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I. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

Tytul magistra — Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Biologii
1 Nauk o Ziemi (obecnie: Wydziat Biologii i Biotechnologii), Lublin 1999 r.

kierunek: biotechnologia, specjalno$¢: biotechnologia;

doswiadczalna czg$¢ pracy wykonana w Pracowni Mutagenezy i Reperacji DNA,
Panstwowej Akademii Nauk w Warszawie.

Tytul pracy magisterskiej:

,Badanie udzialu produktu genu UMP1 (DIN8) w odpowiedzi Saccharomyces
cerevisiae na uszkodzenia DNA”

Promotor: prof. dr hab. Magdalena Fikus.

Stopien doktora — Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie, Wydziat
Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie: Wydziat Biologii i Biotechnologii), Lublin 2007 r.
dziedzina: nauki biologiczne, dyscyplina: biologia

Tytul rozprawy doktorskiej:

»Zastosowanie metod biotechnologicznych w badaniach nad pedrusiami (A4pionidae:
Curculionoidea)”

promotor: dr hab. Jacek Letowski, prof. UMCS

1. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
(Tab. 1)

Miejsce pracy: Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Biologii i
Biotechnologii (do 2011 roku: Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi).

Tabela 1. Przebieg dotychczasowego zatrudniania w jednostkach naukowych

02.2007 — 09.2007 wyktadoweca (asystent) w Zaktadzie Ekologii UMCS

11.2013 - 02.2014 specjalista w zakresie grzybowych choréb pszczot w Katedrze
Biologicznych Podstaw Produkcji Zwierzgcej UP w Lublinie,
w ramach realizacji projektu badawczego nr: POIG.01.03.01-
06-047/12, pt.: ,Nowy $rodek biobojczy z funkcja
blokowania cyklu rozrodczego Varroa destructor od walki
z warrozg pszczoty miodnej”

10.2007 — obecnie adiunkt w Zaktadzie Botaniki i Mykologii UMCS




II.  Tytul osiagniecia naukowego

Wskazanie osiagni¢cia naukowego wynikajacego 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., Dz. U. 2005 nr 164, poz. 1365, art.
251; Dz. U. 2011, nr 84, poz. 455).

Osiagniecie naukowe stanowi jednotematyczny cykl sze$ciu publikacji pod
wspolnym tytutem:

Nowe metody identyfikacji Nosema apis i Nosema ceranae

oraz wplyw nosemozy na mikroorganizmy jelitowe pszczoly miodnej

Przedstawione do oceny osiagnigcie naukowe stanowi cykl pieciu oryginalnych
publikacji naukowych oraz jedna praca przegladowa, ktorych sumaryczny impact
factor (IF), podany zgodnie z rokiem ukazania si¢ publikacji, wynosi: 11,039
(sumaryczny pigcioletni IF w/w publikacji wynosi 10,446).

Suma punktéw MNiISW podana zgodnie z aktualnym ujednoliconym wykazem
czasopism punktowanych z grudnia 2016 roku wynosi 150 pkt, za§ wg. wykazow
obowiazujacych w roku opublikowania wynosi 155 pkt.

Prace badawcze wchodzace w skfad osiggniecia naukowego byly w czesci
finansowane ze S$rodkéw przyznanych w latach 2014, 2015, 2016 w ramach
indywidulanego dofinansowania badan przez Prorektora UMCS ds. Nauki i Wspotpracy
Miedzynarodowe] oraz w ramach badan wilasnych 1 statutowych Zakladu Botaniki
1 Mykologii UMCS.



I11.

naukowego

Publikacje wchodzace w sklad zglaszanego osiagniecia

Tab. 2. Dane bibliograficzne publikacji wchodzacych w sklad zglaszanego osiagnigcia
naukowego

Lp.

Publikacja, dane bibliograficzne

IF*®

IFSlat

Punkty
MNiSW
b

Punkty
MNiSW

2016

P1

Ptaszynska A.A.*, Mulenko W. 2013. Wybrane
aspekty budowy, taksonomii oraz biologii rozwoju
mikrosporydiéw z rodzaju Nosema. (Selected aspects of
the structure, development, taxonomy and biology of
microsporidian parasites belonging to the genus
Nosema). Medycyna Weterynaryjna  (Veterinary
Medicine — Science and Practice), 69, 716-726.

0,220

0,162

15

15

P2

Ptaszynska A.A.*, Borsuk G., Wozniakowski G., Gnat

S., Matek W. 2014. Loop-mediated isothermal
amplification (LAMP) assays for rapid detection and
differentiation of Nosema apis and N. ceranae in
honeybees. FEMS Microbiology Letters, 357, 4048,
doi: 10.1111/1574-6968.12521.

2,723

2,166

25

20

P3

Ptaszynska A.A.*, Borsuk G., Mulenko W.,
Demetraki-Paleolog J. 2014. Differentiation of Nosema
apis and Nosema ceranae spores under Scanning
Electron Microscopy (SEM). Journal of Apicultural
Research, 53, 537-544, doi: 10.3896/IBRA.1.53.5.02

1,926

2,003

35

35

P4

Borsuk G.”, Ptaszynska A.A."*, Olszewski K.,
Paleolog J. 2013. Impact of nosemosis on the intestinal
yeast flora of honey bee. Medycyna Weterynaryjna
(Veterinary Medicine — Science and Practice), 69, 726-
730.

0,220

0,162

15

15

P5

Ptaszynska A.A.*, Paleolog J., Borsuk G.
2016. Nosema ceranae infection promotes proliferation
of yeasts in honey bee intestines. PLoS ONE, 11,
€0164477. doi:10.1371/journal.pone.0164477

3,540

3,702

35

35

P6

Ptaszynska A.A.*, Borsuk G., Zdybicka-Barabas A.,
Cytrynska M., Matek W. 2016. E-pub 2015. Are
commercial probiotics and prebiotics effective in the
treatment and prevention of honeybee nosemosis C?
Parasitology ~ Research, 115,  397-406, doi:
10.1007/s00436-015-4761-z

2,410

2,251

30

30

Suma punktow

11,039

10,446

155

150

* autor korespondencyjny
# autorzy mieli rowny wktad w przygotowanie publikacji

* IF zgodny z rokiem ukazania si¢ pracy
" punkty MNiSW wg wykazu obowiazujacego w roku opublikowania




IV. Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow

1. Wprowadzenie

Mikrosporidia to obligatoryjne, wewnatrzkomoérkowe pasozyty zwierzat, w tym
rowniez cztowieka. Ostatnio zostaly zakwalifikowane jako nowy typ (phylum)
w obrgbie krolestwa grzyby (Keeling i Fast 2002). Pierwszy gatunek mikrosporydidéw,
tj. Nosema bombycis zostal opisany w 1857 r. jako przyczyna pebryny, choroby
pieprzowej jedwabnikow morwowych. Pebryna w polowie XVII w. byla przyczyng
duzych strat w hodowli tych owaddéw we Francji i Wloszech, jednak oOwczesni
naukowcy nie byli w stanie okresli¢ jej przyczyn. Dopiero rozwdj mikroskopii pozwolit
zaobserwowac¢ zarodniki N. bombycis 1 sklasyfikowaé organizm je wytwarzajacy do
nowej jednostki taksonomicznej. Négeli uznal Nosema za grzyb drozdzopodobny
1 przyporzadkowal odkryty przez siebie gatunek do Schizomycetes, jednostki
systematycznej, do ktorej wlaczone byly organizmy obecnie zaliczane do grzybow
1 bakterii (Wittner i Weiss 1999).

U czlowieka pierwszy przypadek choroby wywolanej przez mikrosporidia zostat
opisany w 1959 r., ale do czasu epidemii AIDS, czyli do polowy lat 70-tych ubieglego
wieku, mikrosporidiozy ludzi byty bardzo rzadkie. W chwili obecnej organizmy te sg
rozpoznawane jako patogeny ludzi z zaburzeniami odpornosci, u ktéorych powoduja
cigzkie jelitowe, oczne i migsniowe zakazenia. Najczesciej ludzkie mikrosporidiozy
wywotywane sg przez Enterocytozoon bieneusi, ktory po raz pierwszy zostat opisany
w 1985 jako pasozyt powodujacy potencjalnie $miertelng biegunke wsrod osob chorych
na AIDS (Didier 2005).

Poczatkowo mikrosporydia uwazano za pierwotne organizmy eukariotyczne
(Protozoa) ze wzgledu na brak mitochondriow, klasycznie zbudowanych aparatow
Golgiego oraz rybosomy 70S o prokariotycznej budowie. Dopiero zastosowanie
filogenetyki molekularnej opartej na analizie sekwencji genow, ktore koduja m.in. -
tubuling, podjednostke polimerazy RNA II, biatko wigzace TATA oraz czynniki
translacyjne EF-1 1 EF-2 umozliwilo sklasyfikowanie mikrosporydiow wsrdd grzybow
(Keeling 1 in. 2000; Keeling 1 Fast 2002; Lee 1 in. 2008).

