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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr inz. Dagmary Zdanskiej p.t. ,Identyfikacja zakazen

wirusowych u matek pszczotly miodnej (Apis mellifera L.) w Polsce”

wykonanej w Zaktadzie Chordb Pszczot Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego —

Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach

pod kierunkiem Pana Profesora Artura Rzezutki oraz Pani dr hab. Krystyny

Pohoreckiej jako promotora pomocniczego

Podstawe formalng wykonania opinii niniejszej rozprawy doktorskiej stanowi
pismo Pana Przewodniczgcego Komisji Doktorskiej Rady Naukowej Paristwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach
powotujgce sie na Uchwate Rady Naukowe;j Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego
— Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach z dnia 12.07.2023 roku.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostala przygotowana jako
monografia i sktada si¢ z 10 rozdziatéw. Pierwszy z nich to Wstep obejmujacy 6
podrozdziatow, poswigconych rysowi historycznemu, prewalencji wystepowania
zakazen wirusowych u pszczoty miodnej na terenie Europy, budowie i organizagiji
genomu wybranych wiruséw pszczelich, metodach ich transmisji oraz patogenezie
wywotywanych przez nie zakazen oraz metodach diagnostycznych stuzgcych do ich
wykrywania. Kolejne rozdziaty pracy to: Cel pracy, Materiat i metody, Wyniki, Dyskusja,
Whioski, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Pi$miennictwo oraz Zatgczniki.
Rozdziat ,Wstep” poprzedza obszerny wykaz skrétéw uzywanych w pracy. Rozprawa
zostata bardzo starannie przygotowana pod wzgledem edycyjnym, wydrukowana

czytelnym drukiem i estetycznie oprawiona.



tacznie rozprawa doktorska liczy 116 stron, zawiera 20 tabel, 25 rycin oraz 263
pozycje literaturowe oraz 6 zatgcznikow.

Temat ocenianej pracy doktorskiej uwazam za aktualny i istotny nie tylko dla
waskiej dziedziny apipatologii ale réwniez dla szeroko rozumianego pszczelarstwa.
Wystepowanie w rodzinach pszczoly zakazen wirusowych staje sie coraz
powszechniejsze i wielu krajach prewalencja zakazen niektorymi wirusami osigga
poziom nawet 100%. Stanowig przez to coraz powazniejszy problem nie tylko
zdrowotny ale takze ekonomiczny. Wybranie modelu badawczego jakim sg matki
pszczele jest szczegdlnie wazny, gdyz zakazenia te mogg by¢ przenoszone na jej
potomstwo zaréwno drogami pionowymi jak i poziomymi. W naszym kraju co roku do
pszczelarzy trafia ponad sto tysiecy miodych matek pszczelich pochodzgcych z
komercyjnych hodowli i potowa z nich jest poddawana zabiegom sztucznego unasienia
u producenta. tatwo$é przemieszczania takich matek w przesytkach, umozliwia
przenoszenia tych patogenéw na duze odlegtosci. Nie posiadamy jednak wiedzy o
prewalenciji zakazen wirusami w populacji matek w zaleznosci od regionu naszego
kraju, jak réwniez wspoétzaleznosci ich wystepowania ze sobg oraz w powigzaniu z
wiekiem matek jak i innymi powszechnie wystepujacymi, groznymi patogenami
pszczot.

Recenzowana praca posiada uktad typowy dla tego typu opracowar. Wstep
zostat napisany zwiezle, bez wdawania sie w niepotrzebne szczegoty, a rownoczesnie
znalazty sie w nim wszystkie podstawowe informacje potrzebne do wprowadzenia
czytelnika w zagadnienia bedgce przedmiotem dysertacji. Podano w nim krotkie
informacje dotyczace rozwoju wiedzy o wystepowaniu wiruséw w rodzinach
pszczelich. Wigcej miejsca Autorka poswiecita opisowi czestotliwosci wystepowania
zakazen wirusowych u pszczoly miodnej na terenie Europy, skupiajgc sie najczescie;
wystepujgcych  przedstawicielach rodziny Districtoviridae i Iflaviridae oraz
niesklasyfikowanym dotychczas wirusie chronicznego paralizu pszczot (CBPV).
Uwypukiita rowniez znaczenie mieszanych zakazen wirusowych. Kolejne punkty
Wstepu zostaty poswiecone dostepnej wiedzy dotyczace; budowy i struktury genomu
tych wirusdow, mechanizmowi ich replikacji w komérkach gospodarza oraz ich
przenoszenia w obrebie rodziny pszczelej, a takze patogenezie zakazer: wirusowych
z podziatem na stadia rozwojowe pszczoly oraz istotnym wptywie jednoczesnej inwazji

Varroa destructor czy infekcji Vairimorpha sp.



Ostatni punkt Wstepu zostat poswiecony metodom wykrywania zakazen
wirusowych w materiale pszczelim w ujeciu historycznym jak i obejmujgcym najnowsze
techniki diagnostyczne oparte na metodach biologii molekularne;.

