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Aktywno$¢ fosfatazy oraz zawarto$¢ rézinych form fosforu
w pszenicy ozimej uprawianej w zmianowaniu
wzbogacajacym glebg w substancje organiczne

JOANNA CZAPIEWSKA

Katedra Biochemii
Wydzial Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Bernardynska 6, 85-029 Bydgoszcz

Fosfor jest jednym z biopierwiastkow spetniajacych w roslinie wazne
funkcje: uczestniczy w procesie fotosyntezy i przemianach azotowych.
W glebie znaczna jego ilos¢ wystgpuje w potaczeniach organicznych,
ktore nie sa dostgpne dla roélin. Organiczne zwigzki fosforu musza ulec
hydrolizie przy udziale fosfataz. Materiat badawczy stanowita pszenica
ozima oraz gleba pochodzaca z doswiadczenia prowadzonego przez IUNG
w Pulawach. Glebe nawozono obornikiem w dawkach: 0, 20, 40, 60, 80
t-ha! oraz azotem mineralnym w ilo$ci: 0, 40, 80, 120 kg-ha'. Probki
ro§linne do analiz pobrano w roznych fazach rozwojowych pszenicy ozime;j,
w maju, lipcu i pazdzierniku 2002 roku. W odpowiednio przygotowanym
materiale ro$linnym i glebowym oznaczono: aktywno$¢ fosfatazy
alkalicznej i kwasnej metoda Tabatabai 1 Bremnera, zawarto$¢ fosforu
ogolem (Pog_) metoda Mehta, zawarto$¢ fosforu zwigzkow organicznych
(ng_) wyliczona z r6znicy pomigdzy fosforem ogdlem a nieorganicznym,
fosfor przyswajalny (P, ) metoda Egnera-Riehma. Zaobserwowano
istotny wplyw nawozenia obornikiem i azotem mineralnym na aktywno$¢
fosfataz roslinnych i glebowych oraz zawarto$¢ wybranych frakcji fosforu.
Stwierdzono réznicg¢ zawarto$ci badanych frakcji fosforu w czgsci
nadziemnej i podziemnej pszenicy ozimej. Stosowanie wzrastajacych
dawek obornika wplynglo istotnie na aktywnos¢ fosfataz w probkach
glebowych pobranych we wszystkich trzech terminach. Zawartos¢ P,
wzrastala wraz ze zwiekszajacymi sie dawkami nawozu organicznego.
Aktywnos¢ fosfatazowa oraz zawarto$¢ fosforu zmieniala si¢ w probkach
pobranych w trakcie sezonu wegetacyjnego uprawianej ro§liny.

Promotor: drhab. Jan Koper, prof. nadzw. ATR
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Sezonowa zmienno$¢ fosfatazy i zawartosé réznych form fosforu
w glebie i jeczmieniu jarym uprawianym
w zmianowaniu zubezZajacym glebe¢ w materi¢ organiczng

ANDZELIKA CZERWINSKA

Katedra Biochemii
Wydzial Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Bernardyniska 6, 85-029 Bydgoszcz

Fosfor uczestniczy w regulacji fotosyntezy, oddychania, metabolizmu
tluszczowego, przemian azotowych oraz syntezy enzymow. Motorem
wszystkich przemian i procesow zachodzacych w roslinach sg enzymy.
Duzg rol¢ przypisuje si¢ fosfatazom, ktore w roslinie i glebie sg
odpowiedzialne za gospodarke fosforem. Probki glebowe i roslinne pobrano
w 2003 roku z dos§wiadczenia polowego prowadzonego przez IUNG
w Pulawach. W badaniach uwzglg¢dniono nawozenie obornikiem
w dawkach: 0, 20, 40, 60, 80 t-ha’ oraz wzrastajacymi dawkami azotu
w postaci saletry amonowej na poziomie: 0, 40, 80, 120 kg-ha. Probki
pobrano dwukrotnie w sezonie wegetacyjnym jgczmienia jarego — w maju
i lipcu. W materiale glebowym i roslinnym oznaczono: aktywnosc fosfatazy
kwasne;j 1 alkalicznej metoda Tabatabai i Bremnera, fosfor ogotem metoda
Mehta, fosfor przyswajalny metoda Egnera-Riehma, fosfor zwigzkow
organicznych wyliczono z roznicy, jaka uzyskano w mineralizowanych i nie
mineralizowanych probach. Doswiadczenie prowadzono w zmianowaniu
uwzgledniajagcym dobor rolin zubozajacy glebg w substancje organiczne.
Istotnym czynnikiem wplywajacym na zawarto$¢ réznych frakcji fosforu
oraz zmiany aktywnoS$ci fosfatazy w glebie i roslinie jest nawozenie
organiczne i mineralne. Stwierdzono istotny wptyw nawozenia obornikiem
1azotem na aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej i kwasnej w cze$ci nadziemnej
i podziemnej jeczmienia jarego. Wyzszg aktywnoscia fosfatazowa
charakteryzowaly si¢ probki glebowe i roslinne pobrane w maju.
Zastosowanie zwigkszajacych si¢ dawek azotu istotnie wptynelo na wzrost
fosforu ogdlem i fosforu zwigzkow organicznych w analizowanych prébach
glebowych i rolinnych pobranych w maju.

