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RECENZJA

rozprawy doktorskiej pt. ,,Zréznicowanie wrazliwosci kleszczy Ixodes ricinus (L., 175 8)
1 Dermacentor reticulatus (Fabr., 1794) na srodowiskowe entomopatogeny bakteryjne
i grzybowe”

PANI MGR ANNY SZCZEPANSKIE]

Temat pracy bardzo dobrze wpisuje si¢ w aktualng problematyke parazytologiczng
dotyczaca znaczenia kleszczy jako rezerwuar6w oraz wektoréw licznych chor6b czlowieka
i zwierzgt, a takze w badania obejmujace poszukiwanie biologicznych metod zwalczania
kleszczy jako alternatywy dla metod chemicznych.

Pracg o klasycznym ukladzie tresci, rozpoczyna ,,Wstep” (Rozdz. I) sktadajacy sie z 2.
obszemych podrozdzialéw. Pierwszy (I.1) jest przegladem metod obejmujacych szeroko
rozumiang kontrol¢ liczebnosci i negatywnego, wieloaspektowego dzialania stawonogow
niepozadanych przez czlowieka, przynoszacych straty ekonomiczne w rolnictwie, hodowli
zwierzat oraz zagrazajacych bezposrednio lub posrednio zdrowiu czlowieka (najczesciej jako
wektory czynnikéw etiologicznych groZnych choréb). Autorka omawia kolejno metody
fizyczne, chemiczne i biologiczne podkreslajac ich skuteczno$é w stosunku do stawonogow
oraz wplyw na inne organizmy i srodowisko. Przy metodach chemicznych duzo miejsca
poswigca DDT i innym pestycydom, zwigzkom bardzo skutecznym przy zwalczaniu
komardw, szaranczy czy kleszczy w krajach tropikalnych i subtropikalnych ale niezwykle
toksycznym dla ludzi i owadozernych zwierzat. Zwraca uwage takze na produkty powstale
w wyniku rozkladu pestycydéw prowadzace do skazenia gleby i wéd oraz nasilajace sie
zjawisko nabywania opornosci stawonogéw na konkretne pestycydy. Nalezy podkreslié, ze
zjawisko nabywania oporno$ci przez mikro- i makroorganizmy na chemiczne $rodki
zwalczania ich wystepuje na calym $wiecic i stanowi wyzwanie do poszukiwania innych
metod zwalczania organizméw szkodliwych. Sa nimi metody biologiczne wykorzystujace
pospolite i naturalnie wystepujace w przyrodzie zjawiska antagonizmu. Podobnie jak
w przypadku metod chemicznych Doktorantka ujmuje zagadnienie historycznie, zwigzle

i bardzo wyczerpujaco dajagc konkretne przyklady stosowania metod biologicznych



w zwalczaniu niepozgdanych bezkregowcéw i kregowcdéw oraz omawia rézne typy
biokontroli i ich skutki (takze negatywne, np. przy introdukcji gatunkéw obcych).
W nawigzaniu do tematu nieco szerzej analizuje udziat bakterii oraz entomopatogenicznych
grzybéw wykorzystywanych w biokontroli. Podkreéla znaczenie bakterii z rodzaju Bacillus
(gléwnie B. thuringiensis 1 gatunkdw filogenetycznie bliskich) opisujac zakres i specyficzno$é
ich stosowania oraz wyjasniajgc biochemiczno-fizjologiczne mechanizmy bdjczego dziatania
endo- i egzotoksyn oraz swoistych biatek (VIP, P20, SIP) i enzymdw produkowanych przez
wymienione bakterie w stosunku do owadow, pajeczakéw, skaposzczetéw, nicieni a nawet
grzybow. Podaje przyklady biopreparatow z wykorzystaniem bakterii. Wsrod
entomopatogenicznych grzybéw, ktorych stosowanie w zwalczaniu szkodnikéw ma dtuzszg
histori¢ niz bakterie Doktorantka wymienia te najpospolitsze (Beauveria, Metarhizium,
Verticillium, Entomophthora, Neozygites, Nomuraea) i te najczg¢sciej wykorzystywane
w biologicznej kontroli stawonogéw: Beauveria bassiana, Metarhizium anispoliae oraz Isaria
Sfumosorosea. Nastepnie, opisuje krotko ich cykl zyciowy i czynniki wirulencji. Uwypukla
znaczenie aktywnosci enzymatycznej bakterii i grzybow jako wyktadnikoéw sity degradujace;j
sktadniki tkanek stawonogéw, zwracajgc szczegdlng uwage na enzymy chitynolityczne,
lipolityczne i proteolityczne. Konczgc podrozdzial, Doktorantka cytuje pismiennictwo
dotyczace wlasciwosci repelencyjnych grzybéw wobec niektérych stawonogdéw zauwazajac,
ze niektére z nich dysponujg mechanizmami, ktére mogg wykrywaé i unika¢ zarodniki
grzybow.