Nosemoza, grozna choroba pszcz6t miodnych, powodowana jest przez dwa gatunki
mikrosporydiow, tj. Nosema apis i N. ceranae. Mikrosporydioza wywotywana przez
N. apis okreslana jest jako nosemoza typu A, natomiast przez N. ceranae jako
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nosemoza C lub ,,sucha” (Higes i in. 2010). Wymieranie pszczo6l na catym $wiecie jest
problemem zaré6wno z ekonomicznego, jak i ekologicznego punktu widzenia. Okoto
100 gatunkow roslin zapewnia 90% pozywienia na $wiecie, a 71 z tych 100 gatunkéw
jest zapylanych przez owady pszczotowate. Obecnos$¢ pszczot na terenach
niezurbanizowanych zwigksza rdéznorodno$¢ biologiczng wystepujacych roslin
owadopylnych. Wiadomo, ze utrata cho¢by jednego elementu $rodowiska naturalnego
moze okazac si¢ kluczowa dla funkcjonowania catego ekosystemu.

Pierwszy opis nosemozy pochodzi z 1909 r. (Zander 1909). Wtedy choroba pszczoét
miodnych powodowana byla wylacznie przez jeden gatunek mikrosporydiow,
tj. Nosema apis. W 1996 r. rozpoznano nowy gatunek N. ceranae (Fries i in. 1996)
porazajacy pszczoly wschodnie Apis cerana, ktore wystepuja endemiczne w gorgcym
1 wilgotnym klimacie Azji. Pierwsze naturalne zakazenie pszcz6ét miodnych (Apis
mellifera) powodowane przez N. ceranae, a tym samym zmian¢ oryginalnego
gospodarza tych pasozytniczych mikrosporydiow, odnotowano ws$rdd pszczot
utrzymywanych na Tajwanie (Huang i in. 2005). Pézniej infekcje wykryto na terenie
Europy (Higes i in. 2006), w tym réwniez w Polsce (Topolska 1 Kasprzak 2007). Tym
samym pasozyt zmienit nie tylko gospodarza, ale rozpoczal spektakularng ekspansj¢ na
nowym kontynencie w zupetnie innych warunkach klimatycznych. W 2008 r., juz
w 55% pasiek na terenie Polski obserwowano silne porazenie spowodowane przez
N. apis 1 N. ceranae (Topolska 1 in. 2008).

Obecne obserwujemy wypieranie N. apis przez N. ceranae na calym $wiecie.
N. ceranae okreslany jest jako pasozyt ,elastyczny”, wykazujacy duza zdolno$¢
adaptacyjng zarowno do warunkow fizjologicznych jakie panujag w ciele réznych
gatunkéw zywicielskich, jak tez do warunkow $rodowiskowych. Oprocz pszczotly
wschodniej (4pis cerana) 1 pszczoty miodnej (4. mellifera) poraza on rowniez inne
gatunki pszczol, tj. pszczole olbrzymia (4. dorasta), karlowata (A. florea),
kozewnikowa (A. koschevnikovi) oraz kilka gatunkéw trzmieli, u ktorych nie
zaobserwowano zakazen wywotanych przez N. apis (Botias i in. 2009;Plischuk i in
2009; Chaimanee 1 in. 2010). Fakt, ze N. ceranae wykazuje wyzsza kompetencj¢ po
wprowadzeniu do nowego $rodowiska, moze sugerowac, ze gatunek ten wyksztalcit
lepsze mechanizmy ucieczki przed uktadem odporno$ciowym gospodarza oraz ze
rozwija si¢ 1 rozmnaza szybciej niz N. apis. Dlatego w chwili obecnej na catym §wiecie

prowadzone sg intensywne badania dotyczace N. cearanae oraz interakcji jakie



zachodza w uktadzie: N. apis, N. ceranae 1 pszczota miodna. Szersze omdéwienie tego
zagadnienia mozna znalez¢ w pracy przegladowej P1, Ptaszynska i in. 2013).

Zarébwno N. apis, jak 1 N. ceranae, porazaja komorki nabtonka jelita sSrodkowego.
Do niedawna uwazano, ze zarodniki N. apis mozna odnalez¢ wylacznie w jelicie
pszczot, natomiast N. ceranae rowniez w innych tkankach i gruczotach (m.in. Fries
2010). Ostatnie badania wykazaty, ze zarodniki N. apis i N. ceranae mozna odnalez¢
rowniez w cewkach Malpighiego, gruczotach gardzielowych, S$liniankach 1 ciele
thuszczowym. Obecno$¢ zarodnikow w gruczotach gardzielowych wptywa na funkcje
tych gruczotéw, co prowadzi do obnizenia produkcji mleczka pszczelego. Moje
dotychczasowe badania wskazuja, ze u zakazonych pszczot liczba zarodnikéw Nosema
spp. w gruczotach gardzielowych jest na tyle duza, ze moze by¢ przyczyng
uposledzenia lub nawet utraty ich funkcji wydzielniczych (Ptaszynska i in. 2012).
Ponadto, zarodniki pozostajace w gruczotach gardzielowych stanowia potencjalne
rezerwuary zakazenia kolejnych pszczol. Taki sposdb przenoszenia chordb pszczelich
zostal potwierdzony przez liczne badania dotyczace innych infekcji (m.in. Bailey 1955;
1968; Shen 1 in. 2005; Chen 1 in. 2006), wigc najprawdopodobniej zachodzi réwniez
w przypadku nosemozy.

Inwazja N. ceranae, nowego dla Europy pasozyta stwarza atrakcyjne pole dla
badan. Od niedawna zostal zidentyfikowany jako sprawca zakazen 4. mellifera, a jego
biologia nie jest jeszcze dostatecznie poznana. Istotno$¢ takich badan zwigksza fakt, ze
N. ceranae uznawany jest za jedng z przyczyn depopulacji rodzin pszczelich w Europie.

Dlatego obszar moich zainteresowan, ktorych cze$¢ sktada si¢ na osiagnigcie
habilitacyjne, koncentrowat si¢ wokdt nowych metod rozrozniania zarodnikéw N. apis
1 N. ceranae, ktore z jednej strony umozliwiajg szybka i czuta detekcje tych grzybow
a z drugiej pozwalajg rozpozna¢ zarodniki obydwu gatunkéw na powierzchni tkanek
1 gruczolow. Mozliwo$¢ obrazowania zarodnikdéw na powierzchni organdéw ciala
pszczoty jest szczegoélnie wazna ze wzgledu na interakcje jakie wystepuja miedzy
nowym, ekspansywnym patogenem jakim jest N. ceranae a fizjologiczng mikrobiota
pszczoly miodnej. Interakcje takie do tej pory nie byly opisane. W momencie
rozpoczgcia moich badan znana byta budowa zarodnikéw, cykl rozwojowy N. apis oraz
sposob detekcji patogendw oparty na klasycznej reakcji PCR. W przypadku N. ceranae
cykl rozwojowy zostal opisany dopiero w 2010 r. (Gisder i in. 2010b). Nie znano
szybkich metod rozrozniania obydwu gatunkow, takie jak np. LAMP, brak byto

réwniez danych opisujagcych morfologie poroéwnawcza zarodnikow oraz wpltywu
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rozwoju N. ceranae na mikroorganizmy jelitowe pszczoly miodnej. A przeciez fakt, ze
N. ceranae rozwija si¢ w jelicie srodkowym wptywa zaré6wno na mikroorganizmy
jelitowe pszczoty, jak i na stan przewodu pokarmowego.

Trzon mojego osiaggnigcia stanowi jedna praca przegladowa oraz pigé prac
eksperymentalnych. W pracy przegladowej opisano budowe zarodnikow N. apis
1 N. ceranae, oraz przebieg i wplyw zakazenia nosemozg zard6wno na organizm
pojedynczej pszczoty miodnej, jak 1 catej rodziny pszczelej. Dwie prace metodyczne
umozliwiajg detekcje N. ceranae w nowym srodowisku, a kolejne trzy prace badawcze

opisuja wplyw N. ceranae na mikroorganizmy jelitowe pszczoty miodne;j.

2. Opis osiagnie¢cia naukowego

W ostatnich latach wykonano wiele szczegdélowych badan dostarczajacych nowej
wiedzy na temat nosemozy, pomimo tego nie do konca poznano biologi¢ 1 patologi¢
Nosema spp., a w szczegdlnosci niedawno odkrytego u A. mellifera N. ceranae.
W artykule przegladowym (P1) podsumowalam dotychczasowa wiedz¢ zaréwno
o samej chorobie, jak tez o gatunkach grzybow ja wywotujacych. Tworczym
1 nowatorskim elementem tej pracy jest zaproponowanie zmiany nomenklatury
uzywanej podczas opisywania struktur i zjawisk zwigzanych z budowa Nosema spp.
oraz przebiegiem procesu patogenezy. Na przyklad omawiajac budowe S$ciany
komorkowej zarodnikéw zwrocono uwage na pewne niescistosci dotyczace ich ogdlnej
budowy. Po pierwsze, $ciana komodrkowa zarodnikow sklada si¢ z dwoch warstw
dotychczas nazywanych egzosporg i endosporg. Nie sg to nazwy bledne 1 czgsto
wystepuja w literaturze, ale w chwili obecnej powinny by¢ zmieniane na endosporium
1 egzosporium (Kirk i in. 2008). Obydwa terminy, tj. egzospora i endospora odnosza si¢
do sposobu powstawania oraz lokalizacji zarodnikdéw, a nie do budowy ich Sciany
komorkowej. Budowa jadra komoérkowego to kolejna, nie do konca dobrze opisywana
cecha mikrosporydiéw. Niektorzy badacze btednie uzywaja okreslenia ,,dikariotyczny”
w  przypadku omawiania tej grupy organizmoéw. Jadra  dikariotyczne
sg charakterystyczne dla grzybow wiasciwych (wyzszych), czyli dla podstawczakow
(Basidiomycota) oraz workowcow (Ascomycota). Gisder i in. (2010b) opisujac rozwoj
Nosema apis 1 Nosema ceranae uzywaja sformulowania ,,diplokaryotic stage”,

a powstajace wtedy jadra okreslajag mianem ,,diplokarya”. Oba pojecia okreslaja wigc to



stadium jako dwujadrowe, ale nie dikariotyczne. Czgsto uzywanym okresleniem jest
rowniez stowo ,,binucleate”, czyli dostownie ,,dwujadrowy” (Wittner i Weiss 1999).
Prace przegladowa opublikowano w czasopismie weterynaryjnym ze wzgledu na cheé
rozpropagowania wiedzy na temat mikrosporydiow i zagrozeh z nimi zwigzanych
W otoczeniu spoleczno-gospodarczym.

