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1. Dane personalne
Imig¢ i Nazwisko Mirostawa Cieslinska

Miejsce pracy Instytut Ogrodnictwa
ul. Konstytucji 3 Maja 3/1
96-100 Skierniewice

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

e 21.04.1983 r. - magister inzynier ogrodnictwa, Wydzial Ogrodniczy Akademii
Rolniczej im. Hugona Kolataja w Krakowie. Praca magisterska pt. ,,Poréwnanie
plennosci i niektérych cech pomologicznych kilku odmian i typéw wisni”
promotor - dr Wtodzimierz Lech

e (06.11.1998 r. - doktor nauk rolniczych w zakresie ogrodnictwa, Instytut
Sadownictwa 1 Kwiaciarstwa w  Skierniewicach. Praca doktorska pt.
,»Charakterystyka i metody wykrywania wirusa chlorotycznej plamistosci lisci
jabtoni (ACLSV) w drzewach owocowych”, z wyrdznieniem

promotor - prof. dr hab. Marianna Kaminska

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Przebieg pracy zawodowej

Okres Nazwa i adres pracodawcy Stanowisko
od do
02.08.1983 | 31.08.1988 | Instytut Sadownictwa i Kwiaciarstwa, inzynier ogrodnik,
Pomologiczna 18, 96-100 Skierniewice | Z-d Upowszechniania
Postepu
01.09.1988 | 31.10.1998 jw. asystent w Pracowni
Wirusologii
6.11.1998 obecnie j.-w., obecnie Instytut Ogrodnictwa, Adiunkt w Pracowni
Konstytucji 3 Maja 1/3, Skierniewice Wirusologii
10.03.2003 | 17.10.2006 | Instytut Sadownictwa i Kwiaciarstwa, p-o. kierownika
Pomologiczna 18, Skierniewice Pracowni Wirusologii
18.10.2006 obecnie j.w., obecnie Instytut Ogrodnictwa, kierownik Pracowni
Konstytucji 3 Maja 1/3, Skierniewice Wirusologii




4. Wskazanie osiagniecia wynikajgcego z 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.)

a) Tytul osiggniecia naukowego

Moim osiagnigciem naukowym bgdacym podstawa do ubiegania si¢ o uzyskanie stopnia
doktora habilitowanego jest cykl osmiu monotematycznych publikacji z lat 2004-2011
(obejmujacych sze$¢ prac oryginalnych i1 dwie prace przegladowe) pod wspdlnym
tytulem: ,,Zastosowanie techniki PCR-RFLP i analizy sekwencji fragmentu genu
16S rRNA do wykrywania i réznicowania fitoplazm porazajacych rosliny
sadownicze”. We wszystkich publikacjach bedacych przedmiotem habilitacji jestem

pierwszym, a w trzech z nich jedynym autorem.

b) Publikacje wchodzace w sktad rozprawy habilitacyjnej

1. Cieslinska M., Komorowska B. Stankiene J. 2006. Occurrence and identification of aster
yellows related phytoplasma in strawberry in Poland and Lithuania. Acta

Horticulturae, 708: 141-145.

Mdoj wkitad jako autora wiodgcego polegat na planowaniu badan, lustracji plantacji, identyfikacji
fitoplazm na podstawie wynikéw PCR-RFLP, udziale w analizowaniu i porownaniu sekwencji genu
16S rRNA badanych fitoplazm, opracowaniu wynikow i przygotowaniu publikacji

2. Cieslinska M. 2011a. Detection and characterization of phytoplasmas associated with
diseases of Rubus spp. plants in Poland. Journal of Plant Pathology, 93(1): 51-
56. (IF 1,25%; MNiSW 20%*%*)

Moj wktad jako autora wiodqcego polegat na planowaniu badan, lustracji plantacji, identyfikacji

fitoplazm na podstawie wynikéw PCR-RFLP oraz analizy sekwencji genu 16S rRNA badanych
fitoplazm, opracowaniu wynikéw i przygotowaniu publikacji

3. Cieslinska M., Morga$ H.,|Jakubowski T. |2004. Phytoplasma diseases of stone fruit trees

in Poland. Acta Horticulturae, 657: 523-526.

Moj wktad jako autora wiodgcego polegat na planowaniu badan, udziale w lustracjach nasadzen,
identyfikacji fitoplazm na podstawie wynikéw PCR-RFLP, opracowaniu wynikow i przygotowaniu
publikacji



4. Cieslinska M., Morga$ H. 2011. Detection and identification of ‘Candidatus Phytoplasma
prunorum’, ‘Candidatus Phytoplasma mali’ and ‘Candidatus Phytoplasma pyri’
in stone fruit trees in Poland. Journal of Phytopathology, 159 (4): 217-222. (IF
1,105; MNiSW 20)

Moj wktad jako autora wiodgcego polegat na planowaniu badan, udziale w lustracji nasadzen,
identyfikacji fitoplazm na podstawie wynikéw PCR-RFLP oraz analizy sekwencji genu 16S rRNA
badanych fitoplazm, opracowaniu wynikow i przygotowaniu publikacji

5. Cieslinska M. 2011b. European stone fruit yellows disease and its causal agent,
‘Candidatus Phytoplasma prunorum’. Journal of Plant Protection Research,
51(4): 441-447. (IF 0; MNiSW 9)

6. Cieslinska M. 2011c. Less common phytoplasmas infecting stone fruit trees. Journal of

Plant Protection Research, 51(4): 435-440. (IF 0; MNiSW 9)

7. Cieslinska M., Kruczynska D. 2011. Molecular diagnosis of phytoplasmas infecting apple
trees in Poland. Bulletin of Insectology, Vol. 64 (Supplement): 73-74 (IF 0,46;
MNiSW 13).

Moj wktad jako autora wiodgcego polegal na planowaniu badan, udziale w lustracji nasadzen,
identyfikacji fitoplazm na podstawie wynikéw PCR-RFLP oraz analizy sekwencji genu 16S rRNA
badanych fitoplazm, opracowaniu wynikow i przygotowaniu publikacji

8. Cieslinska M., Kowalik B. 2011. The association of ‘Candidatus Phytoplasma asteris’
with stunting and leaf yellowing symptoms in European hazel in Poland. Journal

of Phytopathology, 159(9): 585-588. (IF 1,105; MNiSW 20)

MGdj wktad jako autora wiodqcego polegatl na planowaniu badan, identyfikacji fitoplazm na podstawie
wynikow PCR-RFLP oraz analizy sekwencji genu 16S rRNA badanych fitoplazm, opracowaniu
wynikow i przygotowaniu publikacji

*ze wzgledu na brak danych dotyczqcych wspotczynnika wptywu (impact factor, IF) w 2011 r.
podano sredniq wartos¢ IF za ostatnie 5 lat (2006-2010.