Promotor: dr hab. Jan Koper, prof. nadzw. ATR



Aktywnos¢ fosfataz i zawartos$¢ fosforu
w glebie oraz jeczmieniu jarym uprawianym
w zmianowaniu wzbogacajacym glebe w materig¢ erganiczng

AGNIESZKA STRAKOWSKA

Katedra Biochemii
Wyadziat Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza

ul. Bernardyfiska 6, 85-029 Bydgoszcz

Fosfor odgrywa wazng rolg w wielu procesach biochemicznych
i fizjologicznych ro§lin. Forma dostepna dla rolin sq zwigzki mineralne
fosforu, dlatego tez proces hydrolizy form organicznych jest bardzo wazny,
a odbywa si¢ dzigki fosfatazie alkalicznej i kwasnej. Do badan uzyto
probek glebowych i rodlinnych pochodzacych z doswiadczenia zatozonego
na terenie RZD Grabow. Glebg nawozono obornikiem w dawkach: 0, 20,
40, 60, 80 t-ha! oraz dawkami azotu mineralnego: 0, 40, 80, 120 kg-ha™.
Prébki do analiz pobrano w maju i lipcu. W prébkach glebowych
i ro$linnych oznaczono: fosfataze alkaliczng i kwasng metoda Tabatabai
i Bremnera, fosfor ogélem metoda Mehta, fosfor przyswajalny (DL)
metoda Egnera-Riehma, fosfor zwigzkéw organicznych wyliczono
z 16znicy migdzy zawartoécia fosforu ogotem i fosforu nieorganicznego.
W doswiadczeniu stwierdzono istotny wplyw nawozenia obornikiem
i azotem na aktywno$¢ obu fosfataz. W maju najwyzszg aktywno$é
fosfatazy alkalicznej odnotowano w czgs$ci nadziemnej jgczmienia jarego
pobranego z poletek nawozonych dawka obornika 40 t-ha!, natomiast
w probkach pobranych w lipcu najwyzsza aktywno$¢ zaobserwowano
przy maksymalnej dawce azotu. Na podstawie przeprowadzonych badan
stwierdzono istotny wplyw nawozenia obornikiem i azotem na zawarto$¢
wybranych frakcji fosforu. Wigkszg zawartos$cig fosforu ogotem
charakteryzowaty sig probki korzenia jgczmienia jarego pobrane w maju
w porownaniu z probkami z lipca. Najwigcej P zawierala czg$¢
nadziemna jgczmienia jarego pobranego z poletek nawozonych dawka
obornika 80 t-ha' i azotu 80 kg-ha'. W glebie najwigksza zawarto$¢ P
wyniosta 0,530 g-kg'.

org.

Promotor: dr hab. Jan Koper, prof. nadzw. ATR
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Indukcja melanotycznych i amelanotycznych mutantéw
u Aspergillus niger

MALGORZATA BELTNER, ANNA SIKORSKA

Katedra Chemii Srodowiska
Wydziat Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Bernardynska 6, 85-029 Bydgoszcz

