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l. Imiona i nazwisko: Maciej Adam Pszczotkowski

Il. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe:
1. Dyplom doktora nauk przyrodniczych w dyscyplinie fizjologia zwierzat,
Zakfad Fizjologii Bezkregowcow, Wydziat Biologii Uniwersytetu Warszawskiego, 1995

Tytut rozprawy doktorskiej: Badania nad rolg ekdysteroidéw w rozwoju i zachowaniu sie larw
dwoch gatunkow Lepidoptera: Galleria mellonella i Spodoptera littoralis.

Promotor: prof. dr hab. Bronistaw Cymborowski

2. Dyplom magistra biologii, specjalizacja biologia ogdlna,
Zaktad Fizjologii Bezkregowcow, Wydziat Biologii Uniwersytetu Warszawskiego, 1987

Tytut pracy magisterskiej: Badania allatotropowej aktywnosci mozgu larw mola woskowego,
Galleria mellonella.

Promotor: prof. dr hab. Bronistaw Cymborowski

Il Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu

Associate Research Professor, Department of Agriculture, Missouri State University, Mountain
Grove, MO, USA, 2010-obecnie.
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Assistant Research Professor, Department of Agriculture, Missouri State University, Mountain
Grove, MO, USA, 2006-2010.

Adjunct Faculty, Department of Entomology, Washington State University, Pullman, WA, USA,
2006-obecnie.

Research Assistant Professor, Department of Entomology, Kansas State University, Manhattan,
KS, USA, 2005-2006.

Postdoctoral Research Associate, Department of Entomology, Kansas State University,
Manhattan, KS, USA, 2003-2005.

Postdoctoral Research Associate, Department of Entomology, Washington State University,
Pullman, WA, USA, 1999-2003.

Postdoctoral Research Associate, Department of Life Science, Tsing-Hua University, Taiwan
R.0.C, 1997-1999.

Senior Lecturer, Department of Life Science, Tsing-Hua University, Taiwan R.O.C., 1997.
Adiunkt, Zaktad Ochrony Lasu, Instytut Badawczy Le$nictwa w Warszawie, 1996 — 1997.

Asystent, Wydziat Biologii Uniwersytetu Warszawskiego w Warszawie, 1987 —1996.

Wykaz publikacji stanowiacych osiagniecie naukowe, o ktérym mowa w art. 16 ust. 2 ustawy
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule

w zakresie sztuki (dz. u. nr 65, poz. 595 ze zm.)

Tytut osiggniecia naukowego:

Stymulatory zerowania u larw owocowki jabtkoweczki, Cydia pomonella L. (Lepidoptera,
Tortricidae): od badan podstawowych do zastosowania w ochronie jabtek
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B) Publikacje wchodzace w sktad osiagniecia naukowego:

Kazda notka zawiera nastepujace informacje: Autorzy, rok wydania, tytut publikacji, wydawnictwo,
tom, strony, impact factor wg bazy Journal Citation Reports (JCR) zgodnie z rokiem opublikowania
(IF), punktacja wg. Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego zgodnie z komunikatem Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie wykazu czasopism naukowych z 31 grudnia 2014
(MNiSW), piecioletni impact factor wg bazy JCR (IFsvy) oraz liczbe cytowan wg. Web of Science
(WoS), Scopus (Scopus) lub Google Scholar (GS).

Oswiadczenia wszystkich wspdfautorow okreslajace indywidualny wkfad kazdego z nich w

powstanie poszczegoinych publikacji znajdujg sie w Zataczniku 5.

1. Pszczolkowski M.A., Matos, L., Brown R., and Brown J.J. (2002a). Feeding and
development of codling moth, Cydia pomonella, (L.) (Lepidoptera: Tortricidae) larvae on
apple leaves. Annals of the Entomological Society of America 95: 603-607.

IF2002= 0,862
IFsvy= 1,204
MNISW =25

Cytowania:
WoS =9
Scopus =8
GoogleS =10

Wkiad habilitanta: 62.5% - Idea badan, zaplanowanie i koordynacja prac eksperymentalnych,
wykonanie przewazajacej czesci biotestow, analiza otrzymanych wynikow, napisanie i rewizja
manuskryptu.

2. Pszczolkowski M.A., Matos, L., Zahand. A, and Brown J.J. (2002b). Effect of
monosodium glutamate on apple leaf consumption by codling moth larvae. Entomologia
Experimentalis et Applicata 103: 91-98.

IF2002 = 0,997
IFsv= 1,674
MNiSW = 35
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Cytowania:
WoS =12
Scopus =12
GoogleS = 14

Wktad habilitanta: 62.5% - Idea badan, opracowanie nowatorskiej metodyki biotestéw, zaplanowanie
i koordynacja prac eksperymentalnych, wykonanie przewazajgcej czesci biotestow, analiza
otrzymanych wynikow, napisanie i rewizja manuskryptu.

3. Pszczolkowski M.A. and Brown J.J. (2002). Prospects of monosodium glutamate use for
enhancement of spinosad toxicity against the codling moth. Phytoparasitica 30: 243-252.

IF2002 = 0,485
IFsy= 0,767
MNiSW=20

Cytowania:
WoS =14
Scopus = 14
GoogleS =14

Wkiad habilitanta: 80% - Idea badan i koncepcja ich ewentualnego zastosowania w praktyce,
opracowanie nowatorskiej metodyki biotestdw, zaplanowanie i wykonanie prac eksperymentalnych,
analiza otrzymanych wynikow, napisanie i rewizja manuskryptu.

4. Pszczolkowski M.A., Zahand. A, Bushman S.M, and Brown J.J (2003). Effects of calcium
and glutamate receptor agonists on leaf consumption by lepidopteran neonates.
Pharmacology Biochemistry and Behavior 74: 389-394.

IF2003 = 2,308
IFsy = 2,848
MNiSW =25

Cytowania:
WoS =6
Scopus =6
GoogleS =6
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Wkiad habilitanta: 62.5% - Idea badan, zaplanowanie i koordynacja prac eksperymentalnych,
wykonanie przewazajacej czesci biotestow, analiza otrzymanych wynikdw, napisanie i rewizja
manuskryptu.

5. Pszczolkowski M.A. and Brown J.J. (2003). Effects of sugars and non-nutritive sugar

substitutes on consumption of apple leaves by codling moth neonates. Phytoparasitica 31:
283-291.

F2003 = 0,563
IFsy= 0,767
MNISW = 20

Cytowania:
WoS =5
Scopus =5
GoogleS =6

Wkiad habilitanta: 80% - Idea badan i koncepcja ich ewentualnego zastosowania w praktyce,
opracowanie nowatorskiej metodyki biotestéw, zaplanowanie i wykonanie prac eksperymentalnych,
analiza otrzymanych wynikow, napisanie i rewizja manuskryptu.

6. Pszczolkowski M.A. and Brown J.J. (2004). Enhancement of spinosad toxicity to Cydia
pomonella neonates by monosodium glutamate receptor agonist. Phytoparasitica 32: 342-
350.

IF2004 = 0,543
IFsy= 0,767
MNiSW =20

Cytowania:
WoS =4
Scopus =4
GoogleS =5

Wkiad habilitanta: 80% - Idea badan i koncepcja ich ewentualnego zastosowania w praktyce,
opracowanie nowatorskiej metodyki biotestdw, zaplanowanie i wykonanie prac eksperymentalnych,
analiza otrzymanych wynikow, napisanie i rewizja manuskryptu.

7. Pszczolkowski M.A. and Brown, J.J. (2005). Single experience learning of host fruit
selection by lepidopteran larvae. Physiology and Behavior 86: 168-175.
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IF 2005= 2,183
[Fsy = 3,339
MNISW = 30

Cytowania:
WoS =7
Scopus =6
GoogleS =13

Wktad habilitanta: 80% - opracowanie koncepcji eksperymentu, wykonanie prac eksperymentalnych,
analiza otrzymanych wynikow oraz napisanie i rewizja manuskryptu

8. Pszczolkowski, M.A., Brown, J.J. and Ramaswamy, S.B. (2005a). Effect of metabotropic
glutamate receptor agonists and signal transduction modulators on feeding by a caterpillar.
Pharmacology, Biochemistry and Behavior 82: 678-685.

IF 2005= 1,970
IFsy = 2,848
MNISW =25

Cytowania:
WoS =3
Scopus =3
GoogleS =4

Wktad habilitanta: 80% - opracowanie koncepcji eksperymentu, wykonanie prac eksperymentalnych,
analiza otrzymanych wynikow, napisanie manuskryptu.

9. Pszczolkowski, M.A., Ramaswamy, S.B., Anelli C., and Brown, J.J. (2005b). Effects of L-
and D-aminophosphono acids on feeding in neonate codling moth Cydia pomonella.
Pestycydy/Pesticides (4): 43-48.

IF = nie dotyczy
MNiSW = 4

Cytowania:

WoS = praca nie ujeta w bazie danych
Scopus = praca nie ujeta w bazie danych
GoogleS =1
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Wkiad habilitanta: 85% - Opracowanie koncepcji pracy i eksperymentow, wykonanie biotestow,
analiza otrzymanych wynikéw, napisanie i rewizja manuskryptu.

10. Pszczolkowski M.A. and Brown J.J. (2014) Enhancement of Insecticides Against Codling
Moth (Lepidoptera: Tortricidae) With L-Aspartate in Laboratory and Field Experiments.
Journal of Economic Entomology 107: 1163-1171.

IF2014 = 1,605
IFsy = 1,781
MNiSW = 35

Cytowania:;
WoS =2

Scopus = 2
GoogleS = 2

Wkiad habilitanta: 90% - Opracowanie koncepcji pracy i eksperymentow, koordynacja prac
eksperymentalnych, analiza otrzymanych wynikdw, napisanie i rewizja manuskryptu.