** liczba punktow zgodnie z wykazem czasopism punktowanych MNiSW z 2010 r.

Oswiadczenia wspoétautoréw okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w powstanie
publikacji sa zamieszczone w Zalgczniku VIIL.



¢) Syntetyczne oméwienie publikacji wchodzacych w sktad rozprawy habilitacyjnej

Fitoplazmy sa sprawcami ponad 1000 réznych choréb roslin uprawnych oraz dziko
rosnacych szczegdlnie w rejonach potozonych w tropikalnej i1 subtropikalnej strefie
klimatycznej. Sa jednokomérkowymi organizmami bezjadrowymi (Procaryota) o Srednicy
100-800 nm, ktére nie posiadaja Sciany komorkowej. Zgodnie z przyjeta taksonomia,
fitoplazmy naleza do klasy Mollicutes, gromada bakterie i maja status gatunku kandydackiego
("Candidatus Phytoplasma'). Ich identyfikacja i klasyfikacja oparta jest gtdwnie na analizie
sekwencji konserwatywnego genu 16S rybosomalnego RNA (16S rRNA) oraz na badaniu
polimorfizmu dtugosci fragmentéw po jego trawieniu enzymami restrykcyjnymi (ang.

restriction fragment length polymorphism, RFLP).

W Europie, fitoplazmy sa migdzy innymi czynnikami sprawczymi waznych gospodarczo
choréb kwarantannowych drzew owocowych: proliferacji jabtoni, zamierania gruszy i
europejskiej zottaczki drzew pestkowych. Badania nad chorobami fitoplazmatycznymi roslin
sadowniczych rozpoczgto w Polsce w latach 60. ub. wieku. Ich obiektem byta proliferacja
jabtoni, wystepujaca dwczesnie w duzym nasileniu szczegdlnie na potudniu kraju (Kaminska
1 Zawadzka, 1970; Kaminska, 1973; Maszkiewicz, 1977; Maszkiewicz i in., 1979). Na
poczatku lat 90. XX w., stosujac metod¢ PCR-RFLP, wykazano, Zze sprawca zamierania
drzew gruszy w Polsce byla fitoplazma z grupy fitoplazm proliferacji jabtoni (Malinowski i
in., 1996). Badania dotyczace wystgpowania 1 wykrywania fitoplazm w truskawce i roslinach
z rodzaju Rubus (Cieslinska 1 Zawadzka, 2000; Cieslinska, 2001; Cieslinska, 2002)
zapoczatkowaty szereg prac, ktérych celem byta charakterystyka fitoplazm porazajacych
wybrane gatunki roslin sadowniczych przeprowadzona na postawie analizy sekwencji
fragmentu genu 16S rybosomalnego RNA (16S rRNA). Waznym celem badawczym byto
rowniez poznanie przyczyn dotychczas nieznanych choréb roslin sadowniczych i okre§lenie
ich zwiazku z porazeniem roslin przez fitoplazmy. Obiektem badan byty rosliny truskawki,
maliny, jezyny i mieszancéw z rodzaju Rubus, drzewa czere$ni, wisni, §liwy, brzoskwini,
moreli, nektaryny, jabtoni oraz krzewy leszczyny rosnace w sadach, na plantacjach
produkcyjnych i do$wiadczalnych oraz pochodzace z upraw amatorskich zlokalizowanych w

réznych regionach kraju.



Wykrywanie i roznicowanie fitoplazm porazajacych truskawke

Badania dotyczace fitoplazm wystgpujacych na plantacjach truskawki prowadzone byty
w latach 2002-2004. Ich wyniki przedstawilam w publikacji 1 wchodzacej w sktad rozprawy
habilitacyjnej (Cieslinska i in., 2006).
Truskawka porazana jest gtéwnie przez fitoplazmy z grupy fitoplazmy zo6ttaczki astra
(‘Candidatus Phytoplasma asteris’, 16Srl), ktére wywotuja m.in. znieksztalcenia kwiatéw
prowadzace czgsto do ich sterylnosci i niemal catkowitej utraty plonu. W badaniach
wykorzystywano ros$liny odmian: ‘Mara des Bois’, ‘Tango’, ‘Evita’, ‘Selva’, Venta’, ‘Senga
Sengana’ 1 klonu hodowlanego 97093 pochodzace =z plantacji produkcyjnych 1
do$wiadczalnych zlokalizowanych w Polsce 1 na Litwie. Stosujac technike PCR-RFLP w
sze$ciu roslinach truskawki wykryto fitoplazmy z podgrup A, B i C grupy zéttaczki astra.
Wzory restrykcyjne fragmentu genu 16S rRNA fitoplazm odpowiadaty profilom po trawieniu
analogicznej sekwencji fitoplazm wykrytych w roslinach truskawki w Czechach (Franova
HonetSlegrova 1 in., 1996). Na podstawie wynikow analizy sekwencji nukleotydow,
potwierdzono bliskie pokrewienstwo fitoplazm porazajacych rosliny ‘Mara des Bois’, ‘Tango,
‘Evita’ 1 ‘Venta’ z fitoplazma zaklasyfikowana do podgrupy B grupy zéttaczki astra. Analiza
porownawcza wykazata, ze sekwencje nukleotydow badanych izolatéw fitoplazm bytly
identyczne z sekwencjami izolatéw Btsv4S.i.1 1 Btsv2S.1.9 wydzielonych w Teksasie, USA ze
skoczkéw Scaphytopius irriratus (numery dostgpu GenBank: AY180952, AY180943).
Sekwencja fragmentu genu 16S rRNA fitoplazmy z truskawki ‘Selva’ byla identyczna z
analogiczng sekwencja szzcepu wzorcowego CHRG z chryzantemy z Teksasu, USA
zaklasyfikowanego do podgrupy A grupy zottaczki astra (numer dostgpu GenBank:
AY180956). Chociaz wyniki RFLP wskazywaly na to, ze roslina ‘Senga Sengana’ z Litwy
byla porazona przez fitoplazme¢ z podgrupy C, to jednak na podstawie analizy sekwencji
dokonano weryfikacji tej klasyfikacji. Wykazano catkowita zgodno$¢ sekwencji tego izolatu z
sekwencja 16S rDNA Strawberry phylloid fruit phytoplasma (numer dostgpu: AY102275),
ktora wykryto w truskawce w Zachodniej Wirginii w USA 1 zaklasyfikowano do nowo
utworzonej w grupie zéitaczki astra podgrupy R (Jomantiene i in., 2002). W pracy bedace;j
czeScia rozprawy habilitacyjnej po raz pierwszy opisano wystgpowanie fitoplazmy z tej

podgrupy w Europie.



