akumuluja sie wylacznie w ich Scianie
komorkowej. W tej czescei doswiadezenia wykorzystala stezenia 50 uM dwoch porfiryn:
pochodnej protoporfiryny zawierajacej reszty lizyny z przeciwjonem trojfluorooctowym i
pochodnej protoporfiryny zawierajacej reszty podwojnej lizyny. Obrazy rejestrowala w
mikroskopie konfokalnym w trybie detekcji sygnalu fluorescencji w zakresic sSwiatla
czerwonego (600-700 nm, pochodzacego od porfiryny) 1 w trybie obrazowania spektralnego
(411-692 nm). W przypadku zywych zarodnikow inkubowanych z porfirynami przez 4
godziny. Autorka odnotowala 32.4% i 54.4% komorek emitujacych czerwona fluorescencije.
Wykazala, ze sygnal fluorescencji pochodzil z wnetrza zarodnika i nie obserwowano go w
obszarze Sciany komorkowej zarodnikow, co swiadczy o wnikaniu porfiryn do wnetrza
komorek.

W podrozdziale nr 3.6. Autorka opisala wplyw porfiryn na zdolnosci infekeyjne
zarodnikow N. ceranae. W tej czesci badan doswiadczenie wykonala na robotnicach pszczoly
miodnej. poczawszy od pierwszego dnia ich zycia. Na wstepie Doktorantka przedstawila cala
metodyke doswiadczenia — przygotowanie zarodnikow (oczyszezenie i inkubowanie).
sporzadzenie roztworu infekeyjnego, przygotowanie 1 sposob zainfekowania pszczol.
Nastgpnie w 7. 12 1 20 dniu po zakazeniu sprawdzala poziom zakazenia poprzez okreslenie
liczby zarodnikdw N. ceranae na jedna pszczole. W pordéwnaniu z pszczolami kontrolnymi.
pszczoly zainfekowane zarodnikami inkubowanymi z kazda z porfiryn wykazywaly znacznie
mniej zarodnikow po 7 1 12 dniach od zakazenia. Jednoczesnie Autorka zaobserwowala istotnie
nizszg smiertelnos¢ pszczol zainfekowanych zarodnikami inkubowanymi z wybranymi
porfirynami w porownaniu z grupa kontrolna. Te czes¢ omdowienia wynikow Doktorantka
odniosta do publikacji nr 3.

Podrozdzial nr 3.7. traktuje na temat oceny aktywnosci antymikrosporydialne) porfiryn w
warunkach in vivo. w doswiadczeniu klatkowym. z wykorzystaniem 1-dniowych pszczol
robotnic. W grupach pszczol karmionych roztworami porfiryn Autorka zaobserwowatla istotny
spadek poziomu zakazenia w stosunku do pszczol kontrolnych karmionych syropem cukrowym
bez dodatku porfiryn. W 10 1 16 dniu doswiadczenia Doktorantka wykazala istotnie wyzsza
aktywnos¢ pochodnej protoporfiryny zawierajacej reszty podwojnej lizyny w redukeji
zarodnikow wzgledem pochodnej protoporfiryny zawierajacej reszty lizyny z przeciwjonem
tro)fluorooctowym. Natomiast w 18 dniu doswiadczenia. liczba zarodnikow spadla o 69-76%



u pszczol leczonych porfirynami w stosunku do pszezol kontrolnych i nie odnotowano w tym
dniu istotnych réznic pomiedzy porfirynami. W przypadku pszczol zdrowych nie odnotowala
przypadkowe] infekcji w ciggu trwania doswiadczenia. Pszczoly zakazone. ktorym podawala
zwiazki porfirynowe nie wykazywaly istotnie dluzszego zycia w stosunku do pszczol
kontrolnych. Ciekawe jest to. ze Pani Magister wykazala. iz zakazone pszczoly. ktéorym
podawano pochodng protoporfiryny zawierajace] reszty lizyny 2z przeciwjonem
trojfluorooctowym zyly tak diugo. jak zdrowe pszczoly kontrolne. Warte odnotowania jest tez
to. ze kompleks jonow cynku Il z pochodng protoporfiryny zawierajacej reszty kwasu
asparaginowego spowodowal wzrost Smiertelnosci zdrowych pszezol o 23%. Te czes¢
omodwienia wynikow Doktorantka odniosta do publikacji nr 2.

Podrozdzial nr 3.8. stanowi analiza statystyczna. a scislej mowiac wykaz testow
statystycznych. ktére Autorka wykorzystala w dysertacji do statystycznej analizy wynikow
badan.