Sumaryczny Impact factor dla publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego wg bazy JCR
zgodnie z rokiem opublikowania: 11,516
piecioletni: 15,995
Sumaryczna punktacja MNiISW publikacji wchodzacych w skiad osiggniecia naukowego: 239
Liczba cytowan publikacji wchodzacych w skiad osiggniecia naukowego wg baz:
Web of Science: 62

Scopus: 60
Google Scholar: 75

—

/ Jat A

Podpis kandydata

Mountain Grove, 65711 MO, USA, 1 grudnia 2015
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V. Omoéwienie celu naukowego ww. prac stanowigcych osiagniecie naukowe i osiagnietych
wynikéw oraz ich wykorzystania w praktyce

Wprowadzenie

Owocowka jabtkdweczka, Cydia pomonella, L. (Lepidoptera, Tortricidae) jest powaznym
szkodnikiem jabtek, rozprzestrzenionym w catej strefie umiarkowanej. Brak kontroli tego szkodnika skutkuje
stratami siegajacymi 80% plonu. W Stanach Zjednoczonych, ktore produkujg okoto 10% jabtek na $wiecie
straty spowodowane przez owocoéwke mogg potencjalnie siegng¢ powyzej 1.5 miliarda dolaréw rocznie.
Poniewaz stadium inwazyjne owocowki (Swiezo wykluta larwa) wgryza sie w jabtko wkrétce po opuszczeniu
jaja i pozostaje wewnatrz owocu niemal do chwili przepoczwarczenia, rolnicy majg ograniczone opcje
kontrolowania populacji tego owada. Historycznie rzecz biorac mtode larwy owocéwki byty zwalczane przy
pomocy opryskéw. Gtownym (i pozostajacym w uzyciu przez ponad trzy dekady) insektycydem byt tu
azinfosmetyl, neurotoksyna bedaca pochodng gazoéw bojowych produkowanych w czasach Il wojny
Swiatowej. Naturalnie, insektycyd ten wzbudzat uzasadnione obawy co do wptywu na zdrowie robotnikow
rolnych oraz konsumentéw. W dodatku, owocdwka wyksztatcita oporno$¢ przeciwko azinfosmetylowi: w
latach 60-tych ubiegtego wieku do petnej kontroli owocowki wystarczata dawka 50 graméw na hektar.

Trzydziesci lat pozniej potrzeba byto powyzej 1.5 kilograma na hektar.

W roku 1996, Kongres i Prezydent Stanéw Zjednoczonych zatwierdzili tzw. Food Quality Protection
Act, ktory przewidywat wycofanie z uzytku azinfosmetylu do roku 2006. Wobec braku alternatywnych,
skutecznych srodkéw ochrony ochrony jabtek przed owocowkg insektycyd ten pozostat w uzyciu do 2013. W
Europie azinfosmetyl zostat wycofany z uzytku w 2006, ale na Nowej Zelandii byt szeroko uzywany jeszcze
w 2009. W 1999 do ochrony jabtek przed owocdwka zaproponowano spinosad (mieszanina spinozyny A i
spinosyny D w proporcji 17:3 vol/vol), insektycyd ktéry zakidca dziatanie receptoréw acetylocholiny oraz
imituje dziatanie kwasu y-aminomastowego. Moje badania przyczynity sie do zarejestrowania tego
insektycydu dla potrzeb ochrony jabtek w stanie Waszyngton, USA. Spinosad stosowany jest coraz cze$ciej
I wyksztatcenie opornosci jest jedynie kwestiq czasu. Z innych insektycydow stosuje sie acetamiprid
(neonikotynoid), cyflutryne (syntetyczny pyretroid) oraz karbaryl (karbaminian).

W ciggu ostatniej dekady prébowano rozwing¢ technologie zwalczania owocdwki przy pomocy
feromondw i kairomondw uzywajac wabikéw do dezorientacji samcdw (mating disruption) oraz w strategii

,Zwab i zabij’. Obie technologie sg bardzo przyjazne Srodowisku. Niestety, obie nie sprawdzajg sie w
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przypadku duzej gestosci populacji szkodnika oraz sasiadujgcych matych i Srednich plantacii, z ktorych
niektére sg traktowanie feromonami (lub innymi Srodkami ochrony roélin), a niektére nie. Wskutek migracji
ciezarnych samic z nietraktowanych sadéw do sadéw gdzie stosowana jest metoda dezorientacji samcow
lub strategia ,zwab i zabij” lokalne populacje owocdwki szybko sie odbudowuja. Ostatnie badania nad
kairomonami w zwalczaniu owocowki sg bardziej obiecujace, ale wszystkie metody bazujgce na feromonach
lub kairomonach sg kosztowne, wobec czego metody chemiczne ochrony roslin oparte na opryskach

$rodkami chemicznymi majq jeszcze dtugg przyszto$¢ w ochronie jabtek przed owocowka jabtkéweczka.

W tej sytuacji potrzebne byty (i nadal sg) alternatywne metody ochrony jabtek przed owocdwka. Mnie
zainteresowaty metody wykorzystujace znajomo$¢ behawioru miodych larw owocowki przejawianego w
procesie poszukiwania owocu zywicielskiego. W 1999 wiadomo byto, Ze motyle owocdwki (zwtaszcza motyle
pierwszej generacji) sktadajq jaja na lisciach. Swiezo wykluta larwa musiata zatem jako$ zlokalizowaé owoc
zywicielski a nastepnie oceni¢ jego jako$¢ przed podjeciem decyzji o wgryzieniu sie wen. Wstepne
obserwacje, ktére poczynitem w 1999 wskazaly na dwa istotne fakty. Po pierwsze, mtoda larwa zanim
wgryzie sie w jabtko pobiera kes skorki wraz z niewielkim kawatkiem migzszu, obraca go w narzadach
gebowych i po pewnym czasie albo potyka albo odrzuca. Tylko w tym pierwszym przypadku dochodzi do
wgryzienia si¢ w owoc na wiekszg gtebokos¢. Po drugie, stwierdzitem, ze mtode larwy owocdwki potrafig
zerowac na lisciach jabtoni, co byto faktem podowczas nieznanym. W tej sytuacji zaplanowatem program
badawczy ktorego celem byto zbadanie mechanizméw zerowania larw owocowki na lisciach jabtoni i
infestacji jabtek oraz znalezienie stymulatorbw Zerowania ktore mogtyby zwiekszy¢ skuteczno$c
insektycydow przeciwko owocowce jabtkdweczce tym samym redukujgc stezenie toksycznych sktadnikdw
aktywnych tychze insektycydow bez zmniejszenia ich wydajno$ci. W tym celu postanowitem:

1. Scharakteryzowa¢ zerowanie larw owocéwki na lisciach jabtoni oraz zbada¢ czy mozna
zwiekszy¢ jego tempo

2. QOceni¢ jakie produkty zywnos$ciowe wykorzystywane w gospodarstwie domowym mogg
stymulowac Zerowanie larw owocowki na lisciach jabtoni. (Takie produkty mogg liczy¢ na
znacznie skrocony i uproszczony proces rejestracji do uzycia przez Amerykanska Agencje
Ochrony Srodowiska).

3. Scharakteryzowac receptory smakowe larw owocowki uzywane w zerowaniu na lisciach jabtoni
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4. Oceni¢ czy stymulatory zerowania mogq stuzy¢ jako substancje wzmacniajece insektycydy
przeciwko larwom owocdwki. W tym celu nalezato stwierdzi¢, czy owe stymulatory zachowatyby
swoje witaciwosci pobudzania zerowania w obecnos$ci insektycyddw i czy — w konsekwenciji —
obserwowana bytaby wieksza skutecznos¢ tych insektycydow.

5. Zbada¢ czy behavior zerowania na lisciach jabtoni petni jaka$ role w procesie odnajdywania
owocu zywicielskiego.

6. Na podstawie zgromadzonych danych zaprojektowac¢ lub zaproponowa¢ stymulatory Zerowania
cechujace sie maksymalng mocg i odpornoscig na deszcz

7. Przeprowadzi¢ proby polowe z mieszaninami wybranych stymulatorow Zerowania oraz
wybranych insektycydow przeciwko owocowce jabtkoweczce. Oceng dobroci wybranych
stymulatorow miata by¢ redukcja szkdd wyrzadzonych przez owocdwke jabtkoweczce poprzez
dodanie stymulatora do insektycydow uzywanych w rutynowych opryskach sadow jabtkowych.

Metodyka

Badania nad smakiem u gasienic owocowki jabtkoweczki wymagaty opracowania od podstaw
metodyki eksperymentowania. Konwencjonalne metody analizy tego zmystu, oparte na metodach
elektrofizjologicznych okazaly sie catkowicie nieadekwatne. Swiezo wykluta larwa ma ok. milimetra dtugosci
i jest zbyt delikatna do badan metodami elektrofizjologicznymi. Sporzadzenie nieinwazyjnych elektrod
kontaktowych jest juz duzym wyzwaniem, inwazyjna elektroda odniesienia po prostu zabija larwe. W tej
sytuacji postuzytem sie farmakologiczng analizg behawioru zerowania. W tym celu sporzadzitem niewielkie
areny testowe na szkietkach podstawowych (4 areny na szkietko). Przy uzyciu obustronnej tasmy
samoprzylepnej oraz naktadek uzywanych w pracach biurowych do wzmacniania dokumentéw umocowatem
na szkietkach podstawowych krazki wyciete z lisci jabtoni. Do takich aren testowych (kazda miata ok. 6 mm
Srednicy) wprowadzano za pomocg pedzelka z wielbtadziej siersci, po jednej, Swiezo wyklutej larwie
pierwszego stadium. Areny byty nastepnie przykrywane szkietkami nakrywkowymi a cato$¢ umieszczana w
komorze wilgotnej. Szczegoty konstrukcji areny sg podane w Pszczolkowski i Brown (2002); Zat. 2, pkt.
IVB, poz. 3. Larwa zerowata w takiej arenie przez kilka dni, pozostajac w znakomitej kondycji az do czasu
wyczerpania sie pozywienia. Ta prosta metodyka pozwalata przyuczy¢ do eksperymentowania

niewykwalifikowanych studentéw lub pracownikdw dniowkowych w ciggu zaledwie jednej godziny. Wszystkie
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elementy niezbedne do wykonania aren sg dostepne w sklepach z artykutami dla szkdt lub w
supermarketach. Szkietko z czterema arenami wykonuje sie w ciggu kilku minut. W celu uniezaleznienia
metodyki od sezonu wegetacyjnego i zapewnienia jednolitej jakosci pozywienia uzyto lisci tej samej odmiany
jabtoni (Honeycrisp®), w tym samym wieku, pozyskiwanych z drzewek hodowanych w szklarni.
Przeprowadzono kilka rodzajow testow uzywajac wyzej opisanych aren. W testach na indukcje
zerowania umieszczano larwe w arenie i rejestrowano ile czasu uptyneto do rozpoczecia zerowania. W
testach na rozwoj larw hodowanych wytacznie na lisciach oraz na stymulacje zerowania rejestrowano ilos¢
zjedzonego pokarmu po uptywie okres$lonego czasu. W tym celu uzyto mikroskopu wyposazonego w okular
z siatkg pomiarowa, okreslajac powierzchnie liscia zjedzong przez larwe. Przy pomocy krzywej kalibracyjnej
przeliczano powierzchnie zjedzong na mikrogramy suchej masy liscia. Przy pomocy takich testéw zbadano
wptyw rozmaitych substancji chemicznych (cukrow, sztucznych srodkéw stodzacych, glutamininu sodu,
agonistéw i antagonistéw receptoréw glutaminianowych, substancji modulujacych $ciezki sygnatowe, oraz
insektycydow) na rozpoczecie i intensywnoS¢ zerowania. Areny byly tez uzywane w badaniach nad
wytrzymato$cig stymulatorow Zerowania na deszcz, dobowg dystrybucjq intensywnosSci Zerowania,
toksycznos$cig insektycydéw i stymulatoréw Zerowania, warunkowania i adaptacji sensorycznej larw
owocowki oraz farmakologiczej charakterystyce receptorow zaangazowanych w wyczuwanie glutaminianu .
Dodatkowo postuzono sie bardzo czutymi wagami elektronicznymi oraz transmisyjnym i skaningowym

mikroskopem elektronowym.

