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pracy doktorskiej mgr Tomasza Kiljanka pt.: Wielosktadnikowa metoda
oznaczania pestycydow w diagnostyce zatru¢ pszczot

Przeglad pismiennictwa dotyczgcego badania przyczyn zespotu masowego
giniecia pszczoty miodnej wskazuje na co najmniej trzy prawdopodobne powody tego
zjawiska, przybierajgcego charakter epidemii o zasiegu globalnym. Sg nimi:
obnizenie odpornosci pszczot, choroby inwazyjne (np. warroza i infekcje wirusowe)
oraz zatrucie pestycydami. Ostatnio wydaje sie przewazac¢ poglad, ze za zjawisko
masowego giniecia pszczét moze by¢ odpowiedzialne taczne oddziatywanie tych
trzech czynnikow. Potencjalne skutki wymierania kolonii pszczelich (i innych
owadzich zapylaczy) dla biosfery i produkcji zywno$ci stanowig wiedze powszechng
na tyle, ze Doktorant stusznie pominat ich opis we wstepie do rozprawy, przechodzac

od razu do rzeczy. Recenzent ma zamiar postgpi¢ tak samo.

Rozprawa zostata przedstawiona wg nowego trybu, to jest w postaci
klasycznego ale zwieztego opisu, ktéremu towarzyszg publikacje, ktorych wyniki
stanowig wkfad merytoryczny rozprawy. Mgr Tomasz Kiljanek jest pierwszym
autorem we wszystkich trzech publikacjach, a o$wiadczenia pozostatych
wspotautoréw wskazujg na jego dominujgca role jako inicjatora badan i glbwnego ich
wykonawce. Publikacje stanowigce podstawe doktoratu zostaty dobrane starannie z
mysla o udokumentowaniu wiedzy teoretycznej Doktoranta, niezbgdnej do
zagtebienia sie w tematyke poézniejszych prac. Mam tu na mysli artykut przegladowy,
w ktorym opisat prawdopodobne drogi narazenia pszczot na pestycydy, omowit
prawodawstwo unijne w zakresie monitoringu jako jednego z narzedzi
umozliwiajgcych ocene narazenia pszczoty miodnej na pestycydy, zwtaszcza
nalezace do grupy neonikotynoidow. Obszerng czes¢ poswiecit dotychczasowym
badaniom zawartoéci pestycydow w organizmach padtych pszczoét i interpretacii

rezultatdw w odniesieniu do skutkéw toksycznych. Szczegdblne miejsce w tych



ostatnich analizach zajety neonikotynoidy, zwigzki fosforoorganiczne i pyretroidy, z

ktorych kazda grupa wykazuje inny mechanizm dziatania neurotoksycznego.

W klasycznym, ,starym” systemie przeprowadzania przewodow doktorskich
zawartosc tego artykutu z powodzeniem mogtaby petni¢ role wstepu, ktory nie tylko
dokumentuje wiedze doktoranta i umiejetnosc¢ jej prezentacji, ale — co wazniejsze —
umiejetnos¢ konkludowania i dojrzatej oceny problematyki masowego giniecia
pszczot nie ograniczajacej sie do tylko jednej przyczyny, jaka miatyby by¢ pestycydy
(Journal of Apicultural Science, IF= 0,571). Ta dobrze udokumentowana wiedza
Doktoranta data wystarczajace podstawy do sformutowania podstawowego celu
pracy, jakim byta poréwnawcza ocena narazenia pszczoét na pestycydy na podstawie
analizy ich zawarto$ci w pszczotach zatrutych i zywych oraz celu pomocniczego, to
jest opracowania metody oznaczania pozostatosci pestycyddéw w pszczotach jako

narzedzia do osiggniecia celu zasadniczego.

Druga publikacja z przedstawionego cyklu zostata poSwiecona metodzie typu
‘multi-residue’, ktéra data Doktorantowi potezne narzedzie umozliwiajgce oznaczenie
w pszczotach ponad 200 substancji czynnych srodkéw ochrony roslin i ich
metabolitéw, a takze lekow przeciwko warrozie. Zmodyfikowana przez Doktoranta
technika QUEChERS umozliwita wtgczenie do palety oznaczanych zwigzkoéw rowniez
fungicydoéw triazolowych, ktére jak podkresla mgr Kiljanek, mogg wykazywaé
synergizm z toksycznym dziataniem niektérych insektycydéw. Zaproponowane dwa
szlaki analizy instrumentalnej (GC-MS/MS i LC-MS/MS) uniezaleznity proces
analityczny od polarnosci analitu umozliwiajgc oznaczenie praktycznie wszystkich
substancji czynnych stosowanych w kraju chemicznych $rodkéw ochrony roslin.
Praca ta zostata opublikowana w Journal of Chromatography A, (IF=3,926)
czasopiSmie znanym z uwaznych i bardzo wymagajgcych recenzentéw, co w
pewnym stopniu uwalnia Recenzenta przewodu doktorskiego z wnikania w zawitosci
technik analitycznych i prawidtowosci procesu walidacji metody, kluczowego dla
wiarygodnosci wynikow. Uwage zwraca bogata i rzetelna dokumentacja otrzymanych
wynikow przedstawiona w suplementach towarzyszacych wtasciwej publikacji. Warto
tu podkresli¢, ze Doktorant dokonat walidacji zaproponowanej przez siebie metody w
odniesieniu do 226 pestycydébw w miodzie i nastgpnie zweryfikowat te metode w
miedzynarodowych badaniach biegtosci uzyskujg sumaryczny Z-score réwny 0,15,

