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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Magdaleny Lis wykonana zostala
w Laboratorium Biokontroli, Produkcji i Aplikacji EPN, ICBN Katolickiego Uniwersytetu
Lubelskiego Jana Pawla II, pod kierunkiem dr hab. Dariusza Skarzynskiego, prof. UWr
(Uniwersytet Wroctawski). Promotorem pomocniczym jest dr Waldemar Kazimierczak z
Katolickiego Uniwersytetn Lubelskiego.

Doktorantka podjeta si¢ zbadania zakresu oddzialywania temperatury na konkurencje
pomiedzy nicieniami entomopatogenicznymi (EPN) Heterorhabditis megidis oraz
Steinernema spp. Te obligatoryjne parazytoidy owaddow sg wazna grupg organizmow ze
wzgledu na potencjal do praktycznego zastosowania jako alternatywa lub uzupehienie dla
tradycyjnych metod ochrony roslin przed szkodnikami. Ze wzgledu na zachodzgce na siebie
zakresy preferencji termicznych w srodowisku glebowym, w ktérym wystepujg nicienie,
nalezy przypuszczaé, ze dochodzi migdzy nimi do konkurencji miedzygatunkowej o zasoby
pokarmowe. Poniewaz temperatura jest jednym z najwazniejszych czynnikow abiotycznych
srodowiska, z pewnosciag wplywa réwniez na antagonistyczne oddziatywania pomiedzy
nicieniami. Biorgc powyzsze pod uwage, uwazam, ze wybdr tematu rozprawy jest w petni
uzasadniony.

Oceniana rozprawa doktorska ma uktad typowy dla prac eksperymentalnych. Sktada
si¢ z nastepujacych rozdzialdw: wstep, cele badafi, przeglad badan, materiaty i metody,
wyniki, dyskusja, podsumowanie, wnicski, streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim,
bibliografia. Calo$¢ poprzedzona jest spisem tresci, jasno informujacym o tresci zawartej w

opracowaniu. Na kornicu rozprawy zamieszczone zostaty, juz bez podziatu na rozdziaty, sklad



podtozy mikrobiologicznych, wykaz stosowanych skr6tow, spis tabel, spis wykresow.
Rozprawa zostala przygotowana starannie pod wzgledem edytorskim. Przyznam, ze mam
watpliwosci co do tytutéw i kolejnosci pierwszych rozdziatow pracy tj.: wstep (2 strony), cele
badan i przeglad badan. Wydaje mi sie, ze lepszy bylby uktad ,tradycyjny”, tj.: na poczatku
wstep zawierajgcy przeglad literatury a nastepnie cele badan. Zwykle hipotezg badawcza czy
tez cele badan okres$la si¢ po zapoznaniu si¢ z wynikami dostepnymi w literaturze.

W tematyke rozprawy wprowadza 20 stronicowy ,Przeglad badan”, w ktérym
wyréznié mozna 2 watki tematyczne. W pierwszym z nich Doktorantka zamiescita
wiadomosci dotyczace badanej w pracy interakcji pomigdzy organizmami (konkurencji).
Opisala podstawowe typy oddzialywan Kkonkurencyjnych oraz konsekwencje tych
oddziatywari. Informacje te zostaly poparte odpowiednio dobranymi przyktadami. Druga,
wieksza cze$¢ tego rozdzialu, zostala poswigcona nicieniom entomopatogenicznym oraz
zwigzanym z nimi bakteriom symbiotycznym (Photorhabdus spp. i Xenorhabdus spp.).
Autorka szczegdtowo opisata, m.in.: cykl zyciowy tvch organizmdw, wystgpowanie, sposob
wyszukiwania zywicieli, spektrum porazanych owadow. Bardzo istotne bylo zamieszczenie
podrozdziatu (3.2.9) dotyczacego konkurencji migdzy EPN. Doktorantka w tym miejscu
umiejetnie przyblizyta wage problemu jakim jest dokladne poznanie réznych aspektow
konkurencji miedzy gatunkami nicieni entomopatogenicznych. Ten rozdziat rozprawy zostat
napisany merytorycznie bardzo dobrze, opiera si¢ na odpowiednio cytowanym
pi$miennictwie $wiatowym, co  pozwala czytelnikowi szczegblowo zapoznal si¢ z
zagadnieniami analizowanymi w pracy.

Zasadniczym celem rozprawy, jasno okreslonym przez Doktorantke (rozdzial 2), bylto
zbadanie w jaki sposob temperatura modyfikuje konkurencje pomiedzy nicieniami z rodzaju
H. megidis a Steinernema spp. W rozdziale tym okre$lone zostaly rowniez 3 cele
szezegblowe, dzieki ktérym osiagniety zostal gldwny cel rozprawy.

W kolejnej czesei pracy (rozdziat 4) Autorka szczeg6towo opisata materialy i metody
stosowane podczas realizowania zaplanowanych eksperymentéw. Nalezy podkresli¢, ze
zaréwno metody laboratoryjne jak i metody statysiyczne zostaly prawidtowo dobrane do
podjetych zadan badawczych.