Pigmenty melaninowe stanowig obecnie interesujacy, cho¢ trudno
dostgpny obiekt badawczy. Wzmozone zainteresowanie tymi barwnikami
wplywa na ich wigksze zapotrzebowanie jako materiatu badawczego,
a pozyskanie naturalnych melanin jest kosztowne. W handlu dostgpne sg
melaniny syntetyczne lub pozyskiwane z Sepia officinalis. Rozwigzaniem
problemu moze by¢ wykorzystanie mikroorganizméw do produkcji tego
pigmentu. Dlatego podjgto badania nad indukcja mutacji u Aspergillus
niger prowadzaca do nadmiernej produkcji melanin. Poprzez chemiczng
mutagenezeg uzyskano 94 szczepy mutantéw. W testach in vitro
sprawdzono ich zdolnosci biochemiczne do rozkladu: celulozy, skrobi,
pektyn i zelatyny oraz oceniono zdolnos¢ do syntezy melanin. Zastosowana
metoda chemicznej indukcji mutantow pozwolita na uzyskanie szczepow
o ograniczonej zdolnosci do syntezy melanin. Wigkszos$¢ szczepow
zatracila zdolnos$¢ do syntezy melanin, a 30% do wytwarzania czarnych,
melanotycznych zarodnikéw.

Promotor: prof. dr hab. Slawomir Gonet



Indukcja poliploidéw u Aspergillus niger
MicHAL BIENIEK, L.UKASZ JAZWINSKI

Katedra Chemii Srodowiska
Wydziat Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Bernardyriska 6, 85-029 Bydgoszcz

Melaniny ze wzgledu na swoje unikalne wlasciwosci budzg coraz wigksze
zainteresowanie. Dlatego podjgto probe pozyskania poliploidalnych
szczepow Aspergillus niger wydzielajacych duze ilosci pigmentow
melaninowych. Poliploidyzacj¢ przeprowadzono z zastosowaniem
kolchicyny. Uzyskano 50 szczepow poliploidow. W testach in vitro
sprawdzono ich zdolno$ci biochemiczne do rozkladu: celulozy, skrobi,
pektyn i Zelatyny oraz oceniono zdolnos¢ do syntezy melanin. Uzyskane
wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze poliploidyzacja jest prosta metoda
uzyskania szczepow grzybow zdolnych do wydzielania nadmiernych ilo$ci
melanin. Indukcja i hodowla poliploidalnych szczepow melanotycznych
grzybow pozwoli na pozyskanie taniego zrodta melanin.

Promotor: prof. dr hab. Slawomir Gonet
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Wplyw temperatury, pH i czasu inkubacji
na aktywno$é celulolityczng osadéw dennych

JoAaNNA BIERNACIAK, AGNIESZKA WOHLBRECHT

Katedra Chemii Srodowiska
Wydzial Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Bernardynska 6, 85-029 Bydgoszcz

Material badawczy stanowily osady denne jezior. Aktywnosé
celulolityczng tych osadéw badano w roznej temperaturze (30-60°C),
przy zréznicowanym pH (4,0-8,0), po 3, 6 19 dniach inkubacji. Aktywnosé
celulolityczng wyrazono liczba pM glukozy-h'-g'. Glukozg oznaczano
metoda Somogy’ego 1 Nelsona. Wszystkie testowane czynniki
(temperatura, pH i czas inkubacji) istotnie wptyngly na aktywnos¢
celulolityczng osadéw dennych. Wydluzenie czasu inkubacji do 6 dni
powodowalo wzrost aktywnosci celulolitycznej, jednak po 9 dniach
nastgpowalo jej obnizenie. Analiza wplywu temperatury oraz poziomu
pH na aktywno$¢ celulolityczng osadéw wykazala, ze maksymalng
aktywnos$¢ uzyskano przy 45°C i zakresie pH od 5,5 do 6,0. Na podstawie
otrzymanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze do oceny aktywnoSci
celulolitycznej osadoéw dennych nalezy przygotowa¢ roztwor substratu
o pH 5,5 i inkubacjg prowadzi¢ przez 6 dni w temperaturze 45°C.

Promotor: prof. dr hab. Janusz Hermann
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Wplyw melanotycznych i amelanotycznych mikroorganizméw
glebowych na wlasciwo$ci kwaséw huminowych

MALGORZATA CIKORSKA

Katedra Chemii Srodowiska
Wydziat Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Bernardynska 6, 85-029 Bydgoszcz

Jedng z malo poznanych funkcji melanin glebowych jest ich udzial
w powstawaniu substancji prochniczych. Dlatego celem podjgtych badan
bylo okreslenie podstawowych parametréw fizykochemicznych kwaséw
huminowych powstalych po rozkladzie resztek ro§linnych w obecnosci
melano- i amelanotycznych mikroorganizméw. Kwasy huminowe
wyizolowano po 12 miesigcach inkubacji materiatu glebowego i resztek
ro$linnych z melano- i amelanotycznymi mikroorganizmami. W kwasach
tych okreslono sklad pierwiastkowy i stopien utlenienia wewngtrznego.
Zarejestrowano rowniez widma FT-IR oraz UV-VIS. Badane kwasy
charakteryzuja si¢ $rednim udziatlem struktur aromatycznych. W widmach
FT-IR obserwuje si¢ wiele pasm absorpcyjnych. We wszystkich widmach
wystepuje szerokie pasmo w zakresie 3500-3490 cm™, odpowiadajace
drganiom walencyjnym grup -OH w alkoholach i fenolach, grupy te tworza
silne wigzania wodorowe.