Na etapie wstepnych badar polowych, przeprowadzonych w prywatnym sadzie w okolicach Pullman,
WA, USA, oprécz opisanych juz testdw na zerowanie wykorzystano precyzyjne opryskiwacze plecakowe,
specjalnie zbudowane wieze do symulowania opadéw oraz przeno$ng automatyczng stacie meteo.
Zaawansowane badania polowe przeprowadzono w godpodarstwie doswiadczalnym Missouri Fruit
Experiment Station w Mountain Grove, MO, USA. Do$wiadczenie trwato trzy lata (2010-2012) i zostato
przeprowadzone na jabtoniach odmiany Gala szczepionych na podktadce M7A w uktadzie catowicie
losowym. Drzewka byty opryskiwane albo mieszankg insectycyddéw i kwasu asparaginowego (drzewka
doSwiadczalne) albo samym insectycydem (drzewka kontrolne). Do opryskow uzyto specjalnie
skontruowanego, precyzyjnego opryskiwacza doswiadczalnego ciggnionego za traktorem. Dryft
insektycydow i mieszanek byt ograniczany ptachtami z brezentu.
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Jednocze$nie monitorowano zmiany w populacji owocowki przy pomocy putapek typu Delta z
wabikami zawierajacymi feromon ptciowy owocowki (codlemon). Monitoring pozwolit okresli¢ czas wylotu
owocdwki oraz precyzyjnie wybrac czas aplikacji insektycydu (opryski wykonywano 1-2 dni po przekroczeniu
ekonomicznego progu szkodliwo$ci wynoszacego pie¢ samcdw na putapke. Pod koniec pierwszej i drugiej
generacji owocowki jabtkbweczki owoce byly zbierane, przenoszone do laboratorium, wazone i badane na
obecno$¢ larw owocowki. Wplyw kwasu asparaginowego oraz mieszanin tego kwasu z wybranymi
insektycydami na zerowanie larw owocowki przeprowadzony byl w laboratorium przy uzyciu wyzej opisanych
aren. Takie same areny byty uzyte w analizie toksykologicznej insektycydow oraz mieszanek insektycydow

z kwasem asparaginowym.

W analizie statystycznej wykorzystano poréwnanie Srednich testem ANOVA, testem t Studenta,

testem Kruskal-Wallisa lub analizg probitowa.

Omowienie uzyskanych wynikow

Zerowanie i rozwoj owocowki jabtkoweczki na ligciach jabtoni

Stwierdzono, ze larwy owocowki rozwijajg sie na pokarmie ztozonym wytacznie z lisci jabtoni
(Pszczolkowski i wsp., 2002a; Zat. 2, pkt. IVB, poz. 1). Dotyczy to zwtaszcza larw pierwszego stadium, z
ktorych prawie 75% linieje do drugiego stadium. W ciggu pierwszych 48 godzin zerowania nie
zaobserwowano zadnej $miertelnosci wsrod larw Swiezo wyklutych z jaj. Hodowla na lisciach obniza zaréwno
ciezar ciata larw jak i szerokos¢ kapsutki glowowej. Larwy owocdwki zerujace na lisciach osiggajq ostatnie
(pigte) stadium larwalne ale zamierajg wkrotce po linieniu nie osiggajac masy krytycznej niezbednej do
zapoczwarczenia. Ponadto, dieta ztozona z lisci powoduje degeneracie jader u larw owocowki: obserwowane
zmiany w ultrastrukturze jader przypominajg zmiany wywotane w komdrkach ssaczych poddanych
deprywacji biatkowej. W przypadku larw owocdwki, deprywacja biatkowa co prawda nie zapobiega
formowaniu si¢ samczych gonad, ale jednoczesnie uruchamia w nich proces autofagocytozy. Larwy

owocdwki moga przezy¢ nawet do 16 dni, niemniej jednak nie majg szans na zamkniecie cyklu zyciowego.

Z praktycznego punktu widzenia jest istotne wiedzie¢, ze larwy owocowki moga przezy¢ co najmnie;
kilka dni bez owocow. Po pierwsze, istniejg przyjazne srodowisku insektycydy, n.p. Bacillus thuringiensis,

ktére majg maty wptyw na owocowke, poniewaz muszg by¢ konsumowane prze dtuzszy czas. Fakt, ze larwy
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owocdwki moga zerowac na lisciach przez ponad dwa tygodnie otwiera nowe perspektywy w ochronie jabtek.
Gdyby udato sie zdoby¢ substancje chemiczng zdolng do zatrzymania larw owocdwki na lisciach i potaczyé¢
ja ze stymulatorem Zerowania — by¢ moze udatoby sie zastosowac preparaty z B. thuringiensis przeciwko
owocdwce z wiekszg skutecznoscia. Z teoretycznego punktu widzenia wyniki przytoczone w niniejszym
akapicie sktaniajg do zadania dwoch nastepnych pytan. Po drugie - czy larwy owocdwki mogq szybowaé na
nici przednej. Jesli tak, to nie tylko motyle owocdwki, ale takze i larwy mogq migrowac, byé moze na duze
odlegtosci. Po trzecie — jaka jest biologiczna rola Zerowania na liSciach. Badania ktére odpowiedzg na
pierwsze i drugie pytanie prowadzone sg obecnie w laboratorium habilitanta. Odpowiedz na pytanie trzecie

zostanie udzielona w akapicie ,Biologiczna rola zerowania larw owocowki na lisciach”

W poszukiwaniu stymulatorow Zzerowania larw owocowki

Przy uzyciu opisanych wyzej biotestow zbadano wptyw na Zerowanie larw owocdwki wywierany
przez nastepujace substancje: fruktoze, maltoze, glukoze, sacharoze, stodzik Sweet'n Low, stodzik Equal®
(zawierajacy aspartam, glukoze, oraz maltodekstryne), sacharyne, kwasny winian potasu, ortokrzemian
wapnia oraz glutaminian sodu. Sposréd tych substancji jedynie stodzik Sweetn Low (Pszczolkowski i
Brown, 2003; Zat. 2, pkt. IVB, poz. 5) oraz glutaminian sodu (Pszczolkowski i wsp., 2002b; Zat. 2, pkt.
IVB, poz. 2; Pszczolkowski i Brown, 2002; Zat. 2, pkt. IVB, poz. 3) przyspieszaty zerowanie na lisciach
oraz zwiekszaty jego intensywno$¢, wraz ze wzrostem stezenia. Stodzik Sweet'n Low zawiera sacharyne,
kwasny winian potasu oraz ortokrzemian wapnia. Jednak tylko sacharyna ma stymulujacy wptyw na
zerowanie owocOwki na lisciach (Pszczolkowski i Brown, 2003; Zat. 2, pkt. IVB, poz. 5). Warto zauwazy¢,
ze glutaminian sodu wzmaga konsumpcje lisci juz przy stezeniach 0.01-0.05 mg/ml (10-50 ppm), podczas
gdy sacharyna wywiera taki wptyw dopiero przy stezeniu 500 ppm. Sposrdd szesciu gatunkdw zbadanych
metodami behavioralnymi larwy owocowki jabtkdweczki sg najbardziej wrazliwe na glutaminian
(Pszczolkowski, 2008). By¢ moze jest to adaptacja pokarmowa; skorka jabtka zawiera glutaminian, ktory

dominuje wérdd aminokwasdw skorki (Magne et al., 1997).

Stymulatory zerowania owadow byty dos¢ intensywnie badane w latach 60-tych i 70-tych ubiegtego
wieku. Preparaty te, oparte na melasie i ekstraktach z kukurydzy, musiaty by¢ stosowane w stezeniach 10 i
50 tysiecy ppm. aby wywrze¢ pozadany efekt, wskutek czego ich zastosowanie w ochronie roslin napotkato
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ograniczenia natury praktycznej (duze stezenie lepkich substancji utrudnia prawidtowe funkcjonowanie
aparatury opryskowe;).

W kolejnych badaniach nad stymulatorami zerowania postanowitem skupic sie na glutaminianie sodu
i sacharynie. Badania nad glutaminianem sodu pozwolity stwierdzi¢ czy jest mozliwe wzmocnienie
insektycydow poprzez dodatek stymulatora Zzerowania i okresli¢ jakie problemy nalezy rozwigza¢ przed
rozpoczeciem eksperymentow z mieszaninami insektycydow i stymulatorow w warunkach polowych na duzg
skale. Stymulujace dziatanie sacharyny pozwolito zaprojektowac eksperymenty ktére daty odpowiedz na

pytanie ,jaka jest biologiczna rola Zzerowania na lisciach”.