Oprocz niescistosci zwigzanych z dobieraniem odpowiednich termindéw do opisu
mikrosporydiow, organizmy te sprawiajg rowniez trudnosci w diagnostyce, ze wzgledu
na male rozmiary zarodnikow. Z tego powodu jednym z pierwszych problemow
badawczych, ktére podjetam w ramach osiagnigcia naukowego byly nowe rozwigzania
umozlwiajace jednoznaczng detekcja N. apis i N. ceranae, zarowno za pomocg technik
opartych na amplifikacji specyficznych odcinkéw DNA, jak i nowoczesnych technik
mikroskopowych.

Rozréznienie zarodnikéw mikrosporydiéw, podobnie jak i1 innych grzybdéw, moze
by¢ oparte na analizie DNA specyficznego dla patogena. Metody te szeroko zostaty
opisane w pracy Fries 1 in. z 2013 r. Szybko rozwijajace si¢ techniki biologii
molekularnej stawiaja caly czas wyzwania dla naukowcow chcacych zastosowac je
w swoich badaniach. Jedng z takich nowych technik jest loop mediated isothermal
amplification (LAMP). Metoda ta polega na izotermicznej amplifikacji specyficznego
odcinka DNA 1 pozwala na szybka identyfikacj¢ patogenow ludzkich, zwierzecych oraz
roslinnych. W przeciwienstwie do reakcji fancuchowej polimerazy (PCR), techniki,
w ktorej reakcje prowadzi si¢ przez seri¢ kolejnych zmian temperatury, amplifikacje
w reakcji izotermicznej (LAMP) prowadzi si¢ w statej temperaturze 60-70°C i nie
wymaga ona jej cyklicznych zmian. Dodatkowo reakcja LAMP przebiega przy
zastosowaniu dwu lub trzech zestawow starterow 1 polimerazy, ktoéra oprocz
podstawowej funkcji syntezy nici DNA w kierunku 5°—3’ ma réwniez aktywnos$¢
wymiany nici DNA (ang. strand displacement activity), dzigki temu nie jest potrzebna
dodatkowa denaturacja matrycy 1 reakcj¢ mozna prowadzi¢ w warunkach
izotermicznych (Notomi i in. 2000). Standardowo, stosowane sg cztery rozne startery,
do ktorych mozna dotaczy¢ dodatkowsq pare tzw. starterow "petli" (loop), co znaczaco
przyspiesza reakcje (Nagamine i in. 2002). llo§¢ DNA wytworzonego w reakcji LAMP
jest znacznie wigksza niz w reakcji amplifikacji opartej na klasycznym PCR. Dlatego,
co jest bardzo istotne, dodatni wynik reakcji LAMP mozna zaobserwowac ,,gotym”

okiem w postaci bialego osadu na dnie probowki, po wprowadzeniu magnezu do
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mieszaniny reakcyjnej (Mori i in. 2001). Eliminuje to konieczno$¢ analizy produktow
amplifikacji w zelu.

Technika LAMP zostala po raz pierwszy metodyczne zaprojektowana do
rozrdzniania N. apis 1 N. ceranae podczas moich badan opisanych w P2. Jest to
rozwigzanie nowatorskie opracowane na potrzeby prowadzonych badan.
Zaprojektowane zostaty wtedy startery do reakcji LAMP, dodatkowe startery ,,petli”,
przyspieszajace reakcje oraz zoptymalizowano warunki przeprowadzenia reakcji LAMP
specyficznej dla N. apis i N. ceranae. Technika ta umozliwia szybkie 1 bardzo czute
rozroznienie tych dwu gatunkéw mikrosporydiéw, bez koniecznosci zastosowania
specjalistycznego sprzg¢tu analitycznego. Do przeprowadzenia opisanej w P2 reakcji
LAMP wystarczy zwykla taznia wodna utrzymujaca temperaturg reakcji na stalym
poziomie. Poza tym czas reakcji LAMP jest bardzo krétki, wyniki otrzymuje si¢ juz po
30 min, przy czym, dzigki zastosowaniu zaprojektowanych w moich badaniach trzech
par starterow, jest to reakcja wysoce specyficzna i ok. 10° czulsza od standardowego
PCR. Opracowana podczas moich badan metoda LAMP jest dobrg alternatywag dla
standardowej techniki PCR. Identyfikacja DNA N. apis 1 N. ceranae odbywa si¢
z wysoka czutoscig 1 specyficznoscig gatunkowa. Niskie koszty aparatury potrzebnej do
izotermicznej amplifikacji DNA (faZznia wodna lub blok grzejny) umozliwiaja szybka
detekcje nosemozy nawet przez male laboratoria, wyposazone jedynie w stopniu
podstawowym w aparatur¢ badawcza. Dlatego praca P2 jest istotnym osiggni¢ciem
aplikacyjnym, stanowi duzy, nowatorski wktad w udoskonalenie warsztatu badawczego
1 daje mozliwos$¢ do oceny skutkéw inwazji N. ceranae w Europie. Szybkie rozpoznanie
problemu jest pierwszym krokiem do jego rozwigzania.

W chwili obecnej najbardziej popularna metoda detekcji zarodnikow Nosema spp.
oparta jest na analizie preparatow wykonanych z zakazonych pszczét w mikroskopie
Swietlnym. Technika ta nie pozwala jednak rozrézni¢ gatunkéw patogena (Fries i in.
2013). Techniki oparte o elektronowa mikroskopi¢ transmisyjng (Fries i in. 2006)
umozliwity okres§lenie wewngtrznej budowy zarodnikéw 1 rozrdznienie gatunkow, ale
nie pozwalaty na obserwacje¢ zarodnikdw na powierzchni tkanek. W celu rozwigzania
powyzszych problemow i uzupetnienia informacji o ich morfologii, zarodniki nalezace
do N. apis i N. ceranae poddano analizie w skaningowej mikroskopii elektronowej (P3).
Przeprowadzone badania umozliwity jednoznaczne rozréznienie zarodnikéw obydwu
gatunkéw na podstawie roznic w urzezbieniu ich egzosporium. Wykazano réwniez, ze

jelito pszczot naturalnie porazonych nosemoza w stopniu $rednim (tj. 59 x 10°
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zarodnikow/pszczole), jest pokryte jednorodng warstwg zarodnikow, ktdéra moze
uposledza¢ zdolnos$¢ jelita do wchtaniania substancji odzywczych i prowadzi nawet do
depopulacji catej rodziny pszczelej (Fig. 1). Praca P3 poglebia wiedze na temat detekcji
N. apis 1 N. ceranae oraz patogenezy nosemozy. Ma duzg warto$¢ praktyczna, zyskata
bowiem zainteresowanie zar6wno naukowcow, jak i osob zwigzanych z pszczelarstwem
o czym s$wiadczy fakt, Zze na prosbe niezaleznego wydawcy zostala przettumaczona
z jezyka angielskiego (oryginalna wersja) na jezyk hiszpanski przez czasopismo
»Revista de Apicultura” [Ptaszynska A.A., Borsuk G., Mutenko W., Demetraki-
Paleolog J. 2015. Diferenciacdo de esporos entre Nosema apis € Nosema ceranae
através de uma andlise microscopica electrénica (SEM — Scanning Electron
Microscopy). 24 (89 Jul. /Set. 15), 3-10. Thumaczenie artykutu (reprint) z 2014.
Differentiation of Nosema apis and Nosema ceranae spores under Scanning Electron
Microscopy (SEM). Journal of Apicultural Research, 53, 537-544 doi:
10.3896/IBRA.1.53.5.02.].