Promotor: prof. dr hab. Janusz Hermann
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Wplyw kwaséw huminowych na efekt dzialania antybiotykéw

SZYMON STANISZEWSKI

Katedra Chemii Srodowiska
Wydzial Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza

ul. Bernardynska 6, 85-029 Bydgoszcz

Badania przeprowadzono w oparciu o laboratoryjne testy in vitro, przy
wykorzystaniu metody antybiogramu krazkowo-dyfuzyjnego. Bakteriami
testowymi byly: Bacillus subtilis i Staphylococcus sp. Hodowle
prowadzono na podtozu Mullera i Hintona z dodatkiem kwasow
huminowych wyizolowanych z wegla brunatnego, torfu i gleby plowe;.
Stezenia kwaséw huminowych w pozywce wynosity: 800, 1600
1 2400 mg-L!. W badaniach wykorzystano 46 antybiotykow z r6znych
grup chemicznych. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono,
ze kwasy huminowe ostabiaja aktywno$¢ wielu testowanych
antybiotykoéw, np.: aminoglikozydow, tetracyklin i makrolidow. Na
podstawie przeprowadzonych badan nie mozna wyja$ni¢ mechanizmu
tych efektow. Mozna jedynie przypuszczaé, ze polimorficzne i heterogenne
kwasy huminowe zachowuja si¢ jak sorbenty wiazace niektore antybiotyki.
Konsckwencja tego jest znaczne zmniejszenie efektu bakteriostatycznego
i bakteriobojczego dzialania antybiotykow.

Promotor: dr Stawomir Smolinski



Wykorzystanie metody PCR do badania homologii
wybranych Basidiomycotina

JAROSLAW ZDZIARSKI

Katedra Chemii Srodowiska
Wydzial Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Bernardynska 6, 85-029 Bydgoszcz

Tyrozynaza jest kluczowym enzymem utleniajacym tyrozyng do mela-
nin. Badanie obecnego u grzybéw genu tyrozynazy pozwoli na okreslenie
homologii w obrgbie Basidiomycotina. W do§wiadczeniach zastosowano
metodg PCR, z wykorzystaniem trzech starterow zaprojektowanych dla
genu tyrozynazy z Agaricus bisporus. Badaniami objgto 10 szczepow
grzybow nalezacych do Basidiomycotina. Na podstawie uzyskanych
wynikéw stwierdzono wysoki poziom homologii genu tyrozynazy w obrgbie
Agaricales, nie zaobserwowano homologii tego genu u Agaricales
i Boletace. Przeprowadzone badania pozwalajg na uznanie techniki PCR
za jedna z metod badania homologii u grzybow i uzupelnienie procedur
w ich systematyce. Ocena morfologiczna owocnikéw grzybow nie moze
Juz stanowic¢ podstawowego czy wreez jedynego kryterium w systematyce
grzybow.

Promotor: prof. dr hab. Janusz Hermann
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Wykorzystanie metody PCR do identyfikacji
i okreSlania zmiennosci wybranych izolatéw
Fusarium culmorum (W.G. Smith) Sacc.

PAULINA JAGIELLO

Katedra Fitopatologii
Wydziat Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Ks. A. Kordeckiego 20, 85-225 Bydgoszcz