co jak kazdy analityk z pewnoscig wie, jest wynikiem bardzo dobrym.



Zgodnie z logikg postepowania w tego typu dysertacjach praca ta postuzyta
jako narzedzie metodyczne wykorzystane we wiasciwych badaniach, ktérych celem

byto zbadanie wystepowania pestycydow w pszczotfach.

Dysponujgc zwalidowang metodg typu multi-residue Doktorant mogt poswiecié
sie dalszym badaniom, ktérych wyniki mogtyby stanowi¢ wkfad do rozwazan o
udziale chemicznej ochrony roslin w zjawisku masowego wymierania rodzin
pszczelich. Oczywiscie w recenzji nie ma miejsca na streszczenie pracy, jednak w
tym przypadku warto podkresli¢, ze Doktorant nie ograniczyt sie do analizy stezen
pestycydéw w martwych pszczotach pozyskiwanych ze Srodowiska lecz analizowat
rowniez te owady, ktére nie wykazywaty objawoéw zatrucia tworzac w ten sposéb
swoistg grupe odniesienia dla pszczét martwych. Wyniki, jakie uzyskat stosujgc
metode pozwalajgcg oznaczy¢ ponad 200 indywiduéw chemicznych stanowity
powazne wyzwanie interpretacyjne, z ktorym Doktorant poradzit sobie znakomicie.
Przyktadem jest tabela 2 systematyzujgca rezultaty z uwzglednieniem mechanizméw
dziatania toksycznego na owady w odniesieniu do stezen stwierdzanych w
pszczotach zywych i martwych. Pozwolito to na wykazanie najczescie
stwierdzanych insektycydéw w martwych pszczofach tj. chlorpiryfosu i dimetoatu
nalezgcych do inhibitoréw esterazy acetylocholinowej i klotianidyny — neonikotynoidu,
ktorego mechanizm dziatania polega na inhibicji nikotynowych receptorow
acetylocholiny. Bardziej dogtebna analiza stezen w pszczotach padtych i zywych
pozwolita mgr Kiljankowi zasugerowa¢ mozliwo$¢ udziatu tgcznego narazenia na
insektycydy i fungicydy w padnieciach pszczoét. Przekonanie to opart na obserwacji,
ze w organizmach padtych pszczét, u ktérych stwierdzono wysokie stezenia
fungicydow zawarto$ci insektycydéw fosforoorganicznych, najprawdopodobnie;
odpowiedzialnych za ostateczny efekt toksyczny, byty nizsze. Ten pasjonujgcy temat
kazat Recenzentowi zgtebi¢ tabele nr 2, w ktére] jednak napotkat na pewne trudnosci
przy interpretacji niektérych danych. Mianowicie, w kolumnach 2 i 3, w ktorych
podawane sg zakresy stezen badanych pestycydow w nawiasach podany jest
odsetek pszczét z pozostatosciami. Recenzent rozumiat, ze jezeli w nawiasie
podano, ze skoro np. w przypadku chlorpiryfosu w odsetek pszcz6t z pozostato$ciami
tego zwigzku wynosi 51,4%, to oznacza, ze w 48,6% owadoéw nie stwierdzono

obecnosci tego zwigzku powyzej LOQ, a wobec tego zakres stwierdzanych stezen



chlorpiryfosu powinien byé <LOQ — 3290 ng/g, a nie 1,5 — 3290 ng/g. Ta sama

uwaga odnosi sie do pozostatych danych w tej tabeli.

Mocng czesciag pracy jest analiza zagrozen, podstawg ktérej jest praca nr 3
opublikowana w czasopi$mie Chemosphere w 2017 roku. W publikacji tej wskazano
nie tylko na mozliwy udziat fungicydow w ogdlnej toksycznosci tego koktajlu
pestycydowego, na ktéry narazone sg pszczoty w $srodowisku agrarnym, ale na
wyrazny zwigzek miedzy liczbg pestycydow, na ktére narazone sg pszczoty, a
wystgpieniem u nich efektow ostrego zatrucia. W dyskusji Doktorant jednak stusznie
unika przypisywania zatru¢ ostrych wéréd pszczét wylacznie narazeniu na pestycydy
podkreslajgc, ze skutek ich dziatania moze mie¢ charakter posredni, wynikajacy na
przyktad z ostabienia uktadu immunologicznego sprzyjajac rozwojowi patologii

oportunistycznych.