SEM HV: 30.00 kV

VEOASTESOAN. < e field: 6.794 um

SEM MAG: 53.16 kx ‘ Date

Fig. 1. (A-F) mikrofotografie zarodnikow Nosema apis i Nosema ceranae wykonane

w skaningowej mikroskopii elektronowej. (A) zarodnik N. apis, poczatek
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wystrzeliwania nici biegunowej, (B) zarodnik N. ceranae, (C) zarodnik N. ceranae,
pokazane odleglosci migdzy bruzdami w egzosporium (a) oraz szeroko$ci bruzd (b),
(D) obraz jelita pszczoty miodnej porazonej nosemoza w stopniu $rednim, (E) zarodniki
dwoch gatunkow: ap - N. apis, cer - N. ceranae, (F) obraz zarodnika N. ceranae po
wystrzeleniu nici biegunowej, (G) mikrofotografia zarodnikow Nosema spp.
obserwowanych w mikroskopie $wietlnym przy uzyciu kontrastu interferencyjnego
(DIC), gwiazdka (*) oznacza obraz zarodnika po wystrzeleniu nici biegunowej; (P3,

Ptaszynska i in. 2014).

Na 0g6lng odporno$¢ organizmu, a takze na mozliwos$¢ przyswajania niektorych
substancji odzywczych znaczacy wptyw ma mikroflora jelitowa. Prowadzone przeze
mnie obserwacje jelit pszczot zakazonych nosemoza, ktore opisano w P3, skierowato
moje zainteresowania na inne organizmy wystepujace w przewodzie pokarmowym
pszczot, jakimi sa drozdzaki. Zarowno mikrosporydia, jak i workowce, do ktorych
nalezg drozdzaki sg grzybami, a zamieszkujgc wspolng nisze ekologiczng powinny
konkurowa¢ o substancje odzywcze. Dotychczas znane byty nieliczne prace opisujace
grzyby mikroskopijne zasiedlajace jelita pszczot (Gilliam i1 Prest 1972; Gilliam 1973;
Gilliam 1 in. 1974, Gilliam i1 Taber 1991), natomiast wplyw zakazenia nosemoza na
rozwoj innych grzybow wystepujacych w przewodzie pokarmowym pszczot dotychczas
nie byt znany 1 opisany.

W celu wstgpnego okreslenia wptywu nosemozy na drozdzaki zasiedlajace
przewod pokarmowy pszczoly miodnej przeprowadzono do$wiadczenia klatkowe,
w ktorych badano korelacje pomiedzy intensywnoscig zakazenia pszczot nosemoza
aliczbag drozdzakow nalezacych do dwoch rodzajow: Candida 1 Saccharomyces
mierzong w jednostkach tworzacych koloni¢ na pszczote (jtk/pszczote). Jako probe
kontrolng wykorzystano pszczoty zdrowe (P4). U zdrowych pszczét miodnych
drozdzaki zasiedlaty jelito w liczbie od 1056 do 5180 jtk/pszczole (jednostek
tworzacych koloni¢). Stopien porazenia nosemozg mial wplyw na sktad iloSciowy
mikroflory jelitowej pszczot. Pszczoty zakazone nosemoza w stopniu lekkim miaty od
15 770 do 44 915 jtk drozdzakoéw. U mocno porazonych pszczot znacznie zmniejszyta
si¢ liczba komorek drozdzakow, ktéra wynosita od 120 do 960 jtk. Zmniejszenie liczby
jtk drozdzakow zasiedlajacych jelito pszczol obserwowane podczas cigzkich zakazen
prawdopodobnie zwigzane bylo =z konkurencja pomigedzy mikrosporydiami

a pozostatymi grzybami o zrodta pokarmu i zasiedlang mikroniszg.
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W celu okreslenia wplywu nosemozy na grzyby mikroskopijne zasiedlajace
przewod pokarmowy pszczot w trakcie sezonu pasiecznego (od marca do pazdziernika)
przeprowadzono kolejne doswiadczenie monitorujgce mikroorganizmy jelitowe w ciggu
dwoch sezonow (PS). Tym razem, wykonano testy w ulach 1 w klatkach zwracajac
szczegblna uwage na inwazyjnego patogena jakim jest N. ceranae. Sprawdzono czy
wystepuje zgodnos¢ pomiedzy badaniami polowymi a klatkowymi (P5). Zakazenia
pszczét spowodowane przez N. ceranae wykazywaty specyficzne fluktuacje w trakcje
sezonu pasiecznego i wahaly sie od 7,6 x 10° zarodnikoéw/pszczole w marcu do
5,8 x 10° w pazdzierniku. Ponadto odnotowano dodatkowy letni wzrost zakazenia, ktory
nie zostal zarejestrowany przez innych autoréw (Gisder i in. 2010a; Mulholland 1 in.
2012; Traver i in. 2012). Podobng sezonowg zmienno$¢ zaobserwowano w przypadku
wielkos$ci populacji drozdzakow zasiedlajacych jelita pszczot. Jelita pszczot zakazonych
N. ceranae zasiedlalo 5 razy wigcej drozdzakow ($rednie wyniki w miesigcu maju,
jtk=16 280; wspotczynnik zmiennosci V=14,16%) w poréwnaniu do pszczot
niezakazonych (Srednie wyniki w miesigcu maju, jtk=3 240; V=10,06%). Jest ot dowod
na to, ze zakazenia pszczot wywolywane przez N. ceranae aktywuja dodatkowe
oportunistyczne infekcje drozdzakami, co moze prowadza¢ do szybszej depopulacji
rodzin pszczelich. Poréwnujac wyniki przedstawione w pracach P4 i PS5 mozna
zaryzykowa¢ twierdzenie, ze przy niskim stopniu zakazenia N. ceranae nie ma
konkurencji istnieje natomiast synergizm pomiedzy tym pasozytem a drozdzakami.
Dopiero przy wysokim stopniu infekcji N. ceranae mozemy mowi¢ o konkurencji
1 hamowaniu rozwoju drozdzakoéw przez N. ceranae.

Wschodnioeuropejska granica zasiegu N. ceranae przebiega przez Ukraing
(Yefimenko 1 in. 2014), ale nie istniejg zadne dane dotyczace sezonowosci zakazen
omawianym patogenem z tego obszaru. Dlatego zaprezentowane w PS5 wyniki s3
pierwszym doniesieniem pokazujagcym wystgpowanie i charakter sezonowych fluktuacji
z dodatkowym, dotad nie obserwowanym szczytem w okresie letnim w intensywnosci
zakazenia N. ceranae na wschodnioeuropejskiej granicy zasiggu tego gatunku.

W eksperymentach klatkowych opisanych w P35, najnizszg liczbe zarodnikow
w preparatach mikroskopowych obserwowano drugiego i trzeciego dnia po podaniu
pszczotom materiatu zakaznego, zawierajacego zarodniki N. ceranae, co bylo zwigzane
z poczatkowym etapem rozwoju choroby. W miar¢ trwania eksperymentu obserwowano
staly wzrost poziomu zakazenia pszczét N. ceranae. Srednia liczba drozdzakow,

mierzona jako liczba jtk/pszczotg, na koniec do§wiadczenia wynosita 2 025 (V = 13,04)
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dla pszczo6t niezakazonych i 11 150 (V = 14,06) dla zakazonych. W testach klatkowych
nie wykazano zadnych fluktuacji w przebiegu nosemozy oraz liczby jtk drozdzakdow.
Swiadczy to o tym, Ze na zmiany obserwowane w testach polowych miaty wptyw
czynniki zewnetrzne, najprawdopodobniej zwigzane ze zmianami temperatury podczas
sezonu pasiecznego.

Analiza wynikow eksperymentow opisanych w pracach P4 - PS5, pozwolila mi
sformutowa¢ wstepng hipoteze o znaczeniu wzbogacenia bakteryjnej flory jelitowej
pszczét 1 jej wplywie na ograniczenie lub zahamowanie rozwoju nosemozy (P6).
Pozytywna weryfikacja, powyzej przytoczonej hipotezy, otworzytaby nowe mozliwosci
przed biologicznymi metodami zwalczania nosemozy. W celu eksperymentalnego
sprawdzenia wptywu jakosci flory jelitowej pszczol na podatno$¢ na zakazenie
nosemozg podawano pszczotom liofilizat zawierajacy komercyjnie dostgpne bakterie
probiotyczne. Z powodu braku preparatdw probiotycznych przeznaczonych dla pszczol,
podawano pszczolom liofilizat zawierajacy Lactobacillus rhamnosus. Bakterie
probiotyczne L. rhamnosus zostaty wybrane ze wzgledu na wysoki wskaznik przezycia
w syropie cukrowym, ktoéry jest standardowo uzywany do karmienia pszczot podczas
doswiadczen klatkowych. Rownocze$nie podawano komercyjny prebiotyk — inuling.
Stworzono cztery grupy eksperymentalne: karmiong czystym syropem cukrowym,
syropem cukrowym z dodatkiem probiotyku, syropem cukrowym z dodatkiem
prebiotyku oraz jednoczesnie probiotyku i prebiotyku.