Biologiczna rola Zzerowania larw owocowki na liSciach

Juz wstepne badania z uzyciem glutaminianu sodu wykazaty, ze w behawiorze Zzerowania larw
owocOwki wystepujg pewne elementy adaptacji sensorycznej podobne do adaptacji sensorycznej ssakow.
Mtode larwy owocowki spozywajg wiecej tkanki roslinnej traktowanej glutaminianem jezeli wczesnie;
eksponowano je na glutaminian (Pszczolkowski i wsp. 2002b; Zat. 2, pkt. IVB, poz. 2). Proces ten, zwany
sensytyzacjq zostat opisany u szczuréw: mtode szczury pijg wiecej wody ostodzonej cukrem jesli pozwolito
sie im napic¢ takiej wody zaraz po porodzie (Myers et al., 1997). Podobienstwa mechanizméw adaptacii
sensorycznej larw owocowki i ssakéw wykazatem réwniez w badaniach nad warunkowaniem u larw
owocdwki (Pszczolkowski i Brown, 2005; Zat. 2, pkt. IVB, poz. 7). W eksperymentach tych $wiezo wyklute
larwy byty warunkowane poprzez umieszczenie ich w arenach na liciach traktowanych sacharyna. Kazdej
larwie pozwolono zerowac przez 3 godziny. Uzyto dwéch rodzajéw lisci: w pierwszym wariancie byly to liscie
jabtoni, w drugim — lis¢ie mitorzebu dwuklapowego (Ginkgo biloba). Liscie Ginkgo majg wiasciwosci
emetyczne: larwy owocOwki pobierajg tkanke tych lisci, ale po pewnym czasie zwracajg pokarm i przestajq
jes¢. Warunkowane larwy poddano testowi wyboru pomiedzy jabtkami traktowanymi sacharyng a jabtkami
traktowanymi rozpuszczalnikiem (woda destylowana z detergentem). Larwy, ktére Zerowaty na liSciach
jabtoni traktowanych sacharyng wgryzaty sie w jabtka traktowane sacharyna. Zjawisko to zwane preferencjg
indukowang (Jermy et al., 1968) trwato stosunkowo krotko: juz w cztery godziny po warunkowaniu larwy nie
odrézniaty jabtek traktowanych sacharyng of jabtek kontrolnych. Natomiast larwy warunkowane na li$ciach
Ginkgo traktowanych sacharyng unikaly jabtek traktowanych tgq substancjg. To zjawisko, zwane
uwarunkowang niechecig do smaku (Garcia et al., 1955) byto dotychczas znane jedynie u ssakdw i ptakow.
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Larwy owocdwki (podobnie jak ssaki i ptaki) dtugo kojarzg nieprzyjemny bodziec dostarczany przez liscie
Ginkgo ze smakiem sacharyny. W przypadku owocdwki uwarunkowana nieche¢ do smaku trwa na

niezmienionym poziomie przez cate pierwsze stadium, i utrzymuje sie nawet po linieniu.

Wyniki eksperymentéw z warunkowaniem wyboru owocu zywicielskiego u owocowki mocno
sugerujg biologiczng role jaka petni Zerowanie larw na lisciach. Nalezy zauwazy¢, ze owocdwka
jabtkoweczka potrafi genetycznie adaptowac sie do zerowania owocach innych niz jabtka (m.in. wisniach,
czereSniach, brzoskwiniach) i tworzy¢ z nimi trwate zwigzki troficzne (Barnes, 1991). Z drugiej strony,
wiadomo, ze jabfonie i owocowka jabtkéweczka pochodzg z pogranicza dzisiejszych Chin i Kazachstanu
(Kuhlmann i Mills, 1999), gdzie do dzi$ istniejg lasy mieszane dzikich jabtoni i innych drzew. W takich
pierwotnych lasach korony réznych gatunkowo drzew przeplataty sie ze sobg i mtode larwy owocowki
prawdopodobnie zerowaty na liciach réznych gatunkdw drzew przed znalezieniem owocu, w ktory mogtyby
sie wgryz¢. Jest bardzo prawdopodobne, ze dwa mechanizmy warunkowania (preferencja indukowana oraz
uwarunkowana nieche¢ do smaku) pomagaty (i nadal mogq pomagac) w znalezieniu odpowiedniego owocu
zywicielskiego i uniknieciu wgryzienia sie w owoc, ktéry mogt zawiera¢ substancje — w dalszej perspektywie
- toksyczne. Kombinacja krétkotrwatej preferencji indukowanej i dtugotrwatej uwarunkowanej niecheci do
smaku jest wrecz idealnym mechanizmem wyboru owocu zywicielskiego. Nawet gdy larwa posiadajgca
preferencje indukowang do wyboru danego owocu zywicielskiego nie znajdzie go, wkrétce zapomina to
doSwiadczenie i rozpoczyna caty proces poszukiwania zywiciela od nowa. Natomiast larwa, ktdra
dosSwiadczyta negatywnych bodzcow bedzie diugo omijata owoce przypominajgce owe bodzce i wgryzie sie
w owoc, ktory z wiekszg dozg prawdopodobieristwa dostarczy wartoSciowego pokarmu. Owocdwka
jabtkdweczka dostosowata sig do Srodowiska poprzez kombinacje dwdch uzupetniajacych sie mechanizméw
wyboru owocu zywicielskiego. W obu przypadkach mtode larwy owocowki poprzez zerowanie na lisciach
gromadzg informacje ktorg nastepnie uzywajg do oceny jakosci owocu zywicielskiego. Uwazam, Ze nasza
praca (Pszczolkowski i Brown, 2005; Zat. 2, pkt. IVB, poz. 7) jako pierwsza opisata takg kombinacje u

gasienic.

Wstepne badania nad wzmacnianiem insektycydoéw przy pomocy glutaminianu sodu

W badaniach tych oceniono potencjat glutaminianu sodu do wzmacniania efektywnosci insektycydu
Success DE-105 (22.8% spinosadu) przeciwko larwom owocowki jabtkoweczki (Pszczolkowski i Brown,
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2002; Zat. 2, pkt. IVB, poz. 3). Doswiadczenia przeprowadzono na lisciach i drzewkach odmiany Red
Delicious szczepionych na podktadce M7A. W doswiadczeniach laboratoryjnych stwierdzono ze w stezeniu
12.5 ppm Success DE-105 zabijat ok. 14% larw w ciggu 24 godzin i ok. 57% larw w ciggu 48 godzin. Dodatek
25 ppm glutaminianu sodu podnosit wskazniki Smiertelno$ci odpowiednio do 44% i 89%. W obecnosci 25ppm
intensywnos¢ zerowania larw wzrosta z ok. 135ug/larwe x dzien do ok. 165ug/larwe x dzieh czyli o ok. 22%
przy zerowej SmiertelnoSci larw. Zauwazono réwniez, ze Success DE-105 nieznacznie hamowat

intensywno$¢ zerowania, ale dodatek glutaminianu sodu w znacznym stopniu odwracat ten trend.

W badaniach polowych zbadano jak dtugo glutaminian sodu utrzymuje swoje wiasciwosci
stymulatora Zzerowania oraz jak zmienia si¢ toksycznos¢ preparatu Success DE-105 wraz z uptywem czasu
w warunkach polowych. W tym celu traktowano in situ losowo wybrane pedy jabfoni preparatem Success
DE-105 (12.5 ppm), glutaminianem sodu (25 ppm) lub preparatem Success DE-105 (12.5 ppm), z dodatkiem
25 ppm glutaminianu sodu. Liscie byty zbierane po 1, 3, lub 7 dniach, przenoszone do laboratorium i uzyte
do testdw Zerowania i testow toksykologicznych. Jednocze$nie monitorowano intensywnos$¢ opaddw przy
pomocy skomputeryzowanej przeno$nej stacji meteo. Przy braku opaddw glutaminian sodu utrzymat swoje
stymulujace wiasciwosci przez trzy dni i réwniez przez trzy dni wzmacniat wydajno$¢ preparatu Success DE-
105. Niestety, zaledwie 10 mm deszczu zneutralizowato stymulujace i wzmacniajace dziatanie glutaminianu
sodu (Pszczolkowski i Brown, 2002; Zat. 2, pkt. IVB, poz. 3).

Poczatkowo wydawato sie ze ustabilizowanie glutaminianu na liSciach moze rozwigza¢ stabg
odporno$¢ glutaminianu na deszcz. Na naszg prosbe firma Willbur-Ellis (San Francisco, CA, USA),
wyprodukowata prototypowy preperat zawierajacy glutaminian sodu i specjalny lepik stabilizujgcy glutaminian
na lisciach, tymczasowo nazwany Devour®. Niestety, lepik ten po prostu pokryt glutaminian warstwa, ktéra
uniemozliwita jego detekcje przez larwy owocéwki (Fig.1.) W tej sytuacji, zdecydowatem sie na
farmakologiczng charakteryzacje receptoréw glutaminianowych zaangazowanych w zmyst smaku u
owocdwki, w nadziei, ze by¢ moze uda mi sie znalez¢ takiego agoniste glutaminianu, ktéry bytby stabo

rozpuszczalny w wodzie, ale wcigz stymulowatby zerowanie u owocowki.
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Fig. 1. Glutaminian sodu (panel A) oraz prototypowy preparat Devour (B) widziane w
skaningowym mikroskopie elektronowym. Dodatek lepiku catkowicie izoluje
glutaminian od organizmu larwy, ktéra mogtaby zerowac na powierzchni pokrytej
preparatem Devour. Devour nie stymulowat zerowania u larw owocéwki
(Pszczolkowski, dane nieopublikowane).

Farmakologiczna analiza smaku umami u larw owocdwki

Umami jest jednym z pieciu postawowych smakow odczuwanych przez cztowieka (pozostate to
stodki, kwasny, gorzki i stony). Wrazenia smaku umami wywotywane jest przez kwas glutaminowy, niektére
nukleotydy, a takze szereg produktéw zywnosciowych jak mieso, grzyby, jarzyny czy sery lub przypraw, np.
glutaminian sodu. Kwas glutaminowy jest gtbwnym neuroprzekaznikiem u kregowcéw (Meldrum, 2000).
Btonowe receptory kwasu glutaminowego u kregowcdw dzielg sie na dwie gtéwne klasy: receptory
jonotropowe (kanaty wapniowe) i receptory metabotropowe (sprzezone z biatkami G). Na podstawie analiz
farmakologicznych funkcjonalne receptory jonotropowe kregowcdw podzielono na trzy klasy: receptory
NMDA (pobudzane nie tylko przez kwas glutaminowy ale tez, selektywnie, przez kwas N-metylo-D-
asparaginowy), receptory AMPA (pobudzane przez glutaminian i kwas a-amino-2,3-dihydro-5-metylo-3-
oksoizoksazolopropionowy) oraz receptory kwasu kainowego (pobudzane przez glutaminian i kwas
kainowy). Receptory metabotropowe dzieli sie na trzy klasy: grupe I, grupe Il i grupe Ill, z kilkoma
podgrupami. Poszczegdlne grupy metabotropowych receptoréw glutaminianu reagujg specyficznie na takie
substancje chemiczne jak kwas S,3R 1-aminocyklopentano-trans-1,3-dikarboksylowy, kwas (2R,4R)-
aminopirolidyno-2,4-dikarboksylowy oraz kwas L-2-amino-4-fosfonomastowy.
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Analiza farmakologiczna zerowania larw owocowki jabtkdweczki miata przede wszystkim poméc w
znalezieniu wodoodpornego zwigzku chemicznego o wiasciwo$ciach glutaminianu. Dodatkowo jednak
dostarczyta informacji o potencjalnym charakterze receptorow glutaminianowych larw owocéwki oraz
potencjalnych $ciezkach sygnatowych wzbudzanych przez glutaminian sodu u tego owada. Uzyto tej samej
metodyki jak w eksperymentach nad wptywem glutaminianu czy sacharyny na zerowanie larw owocowki:
larwy umieszczano w arenach zawierajgcych liscie jabtoni traktowane zwigzkami chemicznymi specyficznie
pobudzajacymi receptory glutaminianowe roznych klas u kregowcéw, n.p. kwasem N-metylo-D-
asparaginowym, ktory selektywnie pobudza receptor NMDA i obserwowano Zzerowanie. W podobny sposdb
badano tez wptyw agonistow receptoréw metabotropowych, inhibitorow fosfolipazy C oraz fosfodiesterazy
4, aktywatora cyklazy adenylowej oraz ich mieszanin. Ponizej (Tabela 1.) podana jest lista badanych

substancji wraz ze skrotami nazw ktore bedg stosowane w kontynuacji niniejszego autoreferatu.