Wykrywanie i roznicowanie fitoplazm porazajacych krzewy z rodzaju Rubus

W latach 2002-2004 prowadzono badania, ktérych celem byta charakterystyka molekularna
fitoplazm porazajacych rosliny z rodzaju Rubus. Wyniki tych prac przedstawitam w
publikacji 2 wchodzacej w sklad rozprawy habilitacyjnej (Cieslinska, 2011a). Material
badawczy stanowity krzewy maliny czerwonej odmian ‘Canby’, ‘Polka’ 1 ‘Veten’, jezyny (R.
fruticosus) oraz mieszancoéw loganberry (R. loganobaccus) i tayberry (R. loganobaccus X R.
idaeus). Na podstawie wynikéw PCR-RFLP oraz analizy poréwnawczej sekwencji
nukleotydéow fragmentu genu 16S rRNA wykazano, ze krzewy odmian ‘Canby’, ‘Polka’ i
‘Veten’ oraz mieszanca tayberry byly porazone przez fitoplazm¢ z podgrupy E grupy
fitoplazmy zottaczki wiazu (‘Candidatus Phytoplasma ulmi’, 16SrV-E). Podobienstwo
badanej sekwencji tych czterech izolatéw wynosito 99,7-99,9%. Analiza filogenetyczna
wykazata, ze tworza one monofiletyczny klaster ze szczepem referencyjnym RS z Rubus
fruticosus z Wioch (numer dostgpu GenBank: Y16395) 1 sa spokrewnione genetycznie z
izolatem FD z Vitis vinifera z Francji (numer dostgpu GenBank: X76560). Izolaty te,
zaklasyfikowane do podgrupy E fitoplazmy zéttaczki wiazu, sa sprawca kartowatosci maliny,
ktéra w Europie jest jedna z najgrozniejszych choréb uprawnych i dziko rosnacych krzewow
maliny czerwonej (Rubus idaeus), jezyny (R. fruticosus, R. laciniatus) 1 mieszancow tych
gatunkéw. W Polsce, objawy tej choroby obserwowano na plantacjach maliny w latach
siedemdziesiatych ubieglego wieku, jednak ze wzgledu na Owczesny brak metod
diagnostycznych, czynnik sprawczy nie zostal zidentyfikowany. Kartowatos¢ maliny
prowadzi do degeneracji roslin, a czgsto nawet do ich zamierania. Ze wzgledu na zmiany
fizjologiczne w obrgbie kwiatu plonowanie chorych krzewdéw jest znikome, a nielicznie
dojrzewajace owoce maja niska warto$¢ handlowa i konsumpcyjna. Sporadycznie rosliny z
rodzaju Rubus moga by¢ tez porazane przez fitoplazmy z grupy fitoplazm choroby X
(16SrIIl) lub zottaczki astra (16Srl). W Anglii, Davies (1998; 2000) wykryl w krzewach
mieszanca Rubus loganobaccus fitoplazmg z grupy 16SrlIlIl. Stosujac metod¢ PCR-RFLP oraz
analiz¢ sekwencji nukleotydow genu 16S rRNA, w roslinie tego mieszanca stanowiacej
przedmiot prezentowanych badan zidentyfikowano fitoplazmg nalezaca do podgrupy A grupy
fitoplazmy choroby X. Na podstawie wynikéw analizy filogenetycznej badany izolat zostat
zaklasyfikowany do jednego klastra ze szczepem referencyjnym CYE z koniczyny z Kanady
(nr dostgpu GenBank: L.33766) fitoplazmy zo6ttaczki brzegowej koniczyny (Clover yellow
edge phytoplasma). Podobienstwo sekwencji genu 16S rRNA obydwu izolatéw wynosito

99,8%. Fitoplazmy z grupy 16Srlll rzadko byly wykrywane w roslinach sadowniczych



uprawianych w Europie. Znane sa doniesienia o ich wystgpowaniu na wisni 1 czeresni na
Litwie (Valitinas i in., 2009) oraz na drzewach wisni importowanych z USA do Wtoch
(Paltrinieri i in., 2001; Landi i in., 2007). Mozna domniemywac¢, ze fitoplazma choroby X
zostala zawleczona do naszego kraju wraz ze sprowadzonymi z Anglii sadzonkami
loganberry. W trakcie swoich badan, w jednym z krzewdw jezyny (Rubus fruticosus)
rosngcym w warunkach naturalnych zidentyfikowatam fitoplazme¢ z podgrupy B grupy
fitoplazmy zoéttaczki astra (‘Candidatus Phytoplasma asteris’, 16SrI-B). Na podstawie
przeprowadzonej analizy wykazalam wysokie podobienstwo (99,9% i 99,5%) badanej
sekwencji z sekwencjami szczepéw wzorcowych ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ OAY z
wiesiotka z Michigan, USA (nr dostgpu GenBank: M30790) oraz SAY z selera z Kalifornii,
USA (nr dostepu GenBank: M86340). Fitoplazmg z podgrupy B grupy 16SrI zidentyfikowano
rowniez w krzewach jezyny w Austrii, Wielkiej Brytanii i Pakistanie (Borroto Ferndndez i in.,

2007; Reeder i in., 2010; Fahmeed i in., 2009).