W rozdziale czwartym Autorka zaprezentowala dyskusje wynikow. Rozdzial ten jest
Jasno 1 czytelnie skonstruowany. cho¢ nie jest klasyczna konfrontacja wynikow uzyskanych w
badaniach wlasnych z wynikami innych autorow. Doktorantka przeanalizowala w nim calos¢
swojej pracy badawczej, potwierdzajac kolejne swoje stwierdzenia dostepnymi pozycjami
pismiennictwa. W rozdziale tym. takze odnosi si¢ do kolejnych publikacji wchodzacych w
sklad cyklu skladajacego si¢ na rozprawe doktorska. Rozdziaty poswigcone dyskusji wynikow
w tych publikacjach sa dos¢ obszerne i dokladnie konfrontuja wyniki wlasne autorow z
wynikami dostepnymi w fachowej literaturze swiatowej. Dlatego tez uwazam. ze opracowanie
tego rozdzialu zaprezentowane przez Doktorantke jest wystarczajace. gdyz stanowi swego
rodzaju résumé dyskusji z poszczegolnych publikacji Jej wspolautorstwa.

Rozdzial piaty stanowi podsumowanie i wnioski. w ktorych Autorka przedstawila w
sposob syntetyczny efekty przeprowadzonych badan w ramach realizacji pracy. Wyniki badan
umozliwily takze sformulowanie trzech trafnych wnioskow, a mianowicie:

1. Skutecznos¢ porfiryn w zwalczaniu N. ceranae zalezy od rodzaju aminokwasow
przylaczonych do czasteczki protoporfiryny IX.

2. Przylaczenie drugiej jednostki aminokwasu do czasteczki PP-IX przyczynia sie do
obnizenia poziomu zakazenia w wigkszym stopniu niz w przypadku porfiryny
zawierajacej tylko pojedynczy aminokwas.

3. Zwiazki porfirynowe podawane w syropie cukrowym zdrowym pszczolom nie maja

negatywnego wplywu na diugosé ich zycia z wyjatkiem zastosowanej metaloportiryny z
cynkiem.
Trzeci wniosek byl takze inspiracja dla Doktorantki na wskazanie kierunku dalszych prac
badawczych, ktorym bedzie ocena toksycznosci dla pszezot metaloportiryn. ktore okazaly si¢
skuteczne w obnizaniu liczby zarodnikow Nosema, ale zwigkszaly smiertelnos¢ pszczol.

4. Ocena merytoryczna rozprawy

Uwazam, ze merytorycznie rozprawa zostala napisana wlasciwie. Publikacje zaliczone
do cyklu stanowiacego podstawe rozprawy doktorskiej zostaly dobrane prawidlowo. sa zbiczne
tematycznie 1 stanowig ciag kolejnych dzialan badawczych. w Ktorych znaczng role odgrywala
Doktorantka. Do najwazniejszych osiagnie¢ Autorki moge zaliczyc¢. to ze wykazata wysoka
aktywnosc¢ przeciw N. ceranae amidowych pochodnych PP-IX - w testach in vifrro inkubujac
zarodniki N. ceranae z porfirynami. Potwierdzita bezposrednie dzialanie porfiryn na spory
Nosema oraz ustalila optymalne st¢zenia porfiryn do ich zwalczania na niskim poziomie 50
UM, co zwigksza bezpieczenstwo ich praktycznego zastosowania. Udowodnila, ze pochodne
porfiryn wykazuja sie niezalezng od Swiatla aktywnoscig przeciw N. ceranae. Na podstawie
przeprowadzonych testow in virro dokonata wyboru najskuteczniejszych zwiazkow
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porfirynowych zmniejszajacych liczbe zarodnikéw. co dalo podstawe do przeprowadzenia
testow na zywych pszczolach. Wykazala takze. ze inaktywowane porfirvnami zarodniki N.
ceranae wykazujg mniejsza zdolnos¢ infekcyjng i charakteryzujg si¢ ograniczonym rozwojem
w jelitach pszczol. Bardzo wazne. takze z punktu widzenia zastosowania praktycznego. jest
wykazanie przez Doktorantke, ze porfiryny maja wlasciwosci lecznicze wobec pszczol
zakazonych N. ceranae. Tym bardziej jest to cenne. ze Doktorantka nie zaobserwowala wplywu
zwiazkow porfirynowych na dlugos¢ zycia zdrowych pszczol. Konkluzja z rozprawy
doktorskiej pani mgr Katarzyny Buczek jest bardzo wazna. gdyz zaprezentowane wyniki badan
daja podstawe do stwierdzen«, 7¢ pochodne porfiryn sa obiecujacymi zwigzkami w walce z
nosemoza, co stwarza realng szanse ich zastosowania w praktyvce pszczelarskiej.

Uwagi:

W mojej ocenie kazdy rozdzial w tego typu opracowaniu powinien zosta¢ napisany w
formie bezosobowej. W rozdziale ..Dyskusja™ (str. 19, 21 i 22) Doktorantka w kilku miejscach
stosuje form¢ osobowa, ktora przeplata z forma bezosobowa. Stwierdzenia typu: W
pierwszym etapie moich badan skoncentrowalam si¢ ...": .Przeanalizowalam je
.Nastegpnie opracowalam ...": . Wyniki tych prac umozliwily mi ..."; .Obserwacje wynikajace
zmoich badan ..." w pracy doktorskiej nie powinny mie¢ miejsca, gdyz powoduja one. 7e praca
traci charakter obiektywnego opracowania naukowego.