Pszczoly karmione syropem cukrowym z dodatkiem probiotyku oraz
jednoczesnie probiotyku i prebiotyku byty bardziej podatne na zakazenia N. ceranae
1jednoczes$nie znaczaco skracala si¢ dlugo$¢ ich zycia. Poziom zakazenia pszczot
karmionych syropem cukrowym z dodatkiem probiotyku 9 dni przed zakazeniem byt 25
razy wigkszy (970 mln zarodnikoOw/pszczote) niz w grupie kontrolnej karmionej przed
zakazeniem czystym syropem cukrowym (38 mln zarodnikow/pszczolg). Jedynie
inulina (prebiotyk) podawana w stezeniu 2 pug/ml syropu cukrowego nie wplywata
znaczaco na rozwoOj nosemozy i na przezywalno$¢ pszczot. Wstepna hipoteza nie
znalazta potwierdzenia. Wynika z tego, ze suplementacja diety pszczét nieprawidiowo
dobranymi probiotykami lub pro- i prebiotykami, nie zawierajagcymi specyficznych
gatunkowo bakterii jelitowych, nie tylko nie zapobiegata rozwojowi nosemozy, ale
L. rhamnosus potgegowat rozwoj infekcji powodowanej przez N. ceranae. Podawanie
tego typu preparatow, moze doprowadza¢ do zmian w ukladzie odpornosciowym

pszcz6t 1 znaczaco zwigksza¢ Smiertelnosé tych owadow.

15



Wyniki badan staty si¢ impulsem do podjecia proby opracowania probiotyku
przeznaczonego dla pszczot i zostaty szerzej opisane w V.6. ,,Inne realizowane obecnie

zadania badawcze” oraz V.7. ,,Dalsze plany badawcze”.

3. Podsumowanie najwazniejszych osiagniec:

1. Zebrano, usystematyzowano 1 opracowano informacje dotyczace budowy
zarodnikow N. apis 1 N. ceranae, rozwoju nosemozy i jej wplywu zaré6wno na
organizm pojedynczej pszczoty, jak i calej rodziny pszczele;j.

2. Opracowano nowa, szybka i czulg metod¢e wykrywania oraz rozrdzniania N. apis
1 N. ceranae przy uzyciu techniki LAMP.

3. Po raz pierwszy przedstawiono rdéznice morfologiczne w budowie zarodnikoéw
N. apis 1 N. ceranae umozliwiajace ich jednoznaczne odrdznienie.

4. Opisano wptyw nosemozy na mikroorganizmy jelitowe pszczoty miodnej. Wykazano
w jakich warunkach zachodzi konkurencja, a w jakich synergizm pomiedzy
N. ceranae a drozdzakami wystepujacymi w jelicie pszczoty.

5. Opisano sezonowe fluktuacje w stopniu zakazenia pszczét N. ceranae na
wschodnioeuropejskiej granicy zasiegu wystepowania gatunku.

6. Opisano negatywny wplyw suplementacji diety pszczét komercyjnymi pro-

1 prebiotykami, ktéry prowadzit do szybszego rozwoju nosemozy.

Wyniki powyzszych badan zostaly opublikowane w pigciu oryginalnych pracach
naukowych, ktérych  bylam  autorem  korespondencyjnym.  Projektowatam
1 przeprowadzatam wszystkie opisane eksperymenty. Wnioslam tez znaczacy wktad
w koncepcje badan, analiz¢ i opracowanie graficzne wynikdw oraz przygotowanie
manuskryptow prac. Do osiagnigcia wlaczylam réwniez artykut przegladowy,
w ktorego przygotowaniu miatam dominujgcy udziat 1 bylam jego autorem

korespondencyjnym.
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V.  Pozostale osiggniecia naukowo-badawcze

1. Praca naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora
a. Studia i praca magisterska

W latach 1994-1999 odbytam studia na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi UMCS.
Z wynikiem bardzo dobrym ukonczytam kierunek biotechnologia, uzyskujac tytut
magistra biotechnologii. Tytul mojej pracy magisterskiej brzmiat: ,,Badanie udzialu
produktu genu UMP1 (DIN8) w odpowiedzi Saccharomyces cerevisiae na uszkodzenia
DNA”. Cze$¢ eksperymentalng pracy magisterskiej wykonalam w Pracowni
Mutagenezy 1 Reperacji DNA, Instytutu Biochemii i Biofizyki, Polskiej Akademia
Nauk w Warszawie. Prace magisterska obronitam w Zaktadzie Mikrobiologii Ogolnej
UMCS pod kierunkiem prof. dr hab. Magdaleny Fikus. Gtownym celem pracy byto
okreslenie wptywu genu UMP1 (DIN8) pod kontrolg skrdéconego promotora na
mutagenne i letalne dzialanie metanosulfonianu metylowego oraz promieniowania UV
w komorkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Gen UMP1 (DIN8) nalezy do grupy
genow DIN, ktorych ekspresja jest indukowana w odpowiedzi na uszkodzenia DNA
ipowinna by¢ zwigkszona pod wplywem dziatania czynnikow genotoksycznych.
Wyniki badan przedstawionych w pracy magisterskiej wykazaly, ze skrocenie odcinka
DNA poprzedzajacego, od strony 5°, sekwencj¢ kodujaca UMP1 (DINS8) nie zmienia
poziomu ekspresji tego genu ani stopnia indukcji jego transkrypcji pod wplywem
metanosulfonianu metylowego. Natomiast wprowadzenie do komorek drozdzy
dodatkowej kopii genu UMP1 (DIN8) na plazmidzie pWDI11 zmniejszalo zarowno
efekt letalny, jak 1 mutagenny metanosulfonianu metylowego oraz promieniowania UV

na komorki drozdzy.

b. Studia doktoranckie i doktorat
Po uzyskaniu tytulu magistra trzy lata pracowatam w branzy niezwigzanej z moim

wyksztatceniem. Na Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi UMCS powrdcitam w roku 2002
rozpoczynajac studia doktoranckie w Zakladzie Zoologii. W trakcie studiow
doktoranckich zainteresowal mnie problem okreslania powigzan filogenetycznych
pomigdzy gatunkami. Jako obiekt badan wybratam owady nalezace do rodziny
Pedrusiowate (Apionidae). To gatunki kosmopolityczne, ich larwy czesto zerujg na

ros$linach uprawnych, waznych z gospodarczego punktu widzenia. Klasyczna
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identyfikacja tej grupy owadow opiera si¢, przede wszystkim na cechach
morfologicznych. W wielu przypadkach jest to niewystarczajace ze wzgledu na
wystepowanie taksondow o podobnych fenotypach oraz gatunkéw blizniaczych.
Poszerzenie wiedzy na temat biologii i ekologii, w przypadku gatunkow bardzo
podobnych morfologicznie i blisko spokrewnionych, nie pomaga w jednoznacznej
identyfikacji tej grupy owadow. Pozycja systematyczna i status wielu gatunkoéw nadal
byly niejasne 1 budzily wiele kontrowersji (Wagner 1926; Smreczynski 1965;
Dieckmann 1977; Alonso-Zarazaga 1990, Hundsdoerfer i in. 2009). Rozwigzaniem
wyzej opisanych probleméw moze by¢ zastosowanie analizy filogenetycznej opartej na
sekwencji specyficznych genéw. Podstawowym celem mojej pracy doktorskiej stata si¢
analiza zastosowania genu COI w taksonomii i systematyce wybranych gatunkow
owadow z rodziny Apionidae. Badany gen jest zlokalizowany na mitochondrialnym
DNA. W celu zbadania pokrewienstwa migdzy ryjkowcami z rodziny Apionidae
oznaczylam sekwencje genu COI przedstawicieli 23 gatunkoéw z 15 réznych rodzajow,
tj.. Apion, Betulapion, Catapion, Ceratapion, Cyanapion, Eutrichapion, Exapion,
Hemitrichapion, Holotrichapion, Ischnopterapion, Protapion, Pseudoperapion,
Psudoprotapion, Pseudostenapion 1 Stenopterapion. Nastgpnie poroOwnalam je
z dostepnymi w GenBanku sekwencjami COI 19 gatunkéw z 8 rodzajow pedrusiow, tj.
Aspidapion, Ceratapion, Exapion, Ischnopterapion, Lepidapion, Omphalapion,
Oxystoma i Protapion. Relacje filogenetyczne otrzymane na podstawie statystycznej
analizy sekwencji poszczego6lnych gatunkow byty zblizone do systemu klasyfikacji
Apionidae opracowanego przez Alonso-Zarazaga i Lyal’a (1999), z pewnymi
wyjatkami, w obrgbie plemienia Oxystomatini i rodzajach Ceratapion oraz Exapion.
Wyniki uzyskane dla genu COI porownatam z innymi, pochodzacymi z badania genow:
mitochondrialnego, kodujacego 16S rRNA oraz jadrowego, kodujacego 18S rRNA.
W tym celu zaprojektowatam specyficzne startery dla badanych gatunkéw Apionidae
oraz zoptymalizowalam warunki PCR. Opracowalam réwniez oryginalng metode
izolacji DNA z przechowywanych od ponad 60-ciu lat okazéw muzealnych
1 eksykatow. Wynikiem moich badan bylo oznaczenie dystansu genetycznego pomiedzy
gatunkami i skonstruowanie drzewa filogenetycznego.

W dniu 10 stycznia 2007 r. obronitam prace doktorskg zatytulowana:
»Zastosowanie metod biotechnologicznych w badaniach nad pedrusiami (A4pionidae:
Curculionoidea)” 1 uzyskatam tytut doktora nauk biologicznych. Promotorem rozprawy

doktorskiej byt dr hab. Jacek Letowski, prof. UMCS, a recenzentami: prof. dr hab.
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Leszek Drozd z Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie oraz prof. dr hab. Wactaw
Wojciechowski z Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach.