Wykrywanie i réznicowanie fitoplazm porazajacych drzewa pestkowe

W latach 2002-2003 r. prowadzono badania nad przyczyna z6tknigcia i zwijania si¢ lisci
czeresni, brzoskwini, moreli i nektaryny rosnacych w sadzie do$wiadczalnym Instytutu
Sadownictwa i Kwiaciarstwa w Dabrowicach. Wyniki prac przedstawiono w publikacji 3
(Cieslinska 1 in., 2004) wchodzacej w sktad rozprawy habilitacyjnej. Analiza restrykcyjna
fragmentu genu 16S rRNA wykazala, ze badane drzewa byly porazone przez fitoplazmg z
grupy fitoplazmy zéttaczki wiazu (‘Candidatus Phytoplasma ulmi’, 16SrV). Fitoplazma ta nie
byta opisywana na drzewach pestkowych uprawianych w Europie. Przypuszczalnie
pierwotnym zrédltem tego patogena byly sprowadzone z Chin drzewa moreli rosnace w
przedmiotowem sadzie. Fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma ziziphi’ zaklasyfikowana do
grupy zoéttaczki wiazu wykryto w drzewach czeres$ni, moreli i alyczy w Chinach (Lee i in.,
1995a; Zhu 1 in. 1998; Yue i in., 2009; Hong i in., 2011) oraz brzoskwini w Indiach (Thakur i
in., 1998).

W latach 2006-2009 prowadzono monitoring wystgpowania fitoplazm w sadach drzew
pestkowych zlokalizowanych w siedmiu wojewddztwach (Swigtokrzyskie, dolnoslaskie,
mazowieckie, tédzkie, lubelskie, lubuskie i wielkopolskie). facznie przebadano préby
pobrane z 435 drzew pestkowych w tym: 145 czere$ni, 121 brzoskwini, 102 wisni, 38 moreli,
13 sliwy, 9 S$liwy japonskiej oraz 5 nektaryny. Wyniki badan przedstawione zostaly w

publikacji 4 wchodzacej w sktad rozprawy habilitacyjnej (Cieslinska i Morgas, 2011).



Analiza PCR/RFLP wykazata obecnos$¢ fitoplazm w 29 drzewach w tym: 6 czeres$ni, 3 wisni,
11 brzoskwini, 4 moreli, 3 §liwy japonskiej i 2 nektaryny. Wigkszos¢ z badanych drzew (27)
byla porazona przez fitoplazmg europejskiej zottaczki drzew pestkowych (‘Candidatus
Phytoplasma prunoroum’, 16SrX-B). Stopien podobienstwa sekwencji fragmentu genu 16S
rRNA badanych izolatéw wynosit 99,7-99,9%, a analiza poréwnawcza wykazata ich bliskie
pokrewienstwo z innymi przedstawicielami podgrupy B grupy fitoplazmy proliferacji jabtoni
(w tym ze szczepem wzorcowym ESFY-G1 z brzoskwini z Badenii Wittenbergii w
Niemczech, nr dostepu GenBank: AJ542544). W sekwencji nukleotydéw analizowanego
fragmentu badanych izolatow wykryto kilkanascie réznic, jednak wigkszo$¢ z nich nie miata
wplywu na odmienno$¢ uzyskanych wzoréw restrykcyjnych. Mutacje punktowe w sekwencji
nukleotydow w pozycjach 908 i 919 przektadaly si¢ na zmian¢ miejsc restrykcyjnych po
trawieniu odpowiednio enzymami Rsal i Sspl. W obregbie sekwencji GTAC znajduje si¢
miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez enzym Rsal, zatem w przypadku fitoplazmy
porazajacej wigkszos¢ chorych drzew wystgpowato dodatkowe miejsce trawienia, ktérego nie
bylo w sekwencji nukleotydowej fragmentu genu 16S rRNA fitoplazmy z nektaryny ‘Super
Queen’ i czere$sni ‘Kordia’. Po hydrolizie przy uzyciu enzymu Sspl miejsce trawienia
wystgpowato tylko w przypadku fitoplazmy porazajacej nektaryng ‘Super Queen’, ktorej
fragment sekwencji ATAT jest rozpoznawany przez ten enzym. Analogiczny fragment genu
16S rRNA fitoplazm wykrytych w pozostatych drzewach nie ulegat trawieniu enzymem Sspl.
Na podstawie analizy sekwencji stwierdzono, ze fitoplazma wykryta w drzewie nektaryny
‘Super Queen’ jest genetycznie spokrewniona z fitoplazma proliferacji jabtoni (‘Ca. P. mali’,
16SrX-A) 1 na dendrogramie tworzy jeden klaster z jej referencyjnym szczepem APIS z
jabtoni z pétnocnych Wtoch (nr dostgpu GenBank: AJ542541). Wymienione metody byty
stosowane rowniez do identyfikacji fitoplazmy zamierania gruszy (‘Ca. P. pyri’, 16SrX-C) w
prébce z drzewa czeresni ‘Kordia’. Sekwencja nukleotydow fragmentu 16S rDNA tego
izolatu byta identyczna z analogiczng sekwencja szczepu wzorcowego PDI1 z gruszy z
Badenii Wittenbergii, Niemcy (nr dostgpu GenBank: AJ542543). Wyniki obydwu analiz,
RFLP i sekwencji, byly zgodne i $§wiadczyly o wystgpowaniu w badanych drzewach
pestkowych spokrewnionych ze soba fitoplazm: ‘Ca. P. mali’, ‘Ca. P. prunorum’, i ‘Ca. P.
pyri’ nalezacych do podgrup A, B 1 C wyodrgbnionych w grupie fitoplazmy proliferacji
jabtoni (16SrX). We Wtoszech, w Czechach 1 Stowenii rowniez wykrywano w drzewach
pestkowych fitoplazmy zaklasyfikowane do tych podgrup (Paltrinieri i in., 2001; Navratil i
in., 2001, Fialova i in., 2004; Mehle i in., 2007).
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Dodatkowo, do cyklu publikacji stanowiacych przedmiot rozprawy habilitacyjnej
wlaczone zostaty dwie prace, w ktérych dokonatam przegladu literatury §wiatowej na temat
fitoplazm porazajacych drzewa pestkowe (publikacje S5 i 6). Najwazniejsza choroba
fitoplazmatyczna ro$lin z rodzaju Prunus jest europejska zoéttaczka drzew pestkowych (ang.
European stone fruit yellows, ESFY), ktérej objawami sa: chlorotyczny lisciozwdj moreli,
leptonekroza S$liwy, zoéttaczka brzoskwini oraz zamieranie sliwy, brzoskwini 1 migdata.
Czynnikiem sprawczym ESFY jest fitoplazma ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’
zaklasyfikowana do podgrupy B, grupy fitoplazmy proliferacji jabtoni (16SrX-B). Ze
wzgledu na swa szkodliwo$¢, patogen ten zaliczany jest do organizméw kwarantannowych.
Zakres roslin zywicielskich fitoplazmy, zasigg geograficzny wystgpowania i objawy choroby,
a takze kwestie dotyczace przenoszenia patogena, metod stosowanych do jego wykrywania i
identyfikacji oraz mozliwosci zapobiegania chorobie wywotywanej przez fitoplazme
omowitam w publikacji 5 wchodzacej w sktad rozprawy habilitacyjnej (Cieslinska, 2011b).