Na pierwszym etapie badan zbadano wptyw chlorku wapnia, AMPA, KA, NMDA oraz trans-ACPD
na czas podjecia zerowania na lisciach oraz na intensywnos¢ zerowania (Pszczolkowski i wsp. 2003; Zat.
2, pkt. IVB, poz. 4). Okazato sie, ze jedynie trans-ACPD przyspiesza moment podjecia zerowania przez
larwy owocowki i jedynie NMDA oraz chlorek wapnia zwigkszajq intensywno$¢ zerowania. Stymulujacy
wptyw chlorku wapnia i NMDA zostat zneutralizowany przez wersenian disodowy, ktdry jako chelator wytraca
jony wapnia. Sugeruje to mocno, ze u larw owocdwki inicjowanie zerowania pod wptywem substancji umami
jest modulowane przez glutaminianowe receptory metabotropowe, natomiast zwiekszenie ilosci pobranego

pokarmu modulowane jest przez jonotropowe receptory glutaminianowe typu NMDA.

Nastepnie zbadano wptyw selektywnych agonistow metabotropowych receptoréw glutaminianu
(Pszczolkowski i wsp. 2005a; Zat. 2, pkt. IVB, poz. 8). Wszystkie przyspieszaty zerowanie, jednak
stymulujacy wptyw kazdego z nich byt hamowany innym modulatorem $ciezki sygnatowej: wptyw (1S,3R)-
ACPD byt hamowany inhibitorem fosfolipazy C, wptyw (2R,4R)-APDC byt hamowany aktywatorem cyklazy
adenylowej, a wptyw L-AP4 byt hamowany przez inhibitor fosfodiesterazy 4. Sugeruje to mocno, ze u larw
owocOwki wystepujg wszystkie trzy klasy metabotropowych receptoréw glutaminianu i kazdy z nich uzywa
innej Sciezki sygnatowej. Jednak gdy zbadano wptyw mieszanin glutaminianu sodu oraz modulatorow Sciezki
sygnatowej, jedynie NKH 477 znaczaco znosit przyspieszajacy zerowanie wptyw glutaminianu sodu.
Sugeruje to, ze wyczuwanie glutaminianu sodu u larw owocowki modulowane jest gtownie przez sciezke

sygnatowe zalezng od 3',5'-cyklicznego adenozynomonofosforanu.
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Tabela 1. Lista substancji chemicznych

uzytych w analizie farmakologicznej zerowania larw owocOwki

jabtkéweczki.

Testowana substancja Skrét nazwy Funkcja

Chlorek wapnia CaCl; Zrodio jonéw wapnia

Wersenian disodowy EDTA Czynnik kompleksujacy jony wapnia

kwas a-amino-2,3-dihydro-5-metylo-3- AMPA Agonista receptorow glutaminianu typu AMPA

oksoizoksazolopropionowy

Kwas kainowy KA Agonista receptordw glutaminianu typu
kainowego

kwas N-metylo-D-asparaginowy NMDA Agonista jonotropowych receptordéw glutaminianu
typu NMDA

kwas () -1-aminocyklopentano-trans-1,3- | trans-ACPD Agonista metabotropowych receptorow

dikarboksylowy glutaminianu

kwas S,3R 1-aminocyklopentano-trans- (1S,3R)-ACPD | Agonista metabotropowych receptoréw

1,3-dikarboksylowy glutaminianu grupy |

kwas (2R,4R)-aminopirolidyno-2,4- (2R,4R)-APDC | Agonista metabotropowych receptoréw

dikarboksylowy glutaminianu grupy |l

kwas L-2-amino-4-fosfonomastowy L-AP4 Agonista metabotropowych receptoréw
glutaminianu grupy I

aminosteroid U73122 inhibitor fosfolipazy C

pochodna forskoliny NKH 477 aktywator cyklazy adenylowej

R,S-4-(3-cyklopentyloksy-4- Rolipram inhibitor fosfodiesterazy 4

metoksyfenylo)-pirolidyno-2-on

Moja sugestia, ze w transmisji bodzcéw smakowych u owada biorg udziat receptory glutaminianowe
byta w owym czasie bardzo nowatorska bowiem analogiczne mechanizmy u kregowcéw nie byty jeszcze

zupetnie znane i opublikowane, a spory co do tego jakie receptory zaangazowane sg u cztowieka i myszy w
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proces smakowania glutaminianu trwajq do dzis. Dodatkowo, omoéwione do$wiadczenia wskazaty, ze
wzmacniaczy insectycydéw alternatywnych do glutaminianu sodu nalezy szukaé wsrdéd agonistow

receptorow NMDA.

Wskazanie substancji akternatywnych dla glutaminianu sodu

Na podstawie wynikdw farmakologicznej analizy Zerowania larw owocowki poczatkowo
zaproponowano silnego agoniste receptorbw NMDA u kregowcow, kwas trans-1-aminocyklobutano-1,3-
dikarboksylowy (trans ACBD). Zwigzek ten silnie stymulowat Zerowanie u larw owocowki, utrzymywat swoje
wiasciwos$ci stymulacyjne przez 48 godzin nawet po ekspozycji na 20 mm opadu oraz wzmacnial dwukrotnie
efekt spinosadu na larwy owocowki (Pszczolkowski i Brown, 2004; Zat. 2, pkt. IVB, poz. 6). Niestety,
habilitantowi nie udato sie znalez¢ firmy, ktéra podjetaby sie produkcji trans ACBD na skale przemystowa.
Badania nas wptywem kwaséw aminofosfonowych na zerowanie larw owocéwki wskazaty jednak jeszcze
jedng strategie. Stwierdzono, ze im czasteczka kwasu fosfonowego byta krétsza, tym bardziej pobudzata
zerowanie (Pszczolkowski i wsp., 2005b.; Zat. 2, pkt. IVB, poz. 9). Na podstawie tego spostrzezenia
zasugerowatem kwas asparaginowy jako alternatywny stymulator Zzerowania. Badania laboratoryjne
wykazaty dobre wtasciwosci kwasu asparaginowego jako stymulatora zerowania (Pszczolkowski i Brown,
2014; Zat. 2, pkt. IVB, poz. 10).

Wzmocnienie wybranych insektycyddw kwasem asparaginowym w warunkach laboratoryjnych i polowych

W latach 2009-2012 przeprowadzono badania laboratoryjne i polowe nad wzmacnianiem czterech
preparatéw przeciwko owocdwce jabtkoweczce: Carbaryl 80S, Delegate WG, Assail 30 SG oraz Baythroid
XL (Pszczolkowski i Brown, 2014; Zat. 2, pkt. IVB, poz. 10). Poprzez dodanie kwasu asparaginowego, w
testach laboratoryjnych, wzmocniono dziatanie kazdego z tych insektycydéw okoto dziesieciokrotnie. Kwas
asparaginowy zachowat swoje wtasciwoscie stymulujgce w obecnosci insektycydéw. W do$wiadczeniach
polowych, dodatek kwasu asparaginowego do insektycyddéw, w dawce 395 g/ha, zredukowat szkody
wyrzadzone przez owocowke cztero, szeScio i siedmiokrotnie (w zaleznosci od roku, w ktdrym
przeprowadzono do$wiadczenie). Jedynie w roku 2011 podczas wylotu drugiej generacji owocowki nie

zaobserwowano redukcji szkdd po dodaniu kwasu asparaginowego, co zapewne wigzato si¢ z gwattownymi
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opadami deszczu zanotowanymi tuz po oprysku. Co ciekawe, jabtka z drzew opryskanych mieszaninami

insektycydow i kwasu asparaginowego byty znacznie wigksze i wazyty wiecej niz jabtka z drzew opryskanych

wylacznie insektycydami. Kwas asparaginowy najwyrazniej dziata jak ptynny nawoz, podobnie do AuxiGro,
yiq ycy parag y najwy J JaK ptynny p

opartego na glutamininie sodu.

W pazdzierniku 2014 habilitantowi udato sie zainteresowa¢ AgBio Inc., powazng firme produkujacy i

rozprowadzajaca przyjazne Srodowisku srodki ochrony ro$lin, wspdtpracg w dziedzinie komercjalizacii

wynalazku habilitanta. Na przetomie 2014/2015 habilitant zgtosit wynalazek do opatentowania:

Pszczolkowski M.A. and Brown J.J., Enhancement Of Insecticides Against Codling Moth (Lepidoptera:
Tortricidae) with L-Asparate, US Patent Application No. 62/061,625

Podsumowanie i wnioski

1.

3.

4.

Larwy owocowki jabtkdweczki, Cydia pomonella, L., zerujg i rozwijajg si¢ na lisciach jabtoni.
Bodzce smakowe na jakie eksponowane sg mtode larwy owocowki podczas zerowania na
lisciach decydujg o wyborze owocu zywicielskiego.

Zerowanie na lisciach mozna zastymulowaé przy pomocy glutaminianu sodu, sacharyny, kwasu
trans-1-aminocyklobutano-1,3- dikarboksylowego oraz L-asparaginianu. Zwigzki te, dodane do
insektycydow zachowujg swoje wtasciwosci pobudzania zerowania i podwyzszajg skuteczno$é
insektycydéw w badaniach laboratoryjnych.

Analiza behawioralna i farmakologiczna Zerowania larw owocdwki silnie sugeruje, ze
glutaminian sodu wyczuwany jest przez larwy owocowki przy pomocy jonotropowych i
metabotropowych receptoréw dla glutaminianu. Zerowanie prawdopodobnie indukowane jest
przez receptory metabotropowe. Glutaminian wzmaga intensywno$¢  Zerowania
prawdopodobnie poprzez receptory jonotropowe.