Wyniki badan filogenetycznych Apionidae byly wspétfinansowane ze $srodkow
Unii Europejskiej z Europejskiego Funduszu Spolecznego i1 zostaty przedstawione

w formie doktoratu, posteru oraz publikacji naukowe;.

o Ptaszynska A.A. 2007. ,,Zastosowanie metod biotechnologicznych w badaniach
nad pedrusiami (Apionidae: Curculionoidea)”. Praca doktorska UMCS, pp.124.

e Ptaszynska A.A., Letowski J. 2006. Cechy morfologiczne i1 genetyczne
plemienia Oxystomatini w oparciu o wybrane gatunki pedrusiow (Apionidae:
Curculionoidea). Materiaty z VII Sympozjum Polskiego Towarzystwa
Taksonomicznego ,Jednostka systematyczna — aspekty morfologiczne
I genetyczne”, Ojcow, 18-20 maj, p. 28.

o Ptaszynska A.A., Letowski J, Gnat S, Matek W. 2012. Application of COI
sequences in studies of phylogenetic relationships among 40 Apionidae species.
Journal of Insect Science 12:16 available online: insectscience.org/12.16

(Impact Factor: 1,014; punkty MNiSW: 30).
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Wagner H. 1926. Apion-Studien II. (Curcl.). Revision des Subgen. Protapion Schilsky.
(45. Beitrag zur Kenntnis der Subfam. Apioninae). Coleopterologisches Centralblatt
1, 123-151, 212-243, 333-355.

¢. Pozostale osiagniecia naukowo-badawcze
W trakcie studiow doktoranckich oprocz badan zwigzanych z tematyka mojej

rozprawy doktorskiej wspotpracowatam z dr hab. M. Fiotka. Zajmowalam si¢ izolacja
bakterii jelitowych z poczwarek szrotowka kasztanowcowiaczka (Cameraria ohridella).
W przewodzie pokarmowym poczwarek C. ohridella zostaty zidentyfikowane bakterie
Aerococcus viridans oraz Aeromonas salmonicida. Wytwarzaja one substancje
o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej typu lizozymu o masach 15 kDa i 28 kDa
rozpoznawanych przez przeciwciata skierowane przeciw lizozymowi biatka jaja
kurzego. W ekstrakcie z poczwarek szrotowka, analizowanych technikg bioautografii
zostaly rowniez oznaczone dwie formy lizozymu, a wyniki tych badah zostaly

opublikowane w pracy:

e Fiotka M., Ptaszynska A.A., Czarniawski W. 2005. Antibacterial and antifungal
lysozyme type activity in Cameraria ohridella pupae. Journal of Invertebrate

Pathology 90, 1-9 (Impact Factor: 2,049; punkty MNISW: 32).

2. Praca naukowa po uzyskaniu stopnia doktora

a. Zroznicowanie genetyczne starca wielkolistnego (Senecio macrophyllus
M. Bieb.)
Po uzyskaniu stopnia doktora pracowatam, jako wyktadowca w Zaktadzie Ekologii

UMCS. Tematem moich badan bylo zréznicowanie genetyczne starca wielkolistnego
(Senecio macrophyllus). Zasieg tego gatunku jest ograniczony do nielicznych stanowisk
na terenie Polski i Ukrainy. W Polsce znana jest z trzech stanowisk potozonych koto
Tomaszowa Lubelskiego i Chetlma. Starzec wielkolistny nalezy do gatunkow
zagrozonych, kategoria zagrozenia VU 1 jest umieszczony na ,,Czerwonej liscie roslin
1 grzyboéw Polski” (2006) oraz w ,,Polskiej Czerwonej Ksigdze Roslin” (2001, 2014).
Pule genowa S. macrophyllus, ze wzgledu na duze zréznicowanie genetyczne pomigdzy
osobnikami wszystkich polskich populacji, mozna okresli¢ jako dos¢ bogata. Wyniki

prowadzonych badan zaprezentowatlam na Mie¢dzynarodowej Konferencji Naukowej,
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»~Environmental Changes and Biological Assessment” w Czechach. Rozszerzona wersja
referatu ukazala si¢ pdzniej w materialach pokonferencyjnych opublikowanych

w Scripta Facultatis Rerum Naturalium Universitatis Ostraviensis.

e Czarnecka B., Ptaszynska A.A. 2008. Genetic diversity within the island
population of Senecio macrophyllus M. BIEB. (Asteraceae), a vulnerable
species in Poland. Scripta Facultatis Rerum Naturalium Universitatis
Ostraviensis, 186, 231-235.

e (zarnecka B., Ptaszynska A.A. 2008. Genetic diversity within the island
population of Senecio macrophyllus M. BIEB. (Asteraceae), a vulnerable
species in Poland. Materialy z IV Miedzynarodowej Konferencji Naukowej, pt.:
Environmental Changes and Biological Assessment, Ostrava, Czech Republik,

10-11"April, p. 11.

Bibliografia:
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1 grzybow Polski. Krakow: Instytut Botaniki im. W. Szafera PAN.
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Zarzycki K., Kazmierczakowa R., Mirek Z. 2014. Polska Czerwona Ksigga Roslin.
Paprotniki i ro$liny kwiatowe. Wyd. IIl. uaktualnione i rozszerzone. Krakow:

Instytut Ochrony Przyrody PAN.

b. Grzyby mikroskopijne zasiedlajace mszaki
Od 1 pazdziernika 2007 rozpoczg¢tam pracg, jako adiunkt w Zaktadzie Botaniki

1 Mykologii, Wydzialu Biologii 1 Biotechnologii UMCS, gdzie pracuj¢ do chwili
obecnej. Poczatkowo zajmowatam si¢ grzybami mikroskopijnymi zasiedlajacymi
mikronisze tworzone przez mszaki. W artykule przegladowym oraz podczas
Ogo6lnopolskiej  Konferencji  Naukowej w  Krasnobrodzie  podsumowatam

dotychczasowy stan wiedzy na ten temat.

e Ptaszynska A.A., Mulenko W. 2009. Mikronisze w relacjach pomigdzy
grzybami 1 mszakami. Materiaty z Ogdlnopolskiej Konferencji Naukowe;j, pt.:

Interakcje migdzygatunkowe na réznych poziomach organizacji: osobnik —
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populacja — biocenoza. Rosliny naczyniowe a ,,bracia mniejsi”’, Krasnobréd, 22-
25 czerwca, p. 36.

e Ptaszynska A.A., Mutenko W., Zarnowiec J. 2009. Bryophytes microniches
inhabited by microfungi. Annales UMCS, sectio C Biologia 64, 35-43 (punkty
MNiSW: 9).

¢. Nosemoza pszczoly miodnej
Od 2010 rozpoczelam wspdlprace z pracownikami Zaktadu Biologii

Eksperymentalnej i Srodowiskowej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie: dr hab.
Grzegorzem Borsukiem, prof. dr hab. Jerzym Paleologiem, dr hab. Krzysztofem
Olszewskim 1 dr hab. Anetg Starchecka. Zespol ten zajmuje si¢ szeroko pojeta
apidologia. W zwigzku ze $wiatowym ,kryzysem pszczot” i jego potencjalnymi
konsekwencjami dla gospodarki i zachowania $srodowiska, badania z tego zakresu staty
si¢ priorytetowe. Obserwowana inwazja grzyba N. ceranae, ktory szybko poszerzyt
liczbe organizméw zywicielskich oraz rozprzestrzenit si¢ na calym $wiecie, zagrazajac
owadom =zapylajacym, sprawila, ze zainteresowalam si¢ mikrosporydiami. Wyniki
badan dotyczacych nosemoz staty si¢ podstawa prezentowanego osiagni¢cia naukowego
oraz wigkszosci prac przedstawionych w dorobku naukowym. Warto dodaé, ze
w Europie, problemow zwigzanych z biologig i patogennoscia N. ceranae nie mozna
rozpatrywa¢ w oderwaniu od N. apis. Oprocz nowych metod rozrdzniania N. apis
1 N. ceranae oraz wplywu rozwoju nosemozy na mikroorganizmy jelitowe pszczoty
miodnej, ktore zostaly przedstawione w osiggnigciu naukowym, zajmowalam si¢
rowniez badaniem oddzialywania r6znych substancji na rozwoj tej choroby.

Badania nad nosemozg rozpoczetam od analizy danych dotyczacych zakazen na
Lubelszczyznie w latach 2001-2008 oraz od wstepnej analizy morfometrycznej
zarodnikow N. apis 1 N. ceranae. Wyniki tych badan, a takze przeglad technik
mikroskopowych stosowanych w celu identyfikacji zarodnikow mikrosporydiow

zostaly przedstawione w pracach:

e Ptaszynska A.A., Borsuk G., Mutenko W., Olszewski K. 2012. Monitoring of
nosemosis in the Lublin region and preliminary morphometric studies of
Nosema spp. spores. Medycyna Weterynaryjna 68, 622-625 (punkty MNiSW:
10).
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e Ptaszynska A.A. 2014. The wvalidation of microscopic techniques for
identification and differentiation of Microsporidia. European Journal of Medical

Technologies 1, 1-5 (punkty MNiSW: 7).