Badania prowadzone w kilku krajach Europy wykazaty, ze drzewa pestkowe moga by¢
rOwniez porazane przez fitoplazme proliferacji jabtoni i fitoplazme¢ zamierania gruszy.
Ponadto, w drzewach pestkowych uprawianych w réznych czg$ciach $wiata wykryto
fitoplazmy: z6ltaczki astra, miotlastosci orzeszkéw ziemnych, choroby X, zéttaczki wiazu,
z6ttaczki jesionu, miotlastosci nikli indyjskiej i stolburu. Przeglad literatury dotyczacej
rzadziej wystepujacych fitoplazm drzew pestkowych, ich szkodliwosci i1 diagnostyki,
wektoréw oraz sposobdw zapobiegania infekcji zaprezentowatam w publikacji 6 wchodzace;j

w sktad rozprawy habilitacyjnej (Cieslinska, 2011c).

Wykrywanie i r6znicowanie fitoplazm porazajacych jablon

W 2010 r. rozpoczgto badania nad wystgpowaniem i charakterystyka molekularna
fitoplazm porazajacych jabton. Ich wyniki zostaty przedstawione w publikacji 7 wchodzacej
w sktad rozprawy habilitacyjnej (Cieslinska i Kruczynska, 2011). Proby pobrane ze 127
drzew badano na obecno$¢ fitoplazm stosujac metod¢ PCR-RFLP i analiz¢ sekwencji
fragmentéw genu 16S rRNA. W pieciu drzewach jabtoni (‘Sampion’, ‘Elstar’, ‘Golden
Delicious’, ‘Oliwka Zétta’, ‘Koksa Pomaranczowa’) oraz dwéch drzewach nieznanych
odmian wykryto fitoplazmg proliferacji jabtoni (‘Candidatus Phytoplasma mali’, 16SrX-A).
Wzory restrykcyjne uzyskane dla fragmentéw genomu fitoplazm pochodzacych z tych drzew
byly takie same jak wzory po trawieniu analogicznego fragmentu wzorcowego szczepu AP15

fitoplazmy proliferacji jabtoni (16SrX-A), ktéry jest najbardziej rozpowszechniony w Europie
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(Jarausch 1 in, 2000; Kison i in., 1994). Wykazano zgodnos$¢ analizowanej sekwencji
nukleotydéw badanych izolatéw oraz szczepu referencyjnego AT z jabtoni z Niemiec (nr
dostepu GenBank: X68375). Z kolei, w dwéch badanych w pracy jabtoniach (‘Evelina’ i
‘Pinova’), wykazujacych slabe objawy zaburzenia dominacji wierzchotkowej pedow,
zidentyfikowano fitoplazme zottaczki astra (16SrI-B). Analiza sekwencji oraz analiza
filogenetyczna fragmentu genu 16S rRNA badanych izolatow wykazata ich bliskie
pokrewienstwo ze szczepem referencyjnym OAY (numer dostgpu GenBank: M30790) z
podgrupy B grupy 16Srl. Fitoplazme z tej grupy wykryto rowniez w Czechach w drzewach z
objawami gumowatosci drewna (Bertaccini i in., 1998) i deformacja pedéw (Franova, 2005)
oraz na Litwie w jabtoniach, na ktérych obserwowano wyrastanie z6tknacych lisci z pnia i

proliferacj¢ pedéw (Jomantiene i Davis, 2005).

Wykrywanie i réznicowanie fitoplazm porazajacych leszczyneg

W 2008 r., préby pobrane z 22 krzewow leszczyny odmian Katalonski, Webba 1 Halle
pochodzacych z plantacji w potudniowo-wschodniej Polsce testowano na obecno$¢ fitoplazm.
Na podstawie wynikoéw badan uzyskanych metodami PCR-RFLP, analizy sekwencji i analizy
filogenetycznej fragmentu genu 16S rRNA, stwierdzono, ze pojedyncze rosliny
wymienionych odmian byty porazone przez ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ - fitoplazmg z
podgrupy B grupy zéttaczki astra (publikacja 8 - Cieslinska i Kowalik, 2011 wchodzaca w
sktad rozprawy habilitacyjnej). Wzory restrykcyjne po trawieniu fragmentu genu 16S rRNA
badanych izolatéw byty charakterystyczne dla szczepu wzorcowego AY1 z kataranta
rozowego (nr dostgpu GenBank: L33767) zaklasyfikowanego do podgrupy B grupy
fitoplazmy z6ttaczki astra. Podobienstwo sekwencji nukleotydéw tego fragmentu badanych
izolatow i szczepu referencyjnego OAY z (nr dostgpu GenBank: M30790) wynosito 99,8%.
Na podstawie analizy filogenetycznej fragmentu 16S rDNA badanych izolatéw stwierdzono,
ze tworza one jeden klaster. Uzyskane wyniki byly w pewnym stopniu zbiezne z wynikami
uzyskanymi przez Marcone i in. (1996) we Wloszech. Badacze ci, w leszczynie wykrywali
fitoplazmy z grupy zottaczki astra, chociaz w wigkszosci chorych krzewéw identyfikowali
fitoplazmy z grupy proliferacji jabtoni, ktére w Europie najczesciej wystgpuja na roslinach

tego gatunku.
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Podsumowanie

Efektem badan przeprowadzonych z wykorzystaniem techniki PCR-RFLP i analizy

sekwencji nukleotydéw fragmentu genu 16S rRNA bylo zidentyfikowanie w roslinach

sadowniczych fitoplazm zaklasyfikowanych do czterech grup 16Sr w tym:

- fitoplazm z grupy zoéttaczki astra (16Srl, ‘Candidatus Phytoplasma asteris’: podgrupa B
w truskawce, jezynie, leszczynie i jabtoni; podgrupa A i R w truskawce),

- fitoplazmy choroby X (podgrupa A w grupie 16Srlll) w mieszancu Rubus loganobaccus,

- fitoplazm z podgrupy E (16SrV-E) grupy zéttaczki wiazu (‘Candidatus Phytoplasma
ulmi’) w czere$ni, moreli, nektarynie, brzoskwini, malinie, jezynie i mieszancu tayberry,

- fitoplazmy europejskiej zoitaczki drzew pestkowych (16SrX-B, ‘Candidatus
Phytoplasma prunorum’) w czeres$ni, wisni, brzoskwini, moreli i §liwie japonskiej,

- fitoplazmy proliferacji jabtoni (16SrX-A, ‘Candidatus Phytoplasma mali’) w jabtoni i
nektarynie,

- fitoplazmy zamierania gruszy (16SrX-C, ‘Candidatus Phytoplasma pyri’) w czeres$ni.

Po raz pierwszy w Polsce, wykazano obecno$¢ fitoplazm wywotujacych europejska
zottaczke drzew pestkowych, proliferacj¢ jabloni i zamieranie gruszy w drzewach
pestkowych oraz fitoplazmy zoéttaczki astra w jezynie, leszczynie 1 jabtoni. Wykrycie na
terenie naszego kraju fitoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’ wywotujace]
chorob¢ kwarantannowa ma duze znaczenie poznawcze i praktyczne oraz uzasadnia
prowadzenie wzmozonej kontroli fitosanitarnej i podejmowanie dziatan na rzecz

uzyskiwania zdrowego materiatu szkétkarskiego.

Drugim z patogenéw kwarantannowych bedacych przedmiotem rozprawy, jest
‘Candidatus Phytoplasma mali’ wywotujaca proliferacj¢ jabtoni, ktéra dotychczas w
Polsce identyfikowano w jabtoniach na podstawie objawéw chorobowych oraz wynikow
testow biologicznych lub serologicznych. W jednej z publikacji przedstawionych w
rozprawie habilitacyjnej zaprezentowano rezultaty badan dotyczacych wykrywania tej

fitoplazmy metodami biologii molekularne;j.

Wykazano, ze ro$liny z rodzaju Rubus moga by¢ porazane przez fitoplazmy
zaklasyfikowane do trzech grup: fitoplazmy zo6ttaczki astra (16Srl), fitoplazmy choroby X
(16SrII) i fitoplazmy z6ttaczki wigzu (16SrV).

Wykrycie w kilku gatunkach sadowniczych (czere$nia, jezyna, jabton) fitoplazm, ktére

dotychczas rzadko opisywano na tych roslinach dowodzi, ze patogeny te sa polifagami.
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Przyktadem jest fitoplazma proliferacji jabtoni zidentyfikowana w nektarynie, czy tez
wykryta w czeresni fitoplazma zamierania gruszy. Fitoplazmy z grupy zoéttaczki astra
(16SrI) sa najbardziej rozpowszechnione na $wiecie, lecz zakres ich roslin zywicielskich
jest wcigz poznawany, o czym $wiadczy wykrycie fitoplazmy z tej grupy w krzewach

jezyny i leszczyny oraz w jabloniach.
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5. Omoéwienie pozostalych osiagnig¢é¢ naukowo — badawczych

Dziatalno§¢ naukowa rozpoczg¢lam w 1988 roku, po zatrudnieniu mnie na stanowisku
asystenta w Pracowni Wirusologii Zaktadu Ochrony Roslin Sadowniczych w Instytucie
Sadownictwa i Kwiaciarstwa w Skierniewicach. Poczatkowo, pod kierunkiem dr Barbary
Zawadzkiej, prowadzitam badania nad wystgpowaniem choréb wirusowych truskawek w 12
rejonach Polski. Przeprowadzitam lustracje 108 plantacji truskawki, z ktérych pobieratam
préby do testow biologicznych na obecno$¢ wiruséw. Badania wykazaty, ze okoto 6%
testowanych roslin odmian ‘Senga Sengana’ i ‘Redgauntlet’, powszechnie uprawianych w
tym czasie, bylo porazonych wirusem cgtkowanej plamistosci liSci truskawki (Strawberry
mottle virus, SMoV). Wyniki prac zostaly przedstawione w dwdch oryginalnych publikacjach
naukowych [IV.1.1,IV.1.2]. Nastepnie, rozpoczg¢lam badania nad rozprzestrzenianiem sig
SMoV na plantacji ‘Senga Sengana’, ‘Kama’ i ‘Dukat’. Cze$¢ z roslin zaplanowanych do
zatozenia doswiadczenia inokulowano SMoV przez szczepienie lisci. W zalezno$ci od
odmiany, po trzech latach prowadzenia badan, 36,7-53,3% pierwotnie zdrowych roslin
truskawki zostato zakazonych wirusem. Plon owocéw z roslin porazonych wirusem byt o 5-
41% nizszy, niz uzyskany ze zdrowych krzewéw. Na poletkach do$wiadczalnych
zidentyfikowano cztery gatunki mszyc: Aphis forbesi, Amphorophora rubi, Acyrtosiphon
pelargonii rogersi i Aulacorthum solani bedacych wektorami wiruséw. Wyniki badan zostaty
opublikowane w pracy naukowej [IV.1.5]. W latach 1999-2001, majac na uwadze znaczenie
truskawki w produkcji sadowniczej oraz zmieniajaca si¢ w Polsce struktur¢ uprawianych
odmian, podjetam dalsze badania dotyczace wystgpowania wiruséw 1 fitoplazm na
plantacjach ros$lin tego gatunku. Lustracje byly prowadzone na plantacjach owocujacych i
matecznych truskawki w wojewddztwach: pomorskim, kujawsko-pomorskim, wielkopolskim,
mazowieckim, t6dzkim, dolnoslaskim, lubelskim, podlaskim, podkarpackim i matopolskim.
Testy biologiczne wykonane na prébach pobranych z réznych odmian wykazaty, ze 15,6%
roslin truskawek sposréd 793 badanych bylo porazonych wirusem cetkowanej plamistosci
lisci truskawki. Wigkszos¢ chorych truskawek pochodzito z plantacji zlokalizowanych na
potudniu Polski. Niektére rosliny wykazywaty objawy charakterystyczne dla choréb
wywolywanych przez fitoplazmy. Obecnos$¢ tych patogenéw potwierdzona zostala testem
PCR. Wyniki badan dotyczacych wystgpowania wiruséw i fitoplazm na plantacjach truskawki

zostaly opublikowane w oryginalnej pracy naukowej [IV.1.9].