Fusarium culmorum jest jednym z najliczniej wystgpujacych gatunkéw
grzybéw z tego rodzaju, szczegoélnie czesto atakujacym zboza,
z ktorych najwigksze znaczenie ma pszenica. Objawy chorobowe moga
by¢ obserwowane na korzeniach, podstawie zdzbta oraz klosach.
W przypadku silnego porazenia pszenicy jej plon moze ulec znacznemu
obnizeniu. F. culmorum charakteryzuje si¢ znacznym zréznicowaniem
morfologicznym. Ma potencjalng zdolno$¢ do produkeji toksycznych
metabolitow wtoérnych, zwanych mykotoksynami, zwlaszcza
deoksyniwalenolu (DON) nalezacego do trichotecenoéw. Zalezy to od
réznych czynnikow zewngtrznych, jednak najbardziej istotne jest
genetyczne uwarunkowanie mozliwosci wytwarzania mykotoksyn za
posrednictwem genu Tri5 kodujacego enzym — syntetaze trichotecenéw.
W badaniach okre$lano stopien porazenia przez F. culmorum podstaw
zdzbla i korzeni pszenicy ozimej ‘Roma’ uprawianej na polach
dos$wiadczalnych IUNG w Putawach w czterech systemach:
ekologicznym, integrowanym, konwencjonalnym oraz monokulturze.
Materiat badawczy stanowily porazone chorobg rofliny, z ktorych
wyizolowano patogen. Uzyskane izolaty testowano pod wzgledem
patogeniczno$ci w stosunku do siewek pszenicy w doSwiadczeniu
infekcyjnym, ktore potwierdzito ich zréznicowanie. W celu okreslenia
zaleznoSci miedzy patogeniczno$cig a ewentualna zmienno$cia grzyba
wykonano analiz¢ RAPD-PCR, z uzyciem kilku zestawow
10-merowych starteréw firmy OPERON (USA).

Promotor: prof. dr hab. Czestaw Sadowski



19

Wystepowanie endofita Neotyphodium coenophialum
w kostrzewie trzcinowej i jego wlasciwosci antagonistyczne
w stosunku do wybranych grzybéw

AGNIESZKA WALCZAK

Katedra Fitopatologii
Wydzial Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Ks. A. Kordeckiego 20, 85-225 Bydgoszcz

Neotyphodium coenophialum jest grzybem endofitycznym
wystepujacym w kostrzewie trzcinowej (Festuca arundinaceae).
Wytwarza on alkaloidy, ktére moga negatywnie oddziatywac na zwierzeta,
a jednocze$nie korzystnie wptywac na rosling (stymuluja wzrost i rozwoj,
zwigkszaja odpornos¢ na czynniki biotyczne i abiotyczne). Waznym
zagadnieniem jest okre§lenie wplywu wytwarzanych przez ten endofit
zwiazkow na inne grzyby zasiedlajace trawg, zwlaszcza patogeniczne.
Celem badan bylo okreslenie stopnia zasiedlenia zarejestrowanych
w Polsce odmian kostrzewy trzcinowej przez N. coenophialum i jego
wlasciwosci antagonistycznych w stosunku do wybranych grzybow.
Metoda PCR przeanalizowano 20 préb nasion réznych odmian kostrzewy
pod katem obecnosci endofita. Grzybnig wykryto tylko w probie odmiany
‘Barrocco’. Po zastosowaniu metody barwienia rozem bengalskim
stwierdzono, Zze stopien zasiedlenia nasion tej odmiany przez N.
coenophialum wynosit 47%. Nastgpnie wyizolowano endofit z roslin
wyrostych z zasiedlonych nasion, wyktadajac skrawki najnizszych pochew
lisSciowych ro$lin na plytki Petriego z pozywka PDA, z dodatkiem
streptomycyny i penicyliny dla ograniczenia wzrostu bakterii. Okre$lono
wlasciwosci antagonistyczne N. coenophialum w stosunku do 15
wybranych grzybow. W tym celu na plytki Petriego z koloniami endofita
w centrum naktadano w czesci brzegowej po 3 krazki pozywki przerosnigte
strzgpka badanego grzyba. Plytki umieszczano w temperaturze 15 122°C.
Po 14 dniach dokonywano pomiaru strefy zahamowania wzrostu
testowanych organizmoéw. Stwierdzono hamujacy wplyw endofita na
rozwoj kilku testowanych organizmow.

Promotor: dr inz. Dariusz Panka
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Zastosowanie metody PCR do identyfikacji potencjalnie
mykotoksynotwérczych izolatoéw grzybow z rodzaju Fusarium
i okreslenia ich zmienno$ci w zalezno$ci od Srodowiska
uprawnego

AGNIESZKA WITKOWIAK

Katedra Fitopatologii
Wydziat Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Ks. A. Kordeckiego 20, 85-225 Bydgoszcz