Agonista  jonotropowych receptorow  glutaminianowych, L-asparaginian, dodany do
insektycydow stosowanych do rutynowych opryskow przeciw owocowce jabtkoweczce
podwyzszyt ich skutecznos¢ dziesieciokrotnie w warunkach laboratoryjnych oraz zmniejszyt
szkody wywotane przez tego szkodnika od czterech do siedmiu razy w dtugotrwatym
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eksperymencie polowym. Jabtka z drzew traktowanych mieszaninami insektycydéw i L-
asparaginianu byty wigksze i ciezsze niz jabtka opryskane wytgcznie insektycydami.

5. Na podstawie badan opisanych w autoreferacie habilitant wnidst o patent (Pszczolkowski M.A.
and Brown J.J., Enhancement Of Insecticides Against Codling Moth (Lepidoptera: Tortricidae)
with L-Asparate, US Patent Application No. 62/061,625) a wynalazek przyciagnat uwage
wiodacego dystrybutora przyjaznych $rodowisku Srodkéw ochrony rodlin w USA, ktory

zadeklarowat che¢ komercjalizacji wynalazku.
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VI. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowych, dydaktycznych, wspétpracy naukowej i
popularyzacji nauki

Prace naukowg rozpoczatem w roku 1985, jeszcze jako student Wydziatu Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego, jako wolontariusz w Zaktadzie Fizjologii Bezkregowcow (ZFB) prowadzac eksperymenty
nad rozwojem larw subtropikalnej szkodliwej sowki, Spodoptera frugiperda. Prace prowadzone pod
kierownictwem dr GRAZYNY ZIMOWSKIEJ, dwczesnego asystenta w ZFB, koncentrowaty sie na obserwacji
odpowiedzi fizjologicznych osobnika na przegeszczenie populacji i staty sie podstawg mojej pierwsze;
prezentacji na konferencji miedzynarodowej (Il International Conference On Endocrinological Frontiers In
Physiological Insect Ecology) w Szklarskiej Porebie w 1987 oraz mojej pierwszej publikacji. Na ostatnim roku
studiow pod kierownictwem Prof. dr hab. BRONIStAWA CYMBOROWSKIEGO i bezpo$rednig opiekg dr
MALGORZATY MuUSZzYNSKIEJ-PYTEL wykonatem serie doSwiadczen nad allatotropowg czynno$ciqg mézgu
owadow. W trakcie tej praktyki poznatem praktycznie wszystkie metody stosowane w badaniach nad
fizjologig owadow, ze szczegdlnym uwzglednieniem metod radiochemicznych, a uzyskane wyniki umozliwity
mi napisanie pracy magisterskiej pt. ,Badania allatotropowej aktywno$ci mézgu larw mola woskowego,
Galleria mellonella”, ktéra przedstawitem w lipcu 1987r. Oryginalnym wktadem w fizjologie owadow,
stanowigcym integralng czesSc¢ tej pracy byto odkrycie ujemnego sprzezenia zwrotnego pomiedzy poziomem
hormonu juwenilnego w hemolimfie larw a produkcjg tegoz hormonu moderowang przez czynniki mdzgowe.
Mojg ambicjg byto scharakteryzowanie tych czynnikow. Niestety, pomimo, ze zostatem zatrudniony w ZFB
w charakterze asystenta (jesien 1987), w zamiarach tych przeszkodzita mi m.in. konieczno$¢ odbycia stuzby
wojskowej (1988-89). W 1989 przydzielono mi inny temat badawczy, ktéry koncentrowat sie na wptywie nowo
wynalezionych regulatorbw wzrostu owaddéw na rozwdj i zachowanie larw motyli-szkodnikéw. Owe
regulatory, pochodne hydrazyny, imitowaty dziatanie ekdysteroidéw, idealnie nadajac sie do badan z
pogranicza entomologii stosowanej i fizjologii owadéw. W potaczeniu z nowoczesnymi metodami oznaczania
stezenia ekdysteroidéw, klasyczne eksperymenty fizjologiczne z wykorzystaniem hydrazyn, ktore
przeprowadzitem wpierw w zespole z dr. MALtGORZATA MUSZYNSKA-PYTEL i mgr PIOTREM MIKOLAJCZYKIEM pod
kierownictwem Prof. dr hab. BRONISLAWA CYMBOROWSKIEGO, a pézniej samodzielnie z asystg technika
BARBARY KuszCzak, daty wyniki, ktore staty sie podstawg kilku publikacji w wiodacych czasopismach

zagranicznych i pozniej weszty w sktad mojej rozprawy doktorskie;.
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Niezaleznie od badan w dziedzinie endokrynologii owadéw, zachecony przez Prof. dr hab.
BRONIStAWA CYMBOROWSKIEGO, poszerzatem swg wiedze w dziedzinie rytméw i zegaréw biologicznych.
Jakkolwiek nigdy nie zostatem chronobiologiem z krwi i kosci, znajomo$¢ zagadnier zwigzanych z rytmikg
dobowa i sezonowg organizméw zywych zostata mi wpojona na zawsze i niejednokrotnie uchronita mnie

przed mylng interpretacjq wynikéw w trakcie dalszej pracy naukowe;.

Staz i asystentura w Zakfadzie Fizjologii Bezkregowcow Uniwersytetu Warszawskiego wprowadzity
mnie nie tylko w metodyke badan nad fizjologig owadow. Rozlegta sie¢ socjalna jakg utrzymywali pracownicy
tego zaktadu utatwita mi w znacznej mierze utrzymanie istniejacych i nawigzanie nowych znajomosci
zawodowych praktycznie w kazdej liczacej sie zagranicznej placéwce prowadzacej badania nad fizjologig

owadow.

Wyniki interesujacych i nowatorskich badan nad agonistami ekdysteroidow bedacych prototypami
insektycydow nowej generacji umozliwity mi nie tylko opublikowanie znacznej czesci tychze wynikéw w
recenzowanych czasopismach naukowych jeszcze przed obrong doktoratu, ale i zapewnity mi zatrudnienie
w Instytucie Badawczym Le$nictwa po obronie pracy doktorskiej. W IBL zostatem zatrudniony z poczatkiem
1996 w charakterze adiunkta w Zaktadzie Ochrony Lasu. Prowadzitem tam badania nad dobowymi i
sezonowymi zmianami wrazliwosci owadéw na insektycydy. Praca w instytucie branzowym, bardzo
atrakcyjna z finansowego punktu widzenia, oferowata jednak ograniczone pole badawcze. Skromnie
wyposazone laboratorium, trudno$ci lokalowe, wreszcie — zapowiedziana reorganizacja strukturalna oraz
nagta propozycja zmiany profilu badan sktonity mnie do powrotu do badan akademickich. Wobec braku
mozliwosci zatrudnienia w ktorejkolwiek z warszawskich szkét wyzszych, zdecydowatem sie na rozeznanie
sytuacji za granica. Pod koniec 1996 instytut INRA Orleans, we Francji wyrazit zainteresowanie moimi
wczesniejszymi badaniami i zaoferowat jednoroczny staz pod koniec 1997. Przypadek zdecydowat jednak,
ze w tym samym czasie, poprzez uczestnictwo w kilku internetowych forach dyskusyjnych z dziedziny
entomologii zorientowatem sig, ze jeden z naukowcéw tajwanskich, Prof. ANN-SHYN CHIANG z Tsing-Hua
University w Hsinchu interesuje sie tematyka mojej pracy magisterskiej. Skontaktowatem sie z nim i niemal

natychmiast otrzymatem zaproszenie do odbycia sze$ciomiesiecznego stazu w jego laboratorium.

Pobyt na Tajwanie, ktory rozpoczat sie w kwietniu 1997, byt prawdopodobnie przetomem w moim
zyciu zawodowym. Poczatkowo (od kwietnia do sierpnia 1997) zostatem zatrudniony na Wydziale Nauk

Przyrodniczych (Life Science Department) Uniwersytetu Tsing-Hua jako wyktadowca. Moim zadaniem byto
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przekazanie tajwanskim studentom umiejetnosci czynnego komunikowania sie w jezyku angielskim (studenci
dobrze komunikowali sie biernym, pisanym angielskim) oraz pisania i redagowania manuskryptéw do
publikacji. Jednocze$nie prowadzitem badania w dziedzinie topografii mbzgu karaczana hawajskiego,
Diploptera punctata. Owad ten przez lata byt - i nadal pozostaje - jednym z modelowych organizméw w
badaniach nad aktywnoscig wydzielniczg i wzrostem ciat przylegtych (gruczotow wydzielajacych hormon
juwenilny). Prof. ANN-SHYN CHIANG prowadzit badania nad wspdzalezno$cig produkcji hormonu juwenilnego
i podziatbw komérkowych ciat przylegtych, zapoczatkowane pod koniec lat 80-tych ubiegtego wieku na
Uniwersytecie Rutgersa w New Jersey, USA. Jego ambicjg byto, miedzy innymi, zmapowanie sieci neuronow
unerwiajacych ciata przylegte i zaangazowanych w proliferacje ich komérek. W ramach tego projektu zajatem
sie funkcjonalng analizg owej sieci metodami mikrochirurgicznymi. Zadanie to wymagato opracowania
unikalnej metodyki selektywych przyzyciowych lezji poszczeg6inych neuronéw w mdzgu o Srednicy ok.
dwoch milimetrow. Ten skromny projekt zostat zakoriczony pomysinie w lipcu 1997 a jego wyniki staty sie
podstawa publikacji w Journal of Comparative Neurology (Chiang i wsp. 1999). W tym samym czasie wraz
z prof. ANN-SHYN CHIANGIEM opracowatem $mielszy program badawczy zmierzajacy do zweryfikowania
hipotezy czy produkcja hormonu juwenilnego u Diploptera punctata jest regulowana przez pozakomdrkowy
wapn i jonotropowe receptory glutaminianowe. Dotychczas uwazano, ze produkcja hormonu juwenilenego
jest zalezna jedynie of wewnatrzkomoérkowego wapnia i stymulowana jest neurohormonami peptydowymi.
Projekt ten zostat ufundowany przez tajwariskg National Science Council i umozliwit mi przej$cie na etat
naukowo-badawczy.