W latach 1992-1994 bylam gléwnym wykonawca projektu KBN PB-439/53/92/03 pt.

“Badanie szczepow wirusa chlorotycznej plamistosci lisci jabtoni (ACLSV) wystepujacych w
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Polsce. Opracowanie metod wykrywania 1 identyfikacji”. Wyniki badan zostaly
opublikowane w czterech oryginalnych pracach naukowych [IV.1.3, IV.1.6, IV.1.7] i byly
podstawa do przygotowania mojej pracy doktorskiej pt. “Charakterystyka i metody
wykrywania wirusa chlorotycznej plamisto$ci lisci jabtoni (ACLSV) w drzewach
owocowych”, ktéra wykonatam w Instytucie Sadownictwa i Kwiaciarstwa w Skierniewicach
pod kierunkiem prof. dr hab. Marianny Kaminskiej. Po doktoracie kontynuowatam prace
badawcze dotyczace ACLSV, a uzyskane wyniki przedstawione zostaty w trzech publikacjach
naukowych [IV.1.12, IV.1.23, IV.1.25]. W jednej z nich wykazano zréznicowanie
wlasciwosci serologicznych i molekularnych izolatéw ACLSV pochodzacych z brzoskwini,
czeresni 1 jabloni z Butlgarii. Izolaty te r6znity si¢ zarowno migdzy soba, a takze mialy inne
wlasciwosci niz polskie izolaty wirusa. Kolejne badania dotyczyly wptywu ACLSV na
wysoko$¢ plonu oraz jako$¢ owocéw jabtoni ‘Golden Delicious’ i ‘Szampion’. Prowadzono je
w ramach projektu Akcji COST 924 , Enhancement and preservation of quality and health
promoting components in fresh fruits and vegetables” (2004-2008). Badane parametry
jakosciowe obejmowaty $redni plon i mas¢ owocéw, procentowy udzial powierzchni
rumienca, ordzawienie skorki, zawarto$¢ ekstraktu, indeks skrobiowy, kwasowo$¢ owocow i
jedrno$é miazszu. Sredni plon owocéw uzyskany z jabtoni wolnych od wirusa byt istotnie
wyzszy, a owoce ze zdrowych drzew obydwu odmian miaty wigksza maseg, niz z drzew
porazonych przez ACLSV. Badania wykazaly réwniez réznice jakosciowe pomigdzy

owocami z drzew zdrowych i chorych.

Od 1997 r. prowadzitam prace dotyczace wptywu termoterapii i chemioterapii in vitro na

eliminacj¢ wirusOw wystepujacych w roslinach sadowniczych. Celem badan byto uwolnienie

od wiruséw kultur pedowych nastgpujacych gatunkéw roslin sadowniczych:

- jabtoni od ACLSV i wirusa ztlobkowatos$ci pnia jabtoni (Apple stem grooving virus, ASGV),

- gruszy od ACLSV,

- maliny od wirusa chlorozy nerwow (Raspberry vein chlorosis virus, RVCV),

- Fragaria virginiana od SMoV,

- alyczy od ACLSYV i wirusa nekrotycznej plamistosci pierscieniowej wisni (Prunus necrotic
ring spot virus, PNRSV),

- §liwy od PNRSV oraz czeresni od wirusa kartowatosci sliwy (Prune dwarf virus, PDV).

Proliferujace kultury poddawano przez kilka tygodni dziataniu temperatury 37°C

(termoterapia) i/lub preparatu Virazole® (ribawirina, 1-B-D ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-

carboxamide) dodawanego do pozywki w dawkach 10, 25, 50 i 100 mg "' (chemioterapia).
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Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze skuteczno$¢ termoterapii zalezata od
wirusa i gatunku rosliny, z ktérej byly zalozone kultury pedowe. W wigkszosci przypadkow,
efektywna metoda eliminacji tych patogenéw byto jednoczesne stosowanie termoterapii i
aplikowanie do pozywki Virazole® w dawkach 25 lub 50 mg 1"'. Preparat ten stosowany w
ilosci 100 mg 1" dziatat fitotoksycznie. Wyniki badan nad uwalnianiem ro$lin sadowniczych
od wiruséw in vitro opublikowane zostaly w pigciu oryginalnych pracach naukowych [IV.1.8,
IV.1.11,1V.1.14,1V.1.24, 1V.1.30].

W latach 2000-2002 bylam koordynatorem ze strony polskiej projektu QLRT-PL99-1553
,Improved diagnostic tools for the -certification of strawberry propagation material”
realizowanego w ramach 5. Programu Ramowego Unii Europejskiej. Celem badan byto
opracowanie metod wykrywania najwazniejszych wiruséw truskawki: cetkowanej plamistosci
lisci (SMoV), marszczycy (SCV), otasmienia nerwéw lisci (SVBV) oraz tagodnej zo6ttaczki
brzegowej lisci (SMYEV) z wykorzystaniem technik RT-PCR 1 amplifikacji kwasow
nukleinowych w czasie rzeczywistym (AmpliDet RNA). Wspdlnie z dr M. Klerksem 1 dr C.
Schoenem z Plant Research International BV w Wageningen w Holandii, wykonatam testy
RT-PCR i AmpliDet RNA, w wyniku ktérych w prébach z 37 ro$lin pochodzacych z Polski i
Litwy (wspétpraca z dr J. Stankiene z Litewskiego Instytutu Ogrodnictwa w Babtai)
zidentyfikowano wirusa cgtkowanej plamistosci lisci truskawki. Opracowana w ramach
projektu metoda RT-PCR =znalazta zastosowanie w rutynowej diagnostyce choréb
wirusowych truskawki stanowiac alternatywe dla pracochtonnych i czasochtonnych testow
biologicznych. W kolejnych badaniach prowadzonych w ramach 5. Programu Ramowego UE,
na podstawie objawéw chorobowych wywotywanych na kilkunastu gatunkach ro$lin zielnych
wykazano zréznicowanie wilasciwosci wybranych izolatéw SMoV. Wyniki tych badan

opublikowane zostaty w dwdéch pracach naukowych [1V.1.17, 1V.1.20].