Rozdzial Omowienie wynikow tak naprawdeg jest zbitka dwoch rozdzialow: Material i metody
oraz Omodwienie wynikow. W mojej ocenie, dla wigkszej przejrzystosci pracy. Doktorantka
powinna wyodrebni¢ rozdzial Material i metody. w ktorym takze mogla umieseic tresci zawarte
w suplementach umieszczonych po publikacjach nr 2 1 3. W tym rozdziale powinny takze byc
wykazane zastosowane metody statystyczne wykorzystane przez Doktorantke do analizy
wynikow, Kktore zamiescila jako podrozdzial 3.8 w Omowieniu wynikow.

Nieliczne uwagi. ktore poczynilem. nie obnizaja mojej jednoznacznie pozytywnej oceny pracy.

Biorac pod uwage calos¢ rozprawy uwazam. ze jest to uklad dopuszczalny i odpowiada
wymaganiom stawianym pracom doktorskim o profilu biologicznym.

5. Podsumowanie 1 wniosek koncowy

Praca doktorska pt. ..Aktywnos¢ zwiazkoéw porfiryvnowych wobec mikrosporydiow
Nosema ceranae powodujacych nosemoze pszczol miodnych™ jest bardzo wartosciowa
zarowno pod wzgledem naukowym, jak i praktycznym. Przedstawiona do recenzji praca
doktorska dotyczy aktualnych problemow zwigzanych z poszukiwaniami metod 1 czynnikow.
dzigki ktorym mozliwa bylaby redukcja inwazyjnosci Nosema ceranae oraz sposobow leczenia
nosemozy pszczoly miodnej. Uzyskane wyniki doswiadczen wykorzystane w publikacjach
wchodzacych w sklad cyklu skladajacego si¢ na rozprawe doktorska zostaly w pelni
udokumentowane 1 zaprezentowane w sposob czytelny. rowniez na wykresach 1 w tabelach
(zamieszczonych w tych publikacjach).

Na podstawie analizy przedstawionej mi do oceny tresci pracy uwazam. z¢ Doktorantka
dokonata trafnego wyboru tematyki swoich badan, a praca stanowi oryginalne rozwiazanie
zagadnienia naukowego. Przedstawiona dysertacja nawiagzuje do aktualnej wiedzy i wnosi do
niej nowe tresci. Cele rozprawy Doktorantka sformulowala poprawnie. a w efekcie
przeprowadzonych badan zostaly one osiggniete 1 potwierdzone uzyskanymi wynikami.
Przedstawiona przez Doktorantke metoda dezaktywacji spor Nosema, jesli zostanie
potwierdzona badaniami terenowymi (na rodzinach pszczelich) ma znaczne szanse na
wdrozenie do praktyki pszczelarskiej. co wpisuje si¢ w ogdlng tendencj¢ prowadzonych badan
naukowych, zwigzana z zastosowaniami aplikacyjnymi 1 wdrozeniowymi. Opiniowana
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rozprawa zostala przygotowana starannie. Wyczerpujaco omawia zastosowany warsztat
badawczy. przeprowadzone badania i analizy wynikéw oraz prawidlowo formuluje cickawe i
istotne dla dalszych badan wnioski.

Zaprezentowane w pracy wyniki badan sa unikalne w skali krajowej i miedzynarodowej. cenne
zarowno z naukowego punktu widzenia. jak i potencjalnego zastosowania praktycznego.
Wnosza elementy nowej wiedzy do dyscypliny nauki biologiczne. Zgromadzony w ramach
realizacji pracy obszerny material badawczy, wykorzystany w trzech oryginalnych pracach
naukowych tworzacych cykl wchodzacy w sklad rozprawy. moze zosta¢ wykorzystany do
dalszej analizy naukowej.

Autorka pracy, pani mgr Katarzyna Buczek. wykazala si¢ umiejetnoscia samodzielnego
formulowania i rozwigzywania probleméw naukowych i reprezentuje wysoki poziom wiedzy
w zakresie tematyki rozprawy.

Wysoko oceniam poziom rozprawy. intelektualny wklad Autorki oraz naklad wlozoncj
pracy. Biorac pod uwage. sformulowane powyzej opinie wyrazam jednoznaczne stanowisko.
ze opracowanie pani mgr Katarzyny Buczek pt.: . Aktywnos¢ zwiazkow porfirynowych wobec
mikrosporydiow Nosema ceranae powodujacych nosemoze pszczol miodnych™. zgodnie z
ustawa z o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, Poz. 393, z dnia 14.03.2003r.. nowelizowana Dz. U. nr 84 poz. 433 = dnia
18.03.2011r.), spelnia ustawowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim oraz miesci si¢
w dyscyplinie nauki biologiczne. Dlatego wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie o przyjecie rozprawy
doktorskiej i dopuszczenie jej do publicznej obrony.

Dr hab. inz. Adam Rgm

Ofesor uczelni