Nastepnie zajetam si¢ analiza tkanek i1 gruczoldw pszczoty modnej w celu
rozpoznania 1 identyfikacji zarodnikow grzyboéw z rodzaju Nosema. W wyniku
prowadzonych badan odnalaztam zarodniki Nosema spp. w gruczotach gardzielowych.
Obecnos¢ zarodnikéw w gruczotach zaktoca produkcje mleczka pszczelego 1 moze by¢
przyczyna horyzontalnego przenoszenia infekcji w rodzinne, w tym réwniez do matki

pszczelej.

Celem badan przedstawionych w Medycynie Weterynaryjnej byto okreslenie
korelacji migdzy liczbg zarodnikow Nosema spp. w catej pszczole, w jelicie oraz
w gruczotach gardzielowych. Badania te przedstawiono w czasopismie weterynaryjnym
ze wzgledu na ich warto$¢ aplikacyjng i che¢ rozpropagowania wynikow wsrod

hodowcow pszczot.

e Ptaszynska A.A., Borsuk G., Anusiewicz M., Mutenko W. 2012. Location of
Nosema spp. spores within body of honey bee. Medycyna Weterynaryjna 68,
618-621 (punkty MNiSW: 10).

Podczas wykonywania do$wiadczen wchodzacych w sktad publikacji P4
zaobserwowalam znaczacy spadek pH w rozcierach wykonanych z pszczo6t zakazonych.
Zmiana pH mogla by¢ zwigzana z samym rozwojem choroby, jak 1 z produktami
przemiany materii mikroflory jelitowej. Jej skiad byl zaburzony rozwojem choroby.
Postawitam hipoteze, ze spadek pH mogl wtdrnie prowadzi¢ do przyspieszenia rozwoju
nosemozy. W celu weryfikacji tej hipotezy przeprowadzitam do$§wiadczenia, w ktérych
sztucznie zmieniatam pH organizmu pszczoty dodajac im do pokarmu alkohol etylowy.
U pszczol, podobnie jak 1 innych owadow oraz kregowcow, etanol jest metabolizowany
przez dehydrogenaze alkoholowa (ADH) do aldehydu. Aldehyd przeksztalcany jest
nastgpnie w octan metylu przez dehydrogenaz¢ aldehydowa (ALDH), co moze
powodowaé zakwaszenie tresci jelitowej. Dodatek etanolu, w stezeniu 5%, do syropu
cukrowego stwarzat dogodne warunki dla szybszego rozwoju nosemozy. Natomiast,
etanol w stezeniu 10% w syropie cukrowym, wywieral na pszczoly silne dzialanie
toksyczne. Obserwowane zakwaszenie tresci jelitowej pszczoty stwarzato warunki

dogodne do rozwoju nosemozy. Prawdopodobng przyczynag tego faktu jest lepszy
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dostep zarodnikow do nablonka jelita, oslabionego dzialaniem produktéw przemiany

etanolu. Wyniki badan zostaly przedstawione w publikacji:

e Ptaszynska A.A., Borsuk G., Mutenko W., Olszewski K. 2013. Impact of
ethanol on Nosema spp. infected bees. Medycyna Weterynaryjna 69, 736-740.
(Impact Factor = 0,203; punkty MNiSW: 15)

Tematem moich badan byta tez suplementacja diety pszczot, jako czynnik
przeciwdzialajacy rozwojowi nosemozy. Testowatam powszechnie dost¢pne preparaty,
polecane przez producentdéw, jako dodatek do paszy zwierzat gospodarskich, w tym
pszczot. Suplementacja testowanymi preparatami zamiast hamowacé, przyspieszylta

rozwdj nosemozy.

e Ptaszynska A.A., Borsuk G., Mutenko W., Wilk J. 2016. Impact of vertebrate
probiotics on honeybee yeast microbiota and on the course of nosemosis.
Medycyna Weterynaryjna 72, 430-434. (Impact Factor = 0,195; punkty
MNiSW: 15).

W trakcie wigkszo$ci eksperymentow, przeprowadzonych na pszczolach niezbedne
bylo szybkie, a jednoczesnie sterylne pobieranie hemolimfy do analiz. Wraz z dr hab.
G. Borsukiem oraz w ramach wspotpracy z dr Patcharin Krutmuang z Chiang Mai
University (CMU), Faculty of Agriculture, Department of Entomology and Plant
Pathology, Thailand, udoskonaliliimy metod¢ pozyskiwania hemolimfy od owadow
z rodziny pszczolowatych (Apidae). Nowy, szybki oraz tatwy sposob umozliwiajacy

sterylne pobranie hemolimfy od dorostych pszczoét zostal przedstawiony w pracy:

e Borsuk G., Ptaszynska A.A., Olszewski K., Domaciuk M., Krutmuang P.,
Paleolog J. 2017. A new method for quick and easy hemolymph collection from
Apidae adults. PLoS ONE 12, e0170487. doi:10.1371/journal.pone.0170487
(Impact Factor: 3,54; punkty MNiSW: 40).

d. Poszukiwanie nowych metod eradykacji nosemozy
Jak do tej pory nie opracowano skutecznej metody ograniczania i zwalczania

nosemoz u pszczoty miodnej. W zwigzku z tym, waznym aspektem moich badan, jest

poszukiwanie nowych substancji, zaré6wno syntetycznych, jak 1 naturalnych
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ograniczajacych rozw6j choroby. Poczatkowo zajmowalam si¢ substancjami
dostarczanymi w ramach prac zwigzanych z projektem ,,Nowy Srodek biobodjczy
z funkcjg blokowania cyklu rozrodczego Varroa destructor do walki z warrozg pszczoty
miodnej”’, NCBiR POIG.01.03.01-02-047/12, ktéry byl realizowany w latach 2012-
2014. W projekcje tym oprocz badania substancji skierowanych przeciwko
V. destructor byty rdwniez testowane zwigzki syntetyczne, ktore moglyby ograniczac¢
rozwo0j nosemozy.

Nastgpnie przedmiotem moich badan byly porfiryny. Wyselekcjonowatam grupe
najbardziej aktywnych porfiryn i okreslitam wplyw §wiatla na ich bioaktywno$¢. Prace
te staty si¢ podstawa do napisania zgloszenia patentowego nr P.408774; M. Trytek,
A.A. Ptaszynska, D. Gryko, G. Borsuk, pt. ,,Preparat do zastosowania w leczeniu
mikrosporydioz, zwlaszcza nosemozy u pszczolt” oraz projektu: ,,Aktywnos¢
biologiczna 1 mechanizmy dzialania zwigzkéw porfirynoidowych przeciwko
wewnatrzkomoérkowym patogenom pszczelim z rodzaju Nosema”, NCN, ID: 293789,
ktory rozpoczat si¢ w 2016 roku 1 jest realizowany obecnie do 2019 r.

Ponadto, wytypowatam bezpieczne dla pszczot 1 ludzi substancje pochodzenia
ro$linnego. Pobudzaja one system odporno$ciowy owaddéw, wyrazony wzrostem
aktywnos$ci oksydazy fenolowej i ograniczaja rozwdj nosemozy u pszczol. Wyniki
badan staly si¢ podstawag zgloszenia patentowego nr P.415155; A.A. Ptaszynska,
G. Borsuk, D. Zatuski, M. Cytrynska, W. Mutenko, A. Zdybicka-Barabas pt: ,,Preparaty
ro$linne do zastosowania w leczeniu nosemozy u pszczot i poprawy ich odpornosci”.
Zgloszenie zostato zakwalifikowane do drugiego etapu czwartej edycji konkursu
,Eureka! DGP — odkrywamy polskie wynalazki”, a jego warto$¢ aplikacyjng podkresla
fakt podpisania umowy dotyczacej udostepnienia produktu do testowania firmie Biowet
Putawy Sp. z 0.0. — ,,Umowa o przekazanie materialu do badan z dnia 25.07.2016, nr
umowy 987/2016”.

Powyzsze zgloszenia patentowe uzyskaty pozytywny raport Urzedu Patentowego
stanowigcy wstepng ocene przedmiotu zgloszenia. Zaréwno w przypadku prac
eksperymentalnych jak i1 wynalazkow miatam wiodacy udzial w badaniach poczawszy
od koncepcji po opracowanie i publikowanie wynikéw. Jestem koordynatorem
powyzszych badan. Sa one prowadzone we wspotpracy z kilkoma osrodkami
naukowymi, gdyz podjete zadania, ze wzgledu na ich wage 1 nowatorskos¢, wymagaja
wspolnego dziatania specjalistow z wielu dyscyplin. Mikrosporydia to organizmy

pasozytnicze stabo poznane, a ich wptyw na organizm gospodarza, wymaga dalszych
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wielokierunkowych analiz. Z tego wzgledu utworzono sie¢ badawcza skupiajaca
specjalistow z wielu dyscyplin, majacych niezbgdne do$wiadczenie naukowe oraz
dysponujacych specjalistycznym sprzetem. Tym samym uczynitam znaczacy krok
w strong¢ komercjalizacji wynikow badan 1 wspotpracy z otoczeniem spoteczno-

gospodarczych.