Drugi podrozdzial (I1.2) to obszerna charakterystyka ekofizjologiczna kleszczy
z uwypukleniem skutkéw ich pasozytowania oraz wskazanie gatunkéw endemicznych
i kosmopolitycznych o najwickszym znaczeniu medyczno-weterynaryjnym jako rezerwuarOw
groznych neurotoksyn oraz rezerwuaréw i wektorow czynnikéw etiologicznych chordb
wirusowych (wirusowe zapalenie mdzgu, gorgczka krwotoczna ...), bakteryjnych (borelioza,
goragczka Q...) czy wywolywanych przez piroplazmy (babeszioza). Doktorantka podkresla, ze
kleszcze moga przenosi¢ jednoczesnie kilka patogenéw, a symptomy chordéb przenoszonych
przez nie mogg wystapi¢ po wielu latach. Najwiekszy nacisk zostal polozony na Borrelia
burgdorferi sl. — kretek przenoszony w USA przez Ixodes scapularis, w Azji przez
I persulcatus, a w Europie przez I ricinus. Ten ostatni oraz Dermacentor reticulatus —
obiekty badan Doktorantki — =zostaly omowione najdokladniej (siedlisko, zasieg
wystepowania, uwarunkowania klimatyczne, aspekty troficzne/zywicicle) takze w kontekscie
przenoszenia réznych gatunk6w Borrelia oraz innych w.w. czynnikéw chorobotwérezych.

W przypadku D. reticulatus podkreslono jego udzial w przenoszeniu Babesia canis
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i Rickettsia spp. oraz licznych wiruséw (np. Flaviviridae). Dalsza cze$é podrozdziatu L.2.
analizuje metody ochrony przed kleszczami i chorobami odkleszczowymi z wybiérezym
zastosowaniem szczepionek, a takze repelentéw pochodzenia naturalnego i syntetycznego
oraz mozliwosciami lgczenia tych zwiazkow celem zwickszenia skutecznosci bojczej.
Doktorantka podkresla, ze stosowanie chemicznych $rodkéw zwalczania kleszczy niesie ze
sobg bezposrednie lub posrednie zagrozenie dla zwierzat (skazenie roslin, gleby, wod a nawet
powietrza). Zwraca uwage na stosowanie chemicznych akarycydoéw z feromonami, co sprzyja
skupianiu si¢ osobnikéw w grupy, a to umozliwia kontrole i zwalczanie. Cytuje
pismiennictwo wskazujgce na nabywanie przez kleszcze opornosci na réznego typu preparaty.
Powyzsze uwagi stanowiag wazne argumenty w podejmowaniu badah dotyczacych
biologicznych metod zwalczania szkodnikow. Wstep koficza informacje ujmujace
historycznie problem biokontroli i ograniczenia populacji kleszczy. Dotycza one owadéw
pasozytujacych na kleszczach, wybranych zwierzat zywigcych sie kleszczami, nicieni oraz
bakterii i grzybéw. Najwigksza uwage badaczy zwrécily bakterie z rodzaju Bacillus,
szczegblnie rozne szczepy B. thuringiensis oraz entomopatogeniczne grzyby: Metarhizium
anispoliae, Beauveria bassiana, Isaria fumosorosea, Verticillium spp.. Wykazano ich wysoka
aktywnos¢ bdjcza w stosunku do kleszczy roznych kontynentéw z wyjatkiem europejskich
Ixodes ricinus i Dermacentor reticulatus, ktérym po$wigcona jest recenzowana praca. W
przypadku D. reticulatus, jak dotad, nieznana jest wirulencja grzybéw. To jeszcze mocniejszy
argument wyboru problematyki badan i tematu pracy w pelni oddajacego jej tresé.