Odkrycie, ze komorki ciata przylegtego odpowiadajg na stymulacje glutaminianem poprzez
podniesienie poziomu wapnia w cytozolu byto przyczynkiem jednego ze studentow prof. ANN-SHYN CHIANGA,
WEI-SHIANG LI, i po raz pierwszy zasugerowato, ze istotnie produkcja hormonu juwenilnego moze by¢
stymulowana przez ten zwigzek. Moim przyczynkiem byto zademonstrowanie, ze tak jest w istocie. W tym
celu zmodyfikowatem metode pomiaréw aktywnosSci biosyntetycznej ciata przyleglego metodg
radiochemiczng in vitro, ktéraq wcze$niej zastosowatem w doswiadczeniach na molu woskowym
przeprowadzonych na potrzeby swojej pracy magisterskiej. Analiza farmakologiczna aktywno$ci
biosyntetycznej ciat przylegtych umozliwita ponadto scharakteryzowanie typu receptoréw glutaminianowych
odpowiedzialnych za produkcje hormonu juwenilnego. Dominujgcym okazat sie receptor typu NMDA. Wyniki

tych doswiadczen zostaty opublikowane w Molecular and Cellular Endocrinology, Insect Biochemistry and
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Molecular Biology oraz Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America.
Byly to pierwsze doniesienia demonstrujgce obecno$¢ funkcjonalnego receptora NMDA u owaddéw
(Pszczolkowski i wsp. 1999; Chiang i wsp., 2002a; Chiang i wsp. 2002b)

Dodatkowo, zachecony przez prof. ANN-SHYN CHIANGA, prowadzitem swoj oddzielny, nowatorski
projekt badawczy nad fizjologiczng odpowiedzig karaczana hawajskiego na stres powodowany niskg
temperatura. Stwierdzitem, ze owad ten odpowiada na krotkotrwate chtodzenie niemal catkowitym
wstrzymaniem podziatéw komorkowych ciata przylegtego bez znacznego uposledzenia produkcji hormonu
juwenilnego. Praca ta ostatecznie wykazata, ze produkcja hormonu juwenilnego nie zalezy od podziatdw
komérkowych ciat przylegtych (co wczesniej nie byto zupetnie jasne) i — kontynuowana po wyjezdzie z
Tajwanu - zaowocowata serig publikacji w Journal of Insect Physiology (Pszczolkowski i Chiang, 2000;

Pszczolkowski i Brown, 2003; Pszczolkowski i Gelman, 2004)

Tajwanski staz, poczatkowo planowany na sze$¢ miesiecy rozciggnat sie na ponad dwa lata.
Niezwykle owocny z naukowego punktu widzenia, niewatpliwie ustabilizowat mojg sytuacje zawodowa. Prof.
ANN-SHYN CHIANG zawsze obdarzat mnie daleko posunieta swobodg w badaniach, a szczodre fundusze
rzadowe Tajwanu zapewniaty wsparcie. Mimo to, wielu z moich tajwariskich kolegéw zachecato mnie do
sprobowania sit w USA. W odpowiedzi na listy intencyjne, dostatem ze Standéw Zjednoczonych kilka
propozycji odbycia stazu postdoktorskiego. Majac do wyboru University of Georgia, Kansas State University

oraz Washington State University - wybratem ten ostatni.

Staz postdoktorski w Katedrze Entomologii Uniwersytetu Stanu Washington rozpoczatem we
wrze$niu 1999. Okoliczno$¢, ze moim bezposrednim przetozonym (prof. JOHN J. BROWN) byt wiecznie
przepracowany kierownik Katedry, postawita przede mng nowe wyzwanie: w praktyce statem sie
kierownikiem pracowni odpowiedzialnym za profil badan i organizacje pracy studentéw i pracownikdw
technicznych. Ponadto, skromny budzet Katedry (poczatkowo zapewniono mi fundusze na sze$¢ miesiecy
stazu) dostarczyt bodzca do eksploraciji amerykanskiego systemu finansowania nauki, opartego na znacznie
wiekszym wspdizawodnictwie niz tajwanski. Poczatkowo prof. JOHN J. BROWN planowat kontynuacje badan
nad hydrazynami imitujacymi dziatanie ekdyzonu, poniewaz nasze wczes$niejsze prace w tym zakresie Scisle
sie ze sobg zazebialy. Temat ten okazat sie jednak nieatrakcyjny dla potencjalnych sponsoréw. Z drugie;
strony, organizacje farmerskie oraz legislatura Stanu Waszyngton wykazaly zainteresowanie badaniami w

zakresie fizjologii smaku owocowki jabtkdweczki, Cydia pomolella. Sytuacja farmeréw byta trudna: jedynym

27



Dr Maciej Pszczotkowski

Zatgcznik 2 — Autoreferat

wiarygodnym $rodkiem ochrony byty opryski organicznym fosforanem, azinfos-metylem, pochodng fosgenu,
gazu bojowego uzywanego w obu wojnach Swiatowych. Wprowadzony do uzytku w latach 60-tych w dawce
50 graméw na hektar, wskutek rozwijajacej sie opornosci owocowki, w latach 90-tych okazat sie nieskuteczny
w dawce az jednego kilograma na hektar. Alternatywne metody walki z tym szkodnikiem, oparte na
stosowaniu wabikéw feromonowych, byly dopiero w powijakach. Insektycydy nowej generacji, mniej
szkodliwe dla Srodowiska, takie jak formulacje patogennej bakterii Bacillus thuringiensis czy patogennych
wirusow, byty mato skuteczne, jako ze musiaty by¢ spozyte przez larwy w duzych iloSciach. W tej sytuaci,
zaproponowatem badania podstawowe nad zmystem smaku u larw owocowki, w nadziei znalezienia albo
stymulatorow albo inhibitoréw Zerowania. Inhibitory mogtyby postuzy¢ jako $rodki zniechecajgce do
wgryzania sie w jabtka. Poniewaz wiekszos¢ jaj sktadana jest przez owocdwke na lisciach, stymulatory
mogtyby natomiast zacheci¢ larwy do Zerowania tamze, zwigkszy¢ tempo spozywania insektycydow i ich
efektywnos¢ bez zwiekszania dawki toksycznego sktadnika aktywnego oraz wydtuzy¢ ekspozycje larw na
czynniki Srodowiskowe redukujac tym samym negatywny efekt insektycydu na Srodowisko i zwigkszajac

Smiertelnos¢ larw w okresie przed zlokalizowaniem owocu i wgryzieniem sie wen.

Ten ostatni projekt badawczy okazat sie wyjatkowo no$ny i atrakcyjny dla potencjalnych sponsoréw,
przyciggajac wsparcie finansowe organizacji sadowniczych, stanu Waszyngton i Uniwersytetu Stanu
Waszyngton siegajace ponad 160 tys. dolarbw USA. Pomyst wzmacniania insektycydéw stymulatorami
zerowania u szkodliwych gasienic tam, gdzie uszkodzenie plonu mogze by¢ do pewnego stopnia tolerowane
nie byt nowy: podobna strategie proponowali w latach 70-tych entomologowie pracujacy w Izraelu i w Kenii.
Moja zastugg byto umieszczenie tej idei w odpowiednim, nowatorskim kontek$cie oraz zaproponowanie

takich badan w odpowiednim czasie i miejscu.

W Katedrze Entomologii Uniwersytetu Stanu Waszyngton spedzitem na stazu postdoktorskim trzy i
pot roku, opracowujac od podstaw metody i prowadzac badania nad smakiem u gasienic owocowki

jabtkéweczki. Badania, te kontynuuje do dzis.

Obok badan nad owocdwka, na Uniwersytecie Stanu Waszyngton kontynuowatem prace nad
fizjologia karaczana hawajskiego w odpowiedzi na stres chtodzenia, mapujac neurony mézgowe
odpowiedzialne za wstrzymanie podziatow komdrkowych w ciatach przylegtych oraz procesy dokrewne
zaangazowane w ten proces (Pszczolkowski i Brown, 2003; Pszczolkowski i Gelman, 2004). Staz

postdoktorski na Uniwersytecie Stanu Waszyngton umozliwit mi takze sformowanie wiasnej, choé¢
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nieformalnej grupy badawczej ztozonej ze studentéw ktérym zapewnitem opieke naukowa. LUIS MATOS,
SANDYE BUSHMAN (obecnie ADAMS), ADAM ZAHAND, by¢é moze zarazeni moim optymizmem i zacheceni
traktowaniem jako réwnorzednych partnerébw w badaniach i publikacjach, kontynuowali lub kontynuujq
kariere akademickg w takich osrodkach jak Eastern Washington University, University of Wisconsin,
Madison, czy University of North Carolina, Greensboro. Koledzy z Katedry Entomologii; prof. ALAN
BERRYMAN, prof. WALTER S. SHEPPARD, prof. CAROL ANELLI, niezwykle przyjazni i bezpo$redni, rozwineli moje
zainteresowania mechanizmami ewolucji. Wobec tak stymulujacej i twérczej atmosfery postanowitem
przedtuzy¢ swoj pobyt i kontynuowa¢ badania w USA. W tym celu musialem uzyska¢ nowy status
imigracyjny.

We wrzesniu 2002 prof. SONNY RAMASWAMY zaproponowat mi stanowisko stazysty postdoktorskiego
w Katedrze Entomologii Uniwersytetu Stanu Kansas, oraz pomoc prawng w uzyskaniu nowej wizy. Ze swej
strony prof. JOHN J. BROWN podjat starania o przeniesienie funduszéw na badania nad owocowkg z
Waszygtonu do Kansas. Kwestie te zostaly rozwigzane pomysinie. Stanowisko postdoka w pracowni prof.

RAMASWAMY objatem w marcu 2003.

Prof. SONNY RAMASWAMY byt wowczas zainteresowany kontynuacjq badan postawowych nad
owocdwka, jak rowniez zainicjowaniem nowych badan zmierzajacych do scharakteryzowania btonowego
receptora hormonu juwenilnego. W tym czasie znano juz receptory tego hormonu w jadrze komérkowym, ale
ich dziatanie nie wyjasniato wszystkich proceséw jakie hormon ten uruchamiat w komérkach owadow,
zwlaszcza w komorkach nabtonkowych gonad. Oba programy badawcze rozpoczatem w Kansas w kwietniu
2003, a w maju 2003 dodatkowo zaczatem badania nad wyjatkowo interesujgcym zjawiskiem jakim jest

odktadanie duzych ilosci hormonu juwenilnego w gruczotach dodatkowych samcow motyli.