Podane we wstepie informacje sg wiasciwe usystematyzowane i stanowig
logiczne uzasadnienie podjecia badan wiasnych.

Przeglad pi$miennictwa oraz jego zestawienie swiadczy o dobrej znajomoséci
przez Autorke problematyki, zaprezentowanej w jej dysertacji doktorskiej. Na
podkreslenie zastuguje fakt, ze w spisie piémiennictwa, zawierajgcym 263 pozycji, az
250 prac dotyczy publikacji obcojezycznych, zamieszczonych przewaznie w
renomowanych czasopismach anglojezycznych. W ogromne; wiekszosci sg to
oryginalne prace tworcze z ostatnich lat. Nieliczne, starsze pozycje sg istotne dla
poruszanych zagadnien i ich cytowanie jest w petni uzasadnione.

Wykaz uwag redakcyjnych niemajgcych wptywu na warto$é pracy a zwigzanych
gtownie z cytowaniem przekazano do wiadomosci Doktorantce.

W rozdziale Cel pracy Autorka wyznaczyta sobie trzy zasadnicze cele
badawcze:

1. Opracowanie i walidacja testow mMRT-PCR zawierajgcych kontrole

wewnetrzng amplifikacji do wykrywania districtowiruséw, iflawiruséw pszczot
i CBPV.

2. Ocene wystepowania zakazenn wirusowych u matek pszczelich
pochodzacych z krajowych pasiek produkcyjnych przy uzyciu opracowanych
testow Ifla-CPV i Disrticto mRT-PCR.

3. Ocene wpltywu wybranych czynnikdéw biotycznych i abiotycznych na
wystepowanie zakazen wirusowych u matek pszczelich.

Cele pracy doktorskiej sformutowane zostaty jasno i logicznie.

W rozdziale ,Materiaty metody” Autorka wyszczegdlnita wykorzystany materiat
badawczy, ktéry stanowity: (a) homogenaty pszczot robotnic zawierajace wirusy
BQCV, ABPV, DWV i SBV, homogenaty pozbawione czynnikéw zakaznych oraz
posiadajgce materiat genetyczny SBV i BQCV o niskim i wysokim poziomie
koncentracji; (b) matki pszczele w liczbie 239 sztuk pozyskane w latach 2017-2022 ze
136 pasiek z terenu catego kraju, z rozbiciem na poszczegoélne jego regiony. Znajac
realia wspotpracy z sektorem pszczelarskim chciatbym w tym miejscu pogratulowaé

Autorce sukcesu w gromadzeniu tak licznego materiatu badawczego.



Ponadto Doktorantka wykorzystata w badaniach materiat genetyczny krajowych
szczepow districtowiruséw, iflawiruséw i CBPV pochodzacy z zasobdéw Zaktadu
Choréb Pszczot PIWet-PIB. Pozwolit on na projektowanie lub modyfikacje sekwenciji
starterow w wykorzystywanych w opracowywanych testach a takze na optymalizacje i
ocene odpornoéci oraz specyficznosci tych testéw. Réwniez dla potrzeb kontroli
projektowanych testow wykorzystano materiat genetyczny pochodzgcy od siedmiu
gatunkow bakterii.

Nastepnie Autorka opisata wykorzystane metody izolacji kwas6w nukleinowych
z pozyskanych probek matek pszczelich, warunki amplifikacji materiatu genetycznego,
wizualizacji otrzymanego produktu i jego sekwencjonowania. Bardzo obszernie
przedstawita metodyke stuzacg do opracowania testow Ifla-CBPV i Districto mRT-
PCR, od wyboru starteréw, optymalizacji warunkow reakcji molekularnych, kontroli
wewnetrznej amplifikacji, oceny wydajnosci, czystosci i odpornosci testow. W kolejnym
punkcie tego rozdziatu przedstawita rezultaty zwigzane z walidacja przygotowanych
testbw. Gotowe testy wykorzystata do oceny zebranego materiatu matecznego a
uzyskane rezultaty poddata stosownej analizie statystycznej.

Przyjete przez Doktorantke metody i zaprojektowane przez Nig testy Ifla-CBPV
I Districto mRT-PCR sg adekwatne do realizacji zamierzonych badari. Na uznanie
zastuguje bardzo dobre przygotowanie i opanowanie warsztatu w wykorzystaniu
technik biologii molekularne;.

Wyniki badan zostaty przedstawione w usystematyzowany sposéb na 16
rycinach i w 15 tabelach. Zaréwno ryciny, jak i tabele zostaty umiejetnie rozmieszczone
w tekscie pracy, co utatwia $ledzenie opisywanych przez Doktorantke zaleznosci. Przy
dtuzszej lekturze tekstu tak liczny materiat graficzny wymaga duzego skupienia uwagi,
dlatego przy przygotowywaniu pracy do druku nalezy go ograniczyé.