Juz przez pryzmat umiejetnie zredagowanego wstepu, bedacego przegladem
specjalistycznego pi$miennictwa, wida¢ bardzo dobre przygotowanie merytoryczne
Doktorantki i naukowe podejscie do uzasadnienia podjetych badan. Przejawia sie to nie tylko
w doborze informacji $ci$le zwiazanych z tematem ale, przede wszystkim, z wlasciwa ich
kolejnodcia uzasadniajagcg automatycznie wybor tematu i prowadzaca wprost do
sfomulowania celu pracy (Rozdz. II).

Celem pracy byla analiza biologicznej aktywnosci wybranych szczepéw bakteryjnych
i grzybowych o potencjalnym znaczeniu entomopatogenicznym wzgledem europejskich
gatunkow Kleszezy: I ricinus i D. reticulatus. Do realizacji celu przyjeto 7 zadan badawczych
nazwanych przez Doktorantke ,.celami szczegdlowymi”, obejmujacych: izolacje wybranych
mikroorganizméw z gleby oraz kleszczy pozyskiwanych z rodlinnosci, morfologiczng
i molekularng identyfikacje izolatéw grzybowych, ocene wrazliwosci I  ricinus
i D. reticulatus na testowane bakterie i grzyby oraz poréwnanie jej z wrazliwoscia na

komercyjne preparaty oparte na B. thuringiensis, Beauveria i Metarhizium. Podkreslam, ze
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kazda praca powinna mie¢ jeden cel do osiggniecia ktérego dgzymy formulujac zadania
badawcze, a nie cele szczegdtowe.

Rozdziat III. ,,Material i Metody”, obejmujgcy 7 gtéwnych podrozdzialéw rozpoczyna
si¢ informacjg o miejscu wykonywania poszczegolnych zadan badawczych oraz oméwieniem
odczynnikow i podiéz mikrobiologicznych. Izolacje, identyfikacje, aktywnos$¢ enzymatyczng
oraz wrazliwos¢ kleszczy na entomopatogeny zbadano w zaktadzie Ekologii Drobnoustrojow
i Ochrony Srodowiska Instytutu Genetyki i Mikrobiologii Uniwersytetu Wroclawskiego,
ocen¢ zdolnosci repelencyjnych entomopatogenéw w Instytucie Agroekologii, Entomologii
i Patologii Roslin na Uniwersytecie Aarhus w Danii (wyjazd w ramach programu
ERASMUSH+), a pozostale zadania na Wydziale Biologii UWTr.