W latach 2002-2004 bytam kierownikiem projektu wltasnego KBN 3 PO6A 024 22 pt.
“Wiasciwosci  biologiczne 1 molekularne fitoplazm porazajacych rosliny jagodowe.
Udoskonalenie metod wykrywania i identyfikacji badanych fitoplazm”. Wyniki badan
zwiazanych z wystgpowaniem i charakterystyka molekularng fitoplazm porazajacych

truskawke oraz krzewy z rodzaju Rubus zostaly zaprezentowane w pracach bedacych czg¢scia

rozprawy habilitacyjnej [IV.1.22, IV.1.33].

W latach 2003-2008 bratam udziat w badaniach dotyczacych wykrywania mato znanych w
Polsce wiruséw drzew pestkowych. Prace te, poczatkowo prowadzone w ramach dziatalnos$ci

statutowej, byly kontynuowane podczas realizacji projektu KBN, nr 2P06A 016 29 pt.
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»Wystepowanie, wykrywanie, 1 charakterystyka sekwencji genu biatka ptaszcza mato znanych
w Polsce wirus6w wisni 1 czeresni”, w ktérym bylam gtéwnym wykonawca. Wyniki badan,
majacych na celu wykrywanie i przeprowadzenie charakterystyki molekularnej izolatow
wirusa czere$ni A (Cherry virus A), wirusa drobnienia czeresni-1 i -2 (Little cherry virus-1, -
2) oraz wirusa zielonej pierscieniowej pstrosci czeresni (Cherry green ring mottle virus,
CGRMYV) w drzewach rosnacych gléwnie w sadach do§wiadczalnych i kolekcyjnych zostaty
opublikowane w czterech pracach naukowych [IV.1.19,1V.1.21,1V.1.26, 1V.1.27].

W latach 2006-2007 bratam udziat w miedzynarodowym projekcie ,,European ring test for the
evaluation of three duplex protocols for virus detection in fruit trees”, kierowanym przez dr
Sebastiena Massarta z Facult¢ Universitaire des Sciences Agronomiques de Gembloux
(FUSAGx) w Belgii. Projekt ten byt realizowany w dziewigciu europejskich laboratoriach i
mial na celu analiz¢ przydatnosci metody duplex-RT-PCR do wykrywania kompleksu
nastgpujacych wiruséw: wirusa kartowatosci §liwy 1 wirusa nekrotycznej plamistosci
mozaiki jabtoni (ACLSV/ApMV) oraz wirusa zlobkowato$ci pnia jabtoni i1 wirusa
jamkowato$ci pnia jabtoni (ASGV/ASPV). Czutos¢, specyficznos¢ i powtarzalno$¢ testow
wykonywanych w réznych osrodkach byty bliskie 90%, a uzyskane wyniki badan wskazuja
na mozliwo$¢ wykorzystania metody w rutynowych testach do jednoczesnego wykrywania
dwoéch wiruséw drzew owocowych. Wyniki wsp6lnych doswiadczen zostaty opublikowane w
oryginalnej pracy naukowej [1V.1.28].

W latach 2006-2009 kierowatam projektem MNiSW, nr 2 PO6A 028 30 pt. ,,Wystgpowanie,
wykrywanie 1 charakterystyka wtasciwosci biologicznych i1 molekularnych patogendéw
wirusopodobnych drzew pestkowych”. Badania prowadzone z zastosowaniem réznych
technik biologii molekularnej (PCR-RFLP, sekwencjonowanie, hybrydyzacja molekularna) i
testow biologicznych wykazaly, ze ok. 6% drzew pestkowych sposréd 430 testowanych byto
porazonych przez fitoplazmy. Podczas lustracji sadow, ze 167 drzew brzoskwini, moreli i
nektaryny pobrano réwniez proby do badan na obecno$¢ utajonego wiroida mozaiki
brzoskwini (Peach latent mosaic viroid, PLMVd). Wiroida wykryto w 46 drzewach, w tym w
40 drzewach brzoskwini, sposréd ktérych znaczna cze$¢ byta uprawiana w rejonie
Sandomierza. Wyniki prac dotyczacych charakterystyki ~molekularnej fitoplazm
wystepujacych w drzewach pestkowych zostaly przedstawione w jednej z publikacji bedacych
cze$cia rozprawy habilitacyjnej [IV.1.34].
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Maj darobek publikacyjny obejmuje 37 oryginalnych prac tworczych (2 czego w 28
publikacjach jestem pierwszym lub jedynym autorem), 8 prac przegladowych, 20 domiesien
na konferencje i sympozja miedzynarodowe, 41 doniesien na konlerencje krajowe, 62
artykuly popularno-naukowe oraz wspolautorstwo w trzech wydawnictwach zbiorowych
(Zalgczniki 1V i VI). Bylam wspohwykonawea projektow miedzynarodowych (Akcje COST
5. Program Ramowy Unii Furopejskiej), kierownikicm trzech projektow wlasnych KBN i
MNISW, giownym wykonawea lub wspétwykonawea trzech projektow wilasnych KBN.
Obecnie jestem kierownikiem projektu niewspotfinansowanego MNISW . realizowanego w
ramach Akcji COST FA0807 oraz projekiu badawczego z zakresu badan podstawowych
uzyskanego w | Konkursie Narodowego Centrum Nauki. Kieruj¢ zadaniem 7.5 Programu
Wieloletnicgo MRIRW realizowanego w Instytucie Ogrodnictwa w Skierniewicach oraz
koordynuje badania prowadzone w ramach programu statutowego § 5 pt. ,Choroby wirusowe

i wirozopodobne roshin ogrodniczych”