W badaniach nad owocéwkg skoncentrowatem sie nad rozwigzaniem stabej odpornosci
stymulatorow Zerowania na deszcz. Badania te zasugerowaly alternatywe: kwas asparaginowy. W Kansas
rowniez zakonczytem badania nad wptywem glutaminianu na zerowanie innego szkodnika jabtek, zwojki
Choristoneura rosaceana i okre$litem perspektywy wzmacniania glutaminianem formulacji Bacillus

thuringiensis w walce z tym szkodnikiem (Pszczolkowski i wsp. 2004)

Réwnolegle opracowatem metodyke badan zmierzajacych do scharakteryzowania btonowego
receptora hormonu juwenilnego. W tym celu uzytem motyla z rodziny sowkowatych, Heliothis virescens, jako

organizmu modelowego. U tego owada dojrzewanie oocytdw ma miejsce wytgcznie pod wptywem hormonu
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juwenilnego i jego pierwszym etapem jest tzw. patencja, w trakcie ktdrej komorki nabtonka, Scisle
pokrywajace oocyt ulegajq skurczeniu otwierajac przestrzenie migdzykomédrkowe i umozliwiajac tym samym
absorbcje biatek z hemolimfy, ktdre pozniej zostang przeksztatcone w zottko. Metodyka, ktérg opracowatem
zawierata procedure inkubacji oocytow w medium zawierajagcym hormon juwenilny oraz przyzyciowg analize
morfometryczng komérek nabtonka poprzez komputerowg obrobke obrazu cyfrowego (Pszczolkowski i wsp.,
2005). Patencje u pluskwiaka Rhodnius prolixus badat juz w latach 70-tych Kanadyjczyk, prof. KENNETH
DAVEY, uzywajac jednakze subiektywnego systemu jednostek umownych. Moja metodyka zapewnita pomiar
patencji obiektywnie i z nieosiagalng dotad rozdzielczo$cia, umozliwiajac szybkg i wyczerpujacg analize
farmakologiczna tego zjawiska i pozwolita na okreslenie jakie systemy drugiego przekaznika i jakie receptory
btonowe zaangazowane sg w procesie patencji. Moim zdaniem sg to receptory sprzezone z biatkiem G
(Pszczolkowski i wsp., 2005; 2008).

Badania nad badania nad odktadaniem hormonu juwenilnego w gruczotach dodatkowych samcéw
motyli doprowadzity natomiast do odkrycia unikalnego mechanizmu postkoitalnego doboru ptciowego i do
zasugerowania zupetnie nowej roli hormonu juwenilnego. U niektérych gatunkéw motyli samce gromadzag
hormon juwenilny w gruczotach dodatkowych (hormon ten po raz pierwszy wyizolowano wiasnie z gruczotéw
dodatkowych jedwabnika amerykanskiego Hyalophora cecropia.) Jakkolwiek pod koniec lat 80-tych
wykazano, ze hormon ten jest przekazywany samicy Hyalophora cecropia w trakcie kopulacji, rola tego
procesu pozostata zupetnie niezrozumiata, bowiem u dorostych samic tego gatunku hormon juwenilny ani
nie petni zadnej funkcji w rozwoju gonad ani nie modyfikuje behawioru. Prof. SONNY RAMASWAMY wraz ze
swym postdokiem dr. YONH-IHL PARKIEM stwierdzit, Zze podobny transfer hormonu juwenilnego moze mie¢
miejsce u Heliotis virescens. Ja zadatem sobie pytanie jaka moze by¢ rola takiego procesu. W swietle moich
badan (Pszczolkowski i wsp., 2006), wydaje sie, ze u tego gatunku transfer hormonu juwenilnego zapewnia
ojcostwo znacznej czesci samcow. Poniewaz samice Heliothis virescens sg wysoce promiskuitywne i
niekiedy kopulujg az z oSmioma samcami, pierwszy samiec zaangazowany w zaloty ma mate szanse
pozostawienia po sobie potomkdw (jego nasienie zostanie po prostu wypompowane z torebki kopulacyjnej
samicy przez nastepcow). Tymczasem, jak wykazatem, hormon juwenilny przekazany samicy wraz z
nasieniem penetruje przez Sciane torebki kopulacyjnej i poprzez tancuszek nerwowy i mdzg powoduje
zwigkszong produkcje endogennego hormonu juwenilnego oraz — w konsekwencji — jaj. Dodatkowy czynnik

(prawdopodobnie ekdyzon) przekazany samicy wytacza na dwa dni produkcje feromonu piciowego. W
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wyniku tych proceséw samica pozostaje nieatrakcyjna dla innych samcow przez 48 godzin, a
wyprodukowany w tym czasie kontygent okoto 300 jaj jest zaptadniany przez sperme ,pierwszego w kolejce”
(Pszczolkowski i wsp., 2006). Tym samym, wykazatem, ze hormon sterujgcy rozwojem owaddw i petniacy
funkcje gonadotropowe moze réwniez funkcjonowac jako allohormon, czyli substancja postulowana przez
holenderskich zoologdw (Koene i terMaat, 2001, 2002) na podstawie badan nad rolg tzw. strzatek mitosci u
$limaka winniczka Helix pomatia. W ich ujeciu allohormon to substancja przekazywana przez jednego
osobnika innemu osobnikowi tego samego gatunku z pominigciem narzadéw zmystowych i bezpo$rednio
wywotujgca odpowiedz behawioralng lub fizjologiczng. Warto zauwazy€, ze transfer allohormonu jest
ewidentnie jednym z mechanizméw postkoitalnego doboru ptciowego.

Praca w laboratorium prof. RAMASWAMY umozliwita mi sformowanie drugiego w USA zespotu
badawczego ztozonego z doktorantow i studentéw Wydziatu Weterynaryjnego oraz Katedry Entomologii
Uniwersytetu Stanu Kansas, ASHLEY PETERSON, EMILY OLSON, CRYSTAL RHINE i ANGELI TUCKER. Pracownia i
zespdt zostaty mi przekazane w czerwcu 2005, w dniu nominowania na stanowisko profesora pomocniczego
Katedry Entomologii na tymze uniwersytecie. ASHLEY PETERSON obronita doktorat w 2007 i pracowata jako
lekarz stazysta medycyny porownawczej na Uniwersytecie Texas A&M, az do swej przedwczesnej Smierci
w 2014. EMILY OLSON i CRYSTAL RHINE obronity doktorat w 2008 i obecnie pracujq (takze badawczo) w
uniwersyteckich i prywatnych klinikach weterynaryjnych w Kansas i Nebrasce. ANGELA TUCKER uzupetnita
wyksztatcenie na Uniwersytecie Stanu Kolorado i w Kansas, uzyskujgc doktorat w dziedzinie toksykologii
owadow. Staz w moim laboratorium byt bez watpienia jednym z istotnych czynnikdw w wyborze kariery

zyciowej przez tych studentow.

W kwietniu 2006 zaoferowano mi stanowisko profesorskie na $wiezo zreorganizowanym
Uniwersytecie Stanu Missouri, w Katedrze Rolnictwa, ktdra wkrétce zostanie przeksztatcona w samodzielny
wydziat. Stanowisko to przyjatem, obejmujac (w sierpniu 2006) posade profesora pomocniczego (Research
Assistant Professor) w dziedzinie zintegrowanych metod walki ze szkodnikami w uniwersyteckiej stacii
badawczej o przeszto stuletniej tradycji i wyspecjalizowanej m.in. w hodowli jabtek. Posada ta umoZliwita mi
rozpoczecie laboratoryjnych i polowych eksperymentéw z zastosowaniem kwasu asparaginowego jako
dodatku do insektycydow w celu wzmocnienia ich dziatania przeciwko owocowce jabtkoweczce. Do
doswiadczen polowych przydzielono mi sad o powierzchni ponad 1 hektara. Niestety, w poczatkach kwietnia
2007 temperatura w sadach spadta ponizej -7°C i utrzymata sie na tym poziomie przez tydzien. Prawie 90%
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jabtek nie przetrwato tego mrozu. W konsekwencji populacje owocowki (nie mogac znalez¢ owocow
zywicielskich i kontynuowa¢ rozwoju przez sezon 2007) zostaly zdziesigtkowane. Prace polowe nad
owocdwkg i insectycydami wzmacnianymi kwasem asparaginowym mogtem podja¢ dopiero w 2010, po
odbudowaniu sie populacji tego szkodnika. Prace polowe zakonczyly sie sukcesem. Dodatek kwasu

asparaginowego do insektycydow zwiekszat ich skuteczno$¢ a nawet poprawiat jako$¢ owocow.

Obecnie pracowni habilitanta kontynuuje sie badania nad stymulatorami i inhibitorami zerowania u
larw owocowki, poszukujemy deterentow przeciwko tym larwom ws$rod metabolitow wtoérnych bylic
(Artemisia) oraz mitorzebu dwuklapowego (Ginkgo biloba), oraz pracujemy nad wabikami dla szkodliwych

zukdw z rodzaju Cotinis.

Badania nad zerowaniem larw owocowki zaowocowaty dwoma zgtoszeniami patentowymi.

Od 2008 habilitant petni role redaktora dziatu (Subject Editor) w redakcji czasopisma naukowego
Environmental Entomology co taczy sie z oceng i recenzowaniem od kilkunastu do kilkudziesigciu prac
naukowych rocznie. Habilitant petni ponadto role recenzenta wnioskow o granty, prac naukowych
kierowanych do czasopism innych niz Environmental Entomology, oraz prowadzi sluzbeg identyfikacji
owadow szkodliwych dla powiatu Wright, MO, USA. W czasie swojej dziatalno$ci w Missouri State
University wypromowat trzech magistrantow, z ktérych dwoch dostato sie na studia doktoranckie w
Katedrze Entomologii University of Arkansas. Od 2012 wyktada przedmiot ,Entomologia stosowana” ktdry
rokrocznie przycigga od 50 do 80 studentow. W 2010 habilitant zostat promowany do stopnia Associate

Research Professor (trzy lata przed typowym terminem promocji) oraz uzyskat status tzw. tenure professor.
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VII. Dlaczego ubiegam sig o stopien doktora habilitowanego

Jestem podrézujacym naukowcem od ponad pietnastu lat i przez ten okres spotkatem wielu polskich
emigrantow. W wigkszosci sg to emigranci ,negatywni’, kérzy zamkneli polski rozdziat swojego zycia i wigzg
swojg przyszios¢ wylacznie z nowg ojczyzng. W moim przypadku tak nie jest. Chcialbym dzieli¢ swoje
doswiadczenie i wiedze z polskimi naukowcami i studentami w Polsce. Osrodki akademickie po obu stronach
Atlantyku zachecajg indywidualnych naukowcéw do intensywnej wspdipracy i wymiany naukowej. Sojusz
Atlantycki i inne agencije zrzeszajace zarowno USA jak i kraje Wspolnoty Europejskiej asygnujg na to coraz
wigcej Srodkow. Zwazywszy postep w tej kwestii, jestem pewny, Ze otworzg sie dla mnie mozliwosci
wyktadania i pracy naukowej takze w Polsce. Chciatbym by¢ jednak do takiej ewentualnosci dobrze
przygotowany. Uwazam, ze jako doktor habilitowany mogtbym znacznie skuteczniej stuzy¢ swa wiedzg i

doswiadczeniem polskim osrodkom akademickim i naukowym niz bez tego stopnia.
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