Dysponujgc tak duzg pulg wynikow zawarto$ci réznych pestycydéw w
organizmach pszcz6t mgr Tomasz Kiljanek podjat sie oceny ich rzeczywistego
znaczenia dla oceny zagrozenia, a nastepnie ryzyka wystapienia niepozgadanego
skutku zdrowotnego, co w przeciwienstwie do oceny narazenia jest przedsiewzieciem
daleko trudniejszym i obarczonym znacznie wiekszym ryzykiem btedu. Doktorant
postuzyt sie w tym celu do oszacowania warto$ci Hazard Quotients, nieprawidtowo
tumaczonych jako ,wspétczynniki zagrozenia®”, poniewaz powinno sie uzywac
terminu ,llorazy zagrozenia” biorgc pod uwage, ze wartos¢ ta okre$la ile razy
stwierdzone stezenie jest wieksze/mniejsze od dawki powodujacej mierzalny efekt
toksyczny (w tym przypadku LDsg). Doktorant jest Swiadomy ograniczen tej metody,
wiedzac, ze zaktada ona, ze stezenie w pszczole jest identyczne jak stezenie
Srodowiskowe, na ktére owad ten byt narazony, co niekoniecznie musi odpowiadaé
stanowi faktycznemu. W kazdym razie otrzymane wyniki wskazujg, ze ilorazy
zagrozenia u pszczét zatrutych byty nieporéwnanie wyzsze niz u pszczét zdrowych,
co wiecej, mediany ilorazéw zagrozenia wskazuja, ze pszczoty zdrowe przebywaty w
srodowisku znacznie mniej narazonym na pestycydy niz pszczoty padte. Oczywiscie
recenzent nie ma watpliwosci, ze Doktorant doskonale sobie zdawat sprawe, ze
ilorazy zagrozenia odnoszg sie do mechanizméw dziatania (MoA), co w konsekwencji
powinno skutkowa¢ obliczaniem sumarycznego HQ u kazdej pszczoty, u ktorej
stwierdzono obecno$¢ wiecej niz jednego pestycydu o tym samym MoA. Wyniki

wskazujg tez, ze dwa najcze$ciej wystepujgce pestycydy u pszczot paditych to
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zwigzki fosforoorganiczne mimo, ze w opinii publicznej to raczej neonikotynoidy

stanowig najwieksze zagrozenie dla zapylaczy.

Powyzsze uwagi zostaty sformutowane raczej z mys$la, ze w nowym systemie
przewoddw doktorskich szczegélng uwage nalezy poswieci¢ sposobowi opisania
swoich dokonan poniewaz w razie uwag Doktorant nie moze obroni¢ sie dotychczas
stosowng formutkg, ze poprawi je w procesie przygotowywania pracy do druku.

Poniewaz praca(e) juz sg wydrukowane.

Jestem przekonany, ze praca zaprezentowana przez mgr Kijanka stanowi
warto$ciowy wkiad do rozwigzania arcywaznego problemu, jakim jest wymieranie
rodzin pszczelich. Wnioski z pracy sg prawidtowe i nie wychodzg poza zakres badan,
a wniosek ostatni, mimo oczywistych zastrzezen co do ograniczen wynikajacych ze
stosowania ilorazéw zagrozenia dla owadoéw jest stuszny i potwierdza celowo$¢
stosowania tego kryterium do wstepnej oceny zagrozenia dla pszczot

przeprowadzanej post factum.

Powyzsze uwagi nie umniejszaja mojej wysokiej oceny zawartosci
merytorycznej cyklu prac przedstawionych jako zasadnicza czesS¢ rozprawy

doktorskiej. Uwazam, ze zatozone cele pracy zostaty osiggniete.

Poza wymienionymi wyzej uwagami, majgcymi raczej charakter porzgdkujgcy,
nie dostrzegtem powazniejszych uchybien, ktére mogtyby wptyng¢é na mojg

pozytywng ocene pracy.

Podsumowujgc, z satysfakcja wyrazam przekonanie, ze przedstawiona do
oceny rozprawa mgr Tomasza Kiljanka pt.: Wielosktadnikowa metoda oznaczania
pestycyddéw w diagnostyce zatru¢ pszczot spetnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim. Przedstawiam zatem Wysokiej Radzie Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego — PIB wniosek o dopuszczenie mgr Tomasza Kiljanka do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

Warszawa, 02 czerwiec 2017 r.
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