Wyniki badan (rozdziat 5) Doktorantka przedstawita w formie tabelarycznej (6 tabel)
oraz graficznej (9 wykreséw). Autorka umiejetnie postuzyta si¢ kolorem aby uwypukli¢ dane
zamieszczone w tabelach i na wykresach, co bardzo ulatwilo analize oraz interpretacje

wynikow.



Za gtéwne osiagnigcie Doktorantki nalezy uznaé¢ udowodnienie wplywu temperatury
na patogenicznos$¢ larw infekcyjnych, czas $mierci owadéw zywicielskich oraz uwalnianie
symbiotycznych bakterii. Wzrost temperatury mial istotne znaczenie podczas jednoczesnej
ekspozycji owadéw testowanych na pojedyncze larwy infekcyjne H. megidis i Steinernema
spp. Autorka dowiodla, Ze wzrost temperatury zwickszal szanse H. megidis do zabicia
gasienic Galleria mellonella w poréwnaniu do zimnolubnych gatunkéw Steinernema (S.
affine 1 S. kraussei). Natomiast nie miata wptywu w przypadku konkurencji z gatunkiem o
szerokim zakresie preferencji termicznych (8. arenarium).

Zgodnie z zatlozonym celem Doktorantka udowodnita istotny wptyw temperatury na
patogenicznosé larw infekcyjnych nicieni poprzez zmiany w ich infekcyjnosci (z wyjatkiem
larw S arenarium). Natomiast zmiany temperatury nie mialy wplywu na stopien
skolonizowania larw infekcyjnych badanych gatunkéw EPN przez symbionty bakteryjne.
Badany parametr byl zalezny tylko od gatunku nicieni.

Kolejnym celem pracy bylo okreslenie sredniego czasu letalnego (LTso), czyli czasu
uplywajacego od momentu ekspozycji organizmoéw testowych na larwy infekcyjne nicieni do
smierci 50% owadow, w zaleznosci od temperatury, w ktérej prowadzone byly
doswiadczenia. Doktorantka stwierdzila, ze w zdecydowanej wigkszosci przypadkow wzrost
temperatury istotnie wplywal na skrocenie Sredniego czasu zamierania. Zaobserwowala
rébwniez wystgpowanie istotnych statystycznie migdzygatunkowych rdznic pomigdzy
warto$ciami LTso. Dodatkowo stwierdzila zalezno$¢ miedzy odsetkiem zainfekowanych
gasienic G. mellonella a gatunkiem EPN oraz czasem ekspozycji. Najszybciej owady byly
infekowane przez dwa gatunki nicieni tj.: S. carpocapsae i H. megidis, najwolniej zas przez S.
affine. Temperatura miata rowniez istotny wptyw na czas, po ktérym w hemolimfie owadow
modelowych stwierdzano obecnos¢ bakterii symbiotycznych EPN.

Ostatnim z zatozonych probleméw, ktore Doktorantka podjeta sie rozwigzania bylo
sprawdzenie czy interakcje pomiedzy bakteriami symbiotycznymi badanych nicieni sg
zalezne od temperatury hodowli. W tym celu badata jednoczesny wzrost bakterii na pozywce
stalej (NBTA) oraz na pozywce plynnej (LB) podczas inkubacji w 3 roznych temperaturach.
Doktorantka uzyskata rezultaty wskazujace, ze bakteryjne symbionty wzajemnie hamowaty
sw0j wzrost na podlozu NBTA a wielko$¢ stref zahamowania zalezata od temperatury, w
ktorej prowadzono hodowle. Wyniki uzyskane w eksperymentach, w ktérych bakterie rosty w
pozywce plynnej nie byly jednoznaczne i w wielu przypadkach nie potwierdzity rezultatow
obserwowanych z uzyciem podtoza statego. Moim zdaniem, na tym etapie badan trudno jest

wyciagnaé jednoznaczne wnioski dotyczace wplywu temperatury inkubacji na jednoczesny



wzrost badanych bakterii. Z duzym prawdopodobiefistwem za hamowanie wzrostu
odpowiedzialne byly bakteryjne metabolity wtorne wydzielane do podloza. Jednak w tego
typu badaniach poréwnawczych nalezy wzia¢ pod uwage wplyw wielu innych czynnikow,
m.in.: skiad podioza, dyfuzje metabolitbw w podiozu, st¢zenie metabolitow, szybkog¢
podziatu bakterii, oczywiscie rowniez temperature, ktora ma wplyw na wigkszos¢ tych
parametréw. Wyniki te z pewnoscia sa interesujace ale wymagaja dalszych potwierdzen.