Material badawczy stanowily kleszcze I ricinus i D. reticulatus pozyskane z lak
i terenow lesnych aglomeracji wroctawskiej oraz z Danii (badania zdolno$ci repelencyjnych)
zgodnie z zaleceniami przyjetymi w parazytologii oraz entomopatogeniczne bakterie i grzyby
wyizolowane z gleby 38. stanowisk zlokalizowanych w réznych zbiorowiskach roslinnych
lesnego kompleksu rekreacyjnego okolic Wroctawia i z 30. kleszczy. Przy opisie
postepowania laboratoryjnego z probami gleby (str.32) wskazane byloby zaznaczy¢, w jakiej
temperaturze proby byly przechowywane? Réwniez na str.32 napisano, cyt. ,,wszystkie proby
gleby oraz kleszcze wykorzystane do izolacji mikroorganizméw o potencjalnym znaczeniu
entomopatogenicznym analizowano indywidualnie” — to stwierdzenie wydaje mi si¢
oczywiste, gdyby bylo inaczej badania bylyby niepelne a wyniki niemiarodajne. Dalsze opisy
analiz laboratoryjnych dotyczace toku postgpowania przy izolacji bakterii oraz grzyboéw
z gleby i kleszczy, a takze identyfikacji molekularnej grzybéw sa przejrzyste i wskazujg na
duze doswiadczenie laboratoryjne Doktorantki oraz precyzyjnie opanowany warsztat pracy.
Podobnie mozna powiedzie¢ o opisie dalszych metod dotyczacych biotestow,
przeprowadzonych na kleszczach z zastosowaniem wlasnych szczepoéw $rodowiskowych
1 pochodzgcych z kolekeji Instytutu oraz szczepdéw komercyjnych (preparat VectoBac oparty
na Bacillus thuringiensis israelensis, MET52 zawierajacy szczepy Metarhizium anisopliae,
a Botanigard szczepy Beauveria bassiana), aktywnos$ci enzymatycznej zbadanych bakterii
i grzybow oraz zdolnosci repelencyjnych grzybow. Dokladnoscia oraz praktyczng wiedza
wykazala si¢ Doktorantka przy przygotowaniu zawiesiny spor bakteryjnych i grzybowych
oraz charakterystyce szczepow B. thuringiensis, w ktérej uwzglednila typ biochemiczny,
pochodzenie, profil biatkowy krysztalow bakteryjnych, obecnos¢ gendéw ,,cry” a takze przy
charakterystyce grzybow z rodzaju Metarhizium (2 gatunki: M. anisopliae i M.roberisii),

Beauveria bassiana i Isaria fumosorosea. Szczeg6lnej dokladnoscei, z zachowaniem jalowosci
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i pracochfonnosci wymagaty same biotesty. Do zbadania aktywnosci enzymatycznej bakterii
i grzybéw Doktorantka wykorzystata testy API ZYM (Biomerieux) oraz Chitynase Assay Kit
(Sigma) stosujac zalecenia producentéw. Przy badaniu i analizie zdolnosci referencyjnych
wybranych grzybéw wobec L ricinus Doktorantka oparla si¢ na wskazéwkach oraz wzorze
Wanzala i wsp. (2004). Uzyskane wyniki poddala analizom statystycznym (probitowa
Fenney’a, test korelacji r-Pearsona, test Chi-kwadrat), wykonanym za pomoca programu
PQstat oraz narzg¢dzi analizy probitowe;j.

Wyniki (Rozdz. IV) przedstawione zostaly rzeczowo, zgodnie z wczeéniejszymi
zatozeniami i przyjetym harmonogramem metod. Udokumentowanie ich 109. rycinami (od 6
do 24 w tekscie i od 25 do 114 w zat. 3 i 4), w tym bardzo dobrej jakosci zdjeciami oraz 7.
tabelami i zal. 1 i 2 sprawia, Zze sa bardzo czytelne i odnosza si¢ do kazdego zadania
badawczego.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki przynosza szereg nowych, oryginalnych
i waznych informacji z zakresu ekologii zbadanych gatunkéw kleszezy oraz ekofizjologii
bakterii i grzyboéw wykazujacych potencjalne whasciwosci bojcze w stosunku do I ricinus
i D. reticulatus. Zasadniczg czg¢$¢ omawianego rozdzialu stanowia wyniki biotestow,
z wykorzystaniem szczepéw bakteryjnych z kolekcji IGM Uniwersytetu Wroclawskiego (4
B. thuringiensis, 1 B. subtilis i preparatu VectoBac oraz 7. losowo wybranych wilasnych
szczepow grzybow (4. M. anisophiae i po 1. M. robertsii, B. bassiana, I fumosorosea) a takze
1. szczepu B. bassiana z kolekcji muzealnej i 3. pochodzacych z dwéch biopreparatow (2.
z MET 52, 1. z Botanigard).