Autorka wykorzystujgc zaprojektowane do testdéw startery, uwzgledniajgce
zmiennosci wynikajgce z mutacji w obrebie odcinkéw genoméw, dokonata
optymalizacji warunkow amplifikacji w zakresie stezen starteréw, ilosci polimerazy
Taq, dodatku albuminy bydlecej (BSA), koncentracji jonéw Mg i wartosci temperatury
przytgczania starterow. Rezultat w postaci zoptymalizowanych sktadéw mieszanin
reakcyjnych dla obu testéw oraz profilu temperaturowo-czasowego zostat zebrany w
trzech tabelach. Przygotowane testy Ifla-CBPV i Districto mRT-PCR wykazaty sie

100% zgodnoscig, czutoscia i specyficznoscig diagnostycznag w procesie ich walidacji.



W ocenianym materiale matecznym Doktorantka wykazata, ze na ogéing liczbe
239 przebadanych matek tylko 5 z nich (2,09%) byto wolne od zakazen wirusowych.
W pozostatych najczesciej notowany byt wirus DWV (89,9%) a wirusy ABPV i BQCV
odpowiednio 55,2% i 49,4%. U wiekszosci matek pszczelich wystepowaty infekcje
mieszane: dwoma gatunkami wiruséw (26,4% DWV i ABPV), trzema gatunkami
(15,1% DWV, ABPV i BQCV). Tylko u 13,8% zakazonych matek stwierdzono jeden
gatunek wirusa, ale az w12,6% préb wykryto wiecej niz trzy gatunki wirusow.

W zestawieniu uwzgledniajgcym regionalizacje kraju najwyzszy odsetek matek
zakazonych: DWV stwierdzono w wojewédztwie mazowieckim (95,8%), SBV - regionie
poéinocnym (44,1%), CBPV- regionie potudniowo zachodnim, ABPV — regionie
poétnocnym (73,5), BQCV - regionie potudniowo zachodnim (60,9%) i IAPV w
wojewddztwie mazowieckim (4,2%). Najwiecej zakazen mieszanych posiadaty matki z
regionu centralnego (95,0%) a najmniej z regionu poétnocno-zachodniego. Analizujgc
wptyw czynnikéw biotycznych i abiotycznych Autorka wykazata zaleznosci w
prewalenciji districtowiruséw, SBV i CBPV powigzane z wiekiem matki oraz regionem i
pochodzenia, ale nie dotyczyly one DWV. Wielko$é napszczelenia terenu skad
pochodzity matki nie miata wptywu na obecno$é u matek disricto- i iflawiruséw oraz
CBPV. Nie obserwowano réwniez istotnego wptywu inwazji Varroa destructor oraz
infekcji Vairimorpha sp. na wystepowanie zakazen wirusowych bez wzgledu na wiek
matek pszczelich.

W obszernym rozdziale Dyskusja Autorka wykazata si¢ bardzo dobrg
znajomoscig piSmiennictwa zwigzanego z tematem pracy, jak rowniez umiejetnoscia
konfrontacji wtasnych rezultatéw z wynikami innych badaczy. Zaprezentowane wyniki
pozwolity na sformutowanie az 10 wnioskow, ktére sg zgodne z postawionymi celami.
Oznacza to, ze mgr inz. Dagmara Zdanska wykazata sie samodzielnego prowadzenia
pracy naukowe;.

Doktorantka w mojej ocenie zrealizowata w petni wszystkie postawione z
dysertacji cele badawcze, a na szczeg6lng uwage zastuguje zaprojektowanie,
opracowanie i zwalidowanie testéw Ifla-CBPV i Districto mRT-PCR. Ta cze$¢ zadania
badawczego ma wysoki walor naukowy a takze aplikacyjny w diagnostyce
wirusologicznej zakazen wirusowych u pszczoty modne;j.

Dodatkowo nalezy podkresli¢ iz Doktorantka w swoich badaniach wykorzystata
najnowsze techniki badawcze co $wiadczy o Jej profesjonalizmie i dobrym

merytorycznym przygotowaniu. Zaznaczy¢ nalezy iz badania zrealizowane przez Nia
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zostaty wykonane na duzej liczbie matek pszczelich, dla ktérych to nie ma zbyt licznych
danych literaturowych z zakresu prewalencji zakazen wirusowych a szczegdlnie z
terenu naszego kraju.

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska
p.t. ,Identyfikacja zakazen wirusowych u matek pszczoty miodnej (Apis mellifera L.) w
Polsce” autorstwa mgr inz. Dagmary Zdanskiej spetnia warunki zawarte w Art. 187
Ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce, z dnia 20.07.2018 r. (Dz.U. 2023 poz.
742 ze zm.) i skladam wniosek do Rady Naukowej Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach o dopuszczenie
mgr inz. Dagmary Zdanskiej do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania
stopnia naukowego doktora.

Jednoczesnie zgtaszam wniosek o wyrdznienie pracy, motywujac to jej wysokg
wartoscig poznawczg i aplikacyjng oraz bardzo dobrym przygotowaniem i
Opanowaniem warsztatu badawczego zwigzanego z modyfikowaniem i

wykorzystaniem technik biologii molekularnej.
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