3. Udzial w czesci eksperymentalnej innych badan

a. Nowoczesne metody obrazowania probek biologicznych przy zastosowaniu
skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM)

» Zmiany morfologiczne komérek grzyba Candida albicans poddanych
dzialaniu ekstraktow otrzymanych z pelargonii (Pelargonium zonale)

Wspotpracowatam z dr hab. M. Fiotkg (UMCS), przy analizie wptywu, ekstraktow
otrzymanych z pelargonii (Pelargonium zonale), na zmiany morfologiczne komorek
grzyba Candida albicans. Efektem tej pracy bylo odnotowanie istotnego obnizenia

aktywnos$ci metabolicznej komorek drozdzakoéw poddanych dziataniu ekstraktu.

e Lewtak K., Fiotka M.J., Szczuka E., Ptaszynska A.A., Kotowicz N., Kotodziej
P., Rzymowska J. 2014. Analysis of antifungal and anticancer effects of the extract
from Pelargonium zonale. Micron 66, 69-79, doi: 10.1016/j;.micron.2014.06.001.
(Impact Factor = 1,838; punkty MNiSW: 30).

> Badania dotyczace zmian w strukturze bialek glutenowych wywolanych
przez preparaty blonnikowe

W ramach wspolpracy z dr Agnieszka Nawrocka z Zakladu Fizycznych

Wilasciwosci  Materiatow  Roslinnych, Laboratorium Oceny Jako$ci Surowcow

Zbozowych 1 Oleistych, Instytutu Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej

Akademii Nauk w Lublinie bratam udziat w badaniach dotyczacych zmian w strukturze

bialek glutenowych. Zaobserwowane zmiany byty wywolane przez preparaty

btonnikowe, ktére doprowadzaly do interakcji migdzy polisacharydami, a glutenem.
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e Nawrocka A., Szymanska-Chargot M., Mi§ A., Ptaszynska A.A., Kowalski R.,
Wasko P., Gruszecki W. 1. 2015. Influence of dietary fibre on gluten proteins
structure — a study on model flour with application of FT-Raman spectroscopy.
Journal of Raman Spectroscopy. 46, 309-316 doi: 10.1002/jrs.4648 (Impact
Factor: 2,519; punkty KBN: 30).

b. Analiza filogenetyczna

» Badania bakterii brodawkowych Astragalus glycyphyllos

Uczestniczylam rowniez w badaniach cech fenotypowych 1 analizy
pokrewienstwa filogenetycznego symbiontdw Astragalus glycyphyllos w oparciu
o polimorfizm 16S rDNA i analiz¢ sekwencji 16S rDNA. Badania te pozwolity
sklasyfikowaé symbionty A. glycyphyllos w rodzaju Mesorhizobium.

e (nat S., Wojcik M., Wdowiak-Wrébel S., Kalita M., Ptaszynska A.A., Matek
W. 2014. Phenotypic characterization of Astragalus glycyphyllos symbionts and
their phylogeny based on the 16S rDNA sequences and RFLP of 16S rRNA
gene. Antonie van Leeuwenhoek International Journal of General and Molecular
Microbiology 105, 1033-48. doi: 10.1007/s10482-014-0163-y. (Impact Factor =
2,072; punkty MNiSW: 20).

» Badania roztoczy Varroa destructor

W trakcie realizacji prac zwigzanych z projektem KBN nr N N311, "Genetyczna
identyfikacja opornosci na tau-fluwalinat roztoczy Varroa destructor pochodzacych
z pasiek wschodniej Polski”, zajmowatam si¢ okre§laniem pokrewienstwa genetycznego

pomigdzy roztoczami pobranymi w réznych rejonach Polski.
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4. Zgloszenia patentowe

a. 2014 r. Zgloszenie patentowe nr P.408774. Preparat do zastosowania w leczeniu
mikrosporydioz, zwlaszcza nosemozy u pszczot. M. Trytek — 35%; A.A. Ptaszynska
—25%; D. Gryko — 30%; G. Borsuk — 10%.

b. 2015 r. Zgloszenie patentowe nr P.415155. Preparaty roslinne do zastosowania
w leczeniu nosemozy u pszczo6t i poprawy ich odpornosci. A.A. Ptaszynska — 55%,
M. Cytrynska — 5%; W. Mutenko — 5 %, A. Zdybicka — Barabas — 5 %; G. Borsuk —
15%; D. Zatuski — 15%.

5. Inne realizowane obecnie zadania badawcze

Po zakonczeniu moich badan opisanych w P6, w ktérych zaobserwowano negatywny
wplyw suplementacji diety pszczot komercyjnymi bakteriami probiotycznymi
Lactobacillus rhamnosus oraz prebiotykiem — inuling, podjetam prace dotyczace
otrzymania preparatu probiotycznego przeznaczonego dla pszczot. Przy wspotpracy
z prof. dr hab. Wandg Matek (UMCS), dr hab. Grzegorzem Borsukiem (UP w Lublinie)
oraz z prof. dr hab. Lucjg Laniewska-Trokenheim (Uniwersytet Warminsko-Mazurski
w Olsztynie) wyizolowali§my 17 szczepow bakterii probiotycznych, ktore moga by¢
stosowane w suplementacji diety u pszczot. Wyizolowane bakterie zostaly przebadane
pod katem biochemicznym i genetycznym. Obecnie wraz z firmg Biowet Pulawy Sp.
z 0.0. prowadzimy badania nad otrzymaniem specjalnego preparatu probiotycznego

przeznaczonego specjalnie dla pszczot.

6. Plany badawcze

Patogeny pszczoly miodnej, N. apis i N. ceranae, wcigz stanowia wyzwanie dla
wspotczesnej nauki. Nie do konca wyjasniono ich wplyw na fizjologie pszczol,
specyficznos¢ tkankowg czy tez sam mechanizm infekcji. Opisywane sg rasy pszczot
bardziej odporne na zarazenie, nie jest jednak znany mechanizm i1 podloze tej
odpornos$ci. W trakcie dalszej pracy planuj¢ zbada¢ dynamike¢ zakazen pszczot

powodowanych przez N. apis i N. ceranae, a takze wptyw substancji naturalnych oraz
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syntetycznych na rozwdj choroby. Moje dziatania beda réwniez zmierzaly do
upowszechnienia 1 wdrozenia zgloszonych wynalazkéw przy  wspolpracy

przedsigbiorcami.

VI. Podsumowanie aktywnosci naukowej

Moj dotychczasowy dorobek sktada si¢ z 25 prac naukowych, 16 z nich zostato
opublikowanych w czasopismach z bazy JCR, takich jak: Journal of Invertebrate
Pathology, Medycyna Weterynaryjna (Veterinary Medicine — Science and Practice),
Journal of Insect Science, Antonie van Leeuwenhoek International Journal of General
and Molecular Microbiology, Micron, FEMS Microbiology Letters, Journal of
Apicultural Research, Journal of Raman Spectroscopy, Parasitology Research i PLoS
ONE. Jestem autorka lub wspotautorkg 28 komunikatoéw zjazdowych prezentowanych

na konferencjach krajowych i mi¢gdzynarodowych.

Przedstawione w Tabeli 3 dane bibliometryczne dokumentuja méj rozwoj naukowy.
Wedtug bazy ,,Web of Science” h-indeks prac z mojego dorobku naukowego wynosi 5,
a $rednia liczba cytowan przypadajaca na jedng prace to 4,53. Pozostale osiggnigcia
w zakresie pracy naukowej, dydaktycznej, popularyzatorskiej i organizacyjnej zostaty

przedstawione w zalaczniku 3 do niniejszego wniosku.
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Tabela 3. Dane bibliometryczne _— - Punkty Punkty
Slat  MNiSW" MNiSW,16
Publikacje stanowiace L
6 publikacji 11,039 10,446 155 150

osiagniecie naukowe

Autorstwo lub wspotautorstwo publikacji naukowych w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal
Citation Reports (JCR) (z wylaczeniem prac wchodzacych w sktad osiggniecia)

A\ przed uzyskaniem 1 publikacja 2,049 2,419 32 40
stopnia doktora

B\ po uzyskaniu stopnia

doktora 7 publikacji 11,692 11,508 195 195

Autorstwo lub wspotautorstwo publikacji naukowych w czasopismach mi¢dzynarodowych lub krajowych
innych niz znajdujace si¢ w bazach lub na liscie JCR:

A\ przed uzyskaniem 5 publikacji - - 14 30
stopnia doktora

B\ po uzyskaniu stopnia

okiors 4 publikacje - - 19 22
Laczna liczba 2_5 24,780 24,373 415 437
publikacji publikacji

Liczba komunikatow zjazdowych prezentowanych na konferencjach krajowych i migdzynarodowych:

A\ przed uzyskaniem stopnia doktora 6 komunikatow

B\ po uzyskaniu stopnia doktora 22 komunikatow

Pozostale dane bibliometryczne

L.aczna liczba cytowan (wg. bazy Web of Science): 68
Liczba cytowan (WoS) z wylaczeniem autocytowan: >3
Indeks Hirscha (h) (wg. bazy Web of Science): >
Srednia liczba cytowan przypadajaca na jedna prace 4,53

(wg. bazy Web of Science):

1 NCN, 1 NCBIiR, 1 KBN
Liczba projektéw badawczych

* IF zgodny z rokiem ukazania si¢ pracy,
" punkty MNiSW wg wykazu obowiazujacego w roku opublikowania J fm

Lublin, 29.03.2017 YRR
Podpis wnioskodawcy
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