Za najwazniejsze wyniki tej cze$ci uwazam:
1. wskazanie szczepéw bakteryjnych nie efektywnych wobec zbadanych kleszczy

(B. thuringiensis OpQ, PO12, VectoBac) oraz szczepéw o najsilniejszym dziataniu

bojczym (B. thuringiensis Qpll: od 30 do 80% s$miertelnosci wobec samcéw

D. reticulatus i samic I ricinus oraz B. thuringiensis KpCl: do 80% $miertelnosci

samcoéw obydwu gatunkdéw kleszezy);

2. stwierdzenie wigkszej wrazliwosci kleszczy na szczepy grzybéw niz bakterii,

a szczegblnie M. anisopliae 1.04, LO10 oraz obydwu testowanych preparatéw

komercyjnych (w przypadku M. anisopliae LO4 $miertelno$é samic kleszczy wyniosta

100% przy bardzo niskiej dawce LCsp 2,6 x 10° cfu/ml, a w przypadku szczepu LO10

wobec samcow 1. ricinus);



3. odnotowanic wickszej wrazliwosci I ricinus na testowane grzyby w poréwnaniu

z D. reticulatus oraz wigkszej wrazliwosci samic tego drugiego w pordéwnaniu

Z samicami,
4. okreslenie czasu aktywnosci biologicznej najbardziej skutecznych bojczo szczepow

bakterii i grzybdéw z podaniem wartosci LCsoi LTsq;
5. wskazanie najskuteczniejszego biopreparatu (Botanigard: LCse na poziomie 10*-10°

cfu/ml, LTsy 2,7-8,8 dni).

Wyniki dotyczace aktywno$ci enzymatycznej bakterii i grzybéw, uwarunkowanej
w duzym stopniu zrédlem pochodzenia szczepow, potwierdzily, ze aparat enzymatyczny
grzybow dysponuje bogatszym od bakterii zestawem enzymow hydrolitycznych, ktdre sg
wykladnikiem takze wickszej plastycznosci troficznej grzybéw i wyznacznikiem
wickszego potencjatu patogenicznosdci grzybow w stosunku do bakterii. Na podstawie
aktualnej wiedzy o biochemii i fizjologii grzybdw mozna byto spodziewaé sie takiego
rezultatu, co w zadnym stopniu nie umniejsza warto$ci danych, ktére uzyskala
Doktorantka. Wedlug mnie, szczegélnie interesujgce sa wyniki dotyczace produkcji egzo-
i endochitynaz oraz zréznicowania ich aktywnosci w obrgbie tego samego gatunku,
a takze korelacji pomigdzy poziomem wytwarzania poszczegdlnych enzymoéw
a wartoSciami LCso. Doktorantka bardzo ostroznie podeszta do zinterpretowania tej
korelacji a jest ona niezwykle istotna.

Dyskusja (Rozdz. V) bazujgca na uzyskanych wynikach wtasnych, konfrontowanych
z tematyczng literatura, rozszerza informacje dotyczace wystepowania badanych kleszczy
oraz mikrobioty zwigzanej z nimi, zwlaszcza grzybdéw z réznych grup taksonomicznych
i troficznych. Wskazujac nieliczne badania obejmujgce wplyw entomopatogenicznych
mikroorganizméw na rézne gatunki kleszczy Doktorantka udowadnia jak niewiele
dotyczy I ricinus, a w przypadku D. reticulatus wskazuje na ich brak. Analizuje
i znacznie rozszerza informacje uzyskane na kazdym etapie badan wlasnych,
a komentarze tych analiz sg merytoryczne i wynikajg z wlasciwe] interpretacji danych.
Zwraca uwagg na bardzo istotny aspekt przy zwalczaniu kleszczy: zréznicowang
wirulencje entomopatogenicznych mikroorganizméw nie tylko w odniesieniu do gatunku,
ale takze w odniesieniu do stadium rozwojowego i stopnia najedzenia. Dyskusje, napisang
profesjonalnie od strony naukowej i formalnej, zamykajg tresci, od ktorych Doktorantka

rozpocz¢lta wstep- moim zdaniem to najwlasciwsze ujecie.