W obszernej dyskusji (rozdziat 6) Autorka umiejetnie konfrontuje wyniki swoich prac
cksperymentalnych z osiagnieciami innych badaczy. Dyskusja jest napisana w sposob
dojrzaty, wskazujacy na dobrg znajomo$é¢ literatury przedmiotu, metodologii i wynikéw
badah uzyskanych przez innych autorow. Czes¢ do$wiadczalna zakoficzona jest
podsumowaniem, ktore bardzo ulatwia analiz¢ i interpretacje uzyskanych wynikéw oraz
siedmioma wnioskami. Generalnic wnioski zostaly sformulowane prawidlowo, jasno
odzwierciedlaja uzyskane wyniki eksperymentow. Spis cytowanych pozycji literaturowych
(,,Bibliografia™) jest bardzo obszerny, liczy ponad 300 pozycji (pozycje literatury wymienione
w spisie nie s3 numerowane), jest zredagowany jednolicic. Cytowane artykuly sa dobrane
poprawnie i sa to na ogdt publikacje z ostatnich lat.

7 obowiazku recenzenta, chcialabym zwrdci¢ uwage na fragmenty pracy, do ktorych mam

pewne zastrzezenia:

1. W rozdziale 5 (,,Wyniki”), w podrozdziale 5.5, zamieszczone zostaly rezultaty
dotyczgce uwalniania bakterii symbiotycznych przez nicienie. W przypadku nicienia
H. megidis gatunek zwiazanej z nim symbiotycznej bakterii (P. temperata temperata),
Autorka zamie$cifa juz w rozdziale Materialy i metody (podrozdziat 4.1). Podobnego
zestawienia zabraklo jednak w przypadku nicieni z rodzaju Steinernema spp. Jest to
istotne ze wzgledu na fakt, 7ze w badaniach stosowano 5 gatunkéw nicieni z tego
rodzaju, wiec umieszczenie wykazu nicieni i zwigzanych z nimi bakterii
symbiotycznych utatwiloby znacznie analiz¢ wynikéw. Na przyktad, w tabeli 3
podane sa tylko gatunki stosowanych nicieni, brak jest natomiast nazw bakterii
symbiotycznych, a w tekscie Autorka postuguje si¢ czgsto tylko nazwami bakterii
symbiotycznych.

2. W podsumowaniu zamieszczone zostalo zdanie ,Wzrost temperatury z reguly
zmniejszatl szeroko$¢é stref zahamowania wzrostu bakterii na pozywce stalej”.
Temperatura jest tylko czynnikiem posrednim, przyczyng braku wzrostu bakterii w

badanym podlozu mogg by¢ na przyklad antybiotyki czy inne metabolity



konkurencyjnej bakterii, temperatura moze wptywaé na wydzielanie tych substancji,
na optymalny wzrost bakterii itp., co w konsekwencji moze oczywiscie powodowaé
zmniejszenie stref zahamowania wzrostu.

3. W pracy Doktorantka badata patogenicznos$¢ larw infekcyjnych, nastgpnie w dyskusji
prébuje konfrontowad te dane z wynikami dostgpnymi w literaturze. Wydaje mi sig to
trudne a nawet niemozliwe w przypadku gdy patogenicznos¢ byta okreslana wedlug
wiasnej definicji przyjetej na potrzeby tej rozprawy, oraz metodami rézniacymi si¢ od
tych stosowanych przez innych badaczy. Uwaga ta dotyczy réwniez szacowania
warto$ci LTso. Trudno poréwnywaé te parametry gdy zastosowane zostaly rozne
metody ekspozycji zywicieli na larwy infekcyjne oraz inne dawki nicieni. Badania
poréwnawcze maja sens kiedy stosowane sa podobne metody, dawki, zblizone
warunki itp.

4, We wnioskach (punkt 2) pojawia si¢  stwierdzenie ,Patogeneza owadow
zywicielskich porazonych przez EPN.” Wydaje mi si¢, Ze pojecia patogeneza uzywa
si¢ raczej w zestawieniu do czynnikéw sprawczych, powodujgcych proces chorobowy,
czyli bardziej poprawne byloby sformulowanie na przyklad: ,,Mechanizmy

patogenezy nicieni uruchamiane podczas zakazenia owadow zywicielskich...”

Powyzsze nieliczne uwagi w zadnym stopniu nie wplywajg na koncows, wysoce
pozytywng opini¢ o przedstawionej do recenzji pracy. Podsumowujac, uwazam ze rozprawa
jest wartoSciowym opracowaniem opartym na oryginalnych wynikach, zawiera elementy
nowosci naukowej. Wyniki badan z jednej strony wyjasniajg fizjologie nicieni
entomopatogenicznych z drugiej za$§ mogg by¢ wykorzystane praktycznie do kontroli
patogenicznosci larw infekcyjnych EPN. Patogeniczno$é moze by¢ wyznacznikiem jakosci
laboratoryjnie i komercyjnie produkowanych preparatéw opartych na entomopatogenicznych
nicieniach. Praca speinia wymagania formalne stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w
artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 nr 65 poz. 595; z péZniejszymi zmianami).

Z pelnym przekonaniem przedkiadam zatem Wysokiej Radzie Wydzialu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Wroclawskiego wniosek o dopuszczenie mgr Magdaleny Lis do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Biorgc pod uwage zaréwno zakres przeprowadzonych badan

jak i wysokg warto$¢ merytoryczng wnioskuje o wyrdznienie ocenianej rozprawy doktorskiej.