W $wiatowej uprawie zb6z najwigksze znaczenie ma pszenica. Choroby
grzybowe powodujg znaczne straty w wysokosci i jakosci jej plonéw.
Grzyby zrodzaju Fusarium moga porazac rosliny we wszystkich stadiach
rozwojowych, wywolujac fuzaryjng zgorzel siewek, fuzariozg korzeni
i podstawy zdzbta oraz lisci i kloséw. Grzyby te sg zdolne do produkcji
mykotoksyn, ktore moga by¢ przyczyna groznych choréb ludzi i zwierzat
— mykotoksykoz. Wazna jest szybka identyfikacja tych patogenow
w ro$linie, jeszcze przed wystapieniem objawow chorobowych, w celu
zastosowania odpowiednio wcze$nie zabiegé6w ochronnych
zmniejszajacych szkodliwo$¢ patogena. Niezwykle istotne jest takze
okreslenie potencjalnej mykotoksynotworczosci wystepujacych gatunkow
grzybow. Mozliwe jest to dzigki wykorzystaniu fancuchowej reakcji
polimerazy (PCR), ktéra zastosowano w pracy dla przebadania 17
izolatow Fusarium poae, wyizolowanych z ziarna pszenicy ozime;j
uprawianej w systemie konwencjonalnym, ekologicznym, integrowanym
i monokulturze. W do$wiadczeniach podjeto rowniez probg okreslenia
zalezno$ci migdzy patogeniczno$cia badanych izolatow F. poae a ich
ewentualng zmiennoécig genetyczng. W tym celu na polu oceniono stopien
porazenia klosow przez Fusarium ssp., a po zbiorach okreslono zasiedlenie
ziarna przez patogen testem bibulowym (metoda Limonarda) i poprzez
izolacjg¢ na pozywce PDA. Patogeniczno$¢ uzyskanych izolatow okreslano
w tescie infekcyjnym, w warunkach do§wiadczenia wazonowego. Badania
nad zmienno$cig genetyczng przeprowadzono metoda RAPD-PCR,
z wykorzystaniem zestawéw 10-merowych primeréw firmy OPERON

(USA).

Promotor: prof. dr hab. Czeslaw Sadowski
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Potencjal regeneracyjny i efektywnos¢ transformacji tytoniu
w zaleznosci od zastosowanych regulatoréw wzrostu

Lukasz KLOSKA

Katedra Fizjologii Roslin
Wydziat Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Bernardyfiska 6, 85-029 Bydgoszcz

Transformacjg¢ tytoniu przeprowadza si¢ najczg$ciej na podstawie
procedury, zgodnie z ktora pozywka regeneracyjna zawiera kwas
B-naftalenooctowy (NAA), benzyloaminopuryng (BAP) oraz witaminy
B5 Gamborga. W badaniach podjgto probg optymalizacji warun-
kow regeneraciji 1 transformacji tytoniu poprzez modyfikacjg tej meto-
dy. Zastapiono NAA i witaminy Gamborga B5, wchodzace w sklad
pozywki regeneracyjnej, indolilo-3-acetonitrylem (IAN) lub kwasem
indolilo-3-octowym (1A A) oraz witaminami Nitscha, wydluzono rowniez
czas kokultury eksplantatow z Agrobacterium tumefaciens. Porownano
wplyw zastosowanych wariantow pozywek na zdolnosé do regeneraciji
pedow z eksplantatow nietransformowanych i transformowanych oraz
cechy morfologiczne regenerantoéw. Efektywnos$¢ transformacji oceniano
poprzez detekcj¢ biatka zielonej fluorescencji oraz aktywnos$¢
-glukuronidazy. Eksplantaty kontrolne (nietransformowane) inkubowane
na pozywce MS zawierajacej IAN oraz witaminy Nitscha wykazaly
najwigkszy potencjal regeneracyjny (93%). Proces transformacji
nieznacznie ograniczyl zdolnos¢ do regeneracii pedow (70%), przy czym
réwniez i w tym przypadku najlepsza pozywka regeneracyjng okazala
si¢ pozywka MS zawierajaca IAN i witaminy Nitscha. Modyfikacja
pozywki wplyngla réwniez na poprawg wigoru regenerantow
i zwigkszenie powierzchni lici. Ekspresjg genu gfp oraz gus stwierdzono
u 40-70% transformant6w.

Promotor: dr hab. Lucyna Drozdowska, prof. nadzw. ATR









Wydajnos¢ biotechnologiczna owocéw soft - flesh
migdzygatunkowych mieszancéw
Capsicum frutescens L. i Capsicum annuum L.

DoRrROTA PRZYBOROWSKA

Katedra Genetyki i Hodowli Roslin
Wydzial Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