Tres¢ pracy zamykaja: Podsumowanie i Wnioski (Rozdz. VI) oraz Streszczenie,
w jezyku polskim i angielskim (Rozdz. VII i VIII). Zawsze proponuje pozostawi¢ tylko
wnioski, gdyz podsumowanie jest powtorzeniem wynikow.

W pracy wykorzystano 261 pozycji specjalistycznego pi$miennictwa (Rozdz. IX),
w  zdecydowanej  wigkszosci  anglojezycznego,  aktualnego,  zacytowanego
i wykorzystanego bez zastrzezen.

Rozdz. X stanowig 4 zalaczniki zawierajace wyniki szczegélowe. Rozdz. XI zawiera
spis rycin, XII spis tabel. Cato$¢ manuskryptu liczy 168 stron (zalacznik nr 1 zawiera
tylko wykaz szczepéw bakteryjnych, a jego tytul sugeruje takze wykaz grzybow).

Praca napisana jest bardzo dobrym jezykiem polskim. Styl jest lekki, a tresci logicznie
powigzane z zachowaniem chronologii zagadnien, co bardzo ulatwia analize tekstu. Po jej
dokonaniu nasuneto mi si¢ kilka pytah o dyskusyjnym charakterze:

1. Na jakiej podstawie uwaza Pani, ze enzymy hydrolityczne produkowane przez
mikrogrzyby i bakterie majg drugorzgdne znaczenie w uzyskaniu efektu béjczego?
W przypadku zdecydowanej wigkszosci patogenéw aktywno$¢ enzymatyczna
decyduje o stopniu patogeniczno$¢/wirulencii.

2. W punkcie 1. (str. 82) zaznaczono, ze zbadane kleszcze s3 ,,potencjalnie wrazliwe na
dziatanie entomopatogenicznych mikroorganizméw”. Rozumiem, Ze na te wrazliwosé
skiada si¢ szereg uwarunkowan- czy zechcialaby Pani uwypukli¢ te najwazniejsze,
zwlaszcza w kontekscie punktu 5. (str. 82)?

3. Jaki wniosek wynika ze stwierdzenia zamieszczonego w punkcie 3 (str. 82)?

4. W odniesieniu do szeregu aspektow uzyskanych wynikéw zaznaczono, ze sa
wymagane dalsze badania- ktére moga mie¢ znaczenie priorytetowe?

Postawione pytania nie wynikajg z jakichkolwiek niedociggnie¢ pracy lecz wylacznie
z zaciekawienia badaniami i poruszanymi problemami. Pod kazdym wzgledem prace
oceniam wysoko. Jej wyniki uwazam za interesujace i bardzo wazne pod wzgledem
merytorycznym i aplikacyjnym, a szczegélnie te, ktére dotycza, dokonanej po raz
pierwszy, oceny patogenicznosci grzybow wobec D. reticulatus.

Reasumujge, stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa doktorska spelnia wymogi
okreslone w art. 13.1. Ustawy z dn. 14 marca 2003 r. o stopniach naukowyech i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (DZ.U. nr 65 poz. 595 z p6zn.
zmianami) i wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Wroclawskiego o dopuszczenie Pani mgr Anny Szczepanskiej do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.



Jednoczesnie, stawiam wniosek o wyroéznienie rozprawy stosowna nagrodg ze
wzgledu na szeroko rozumiang warto$¢ naukowa oraz oryginalno$é i unikalno$§¢

nzyskanych wynikéw, ktore wskazujg kierunki dalszych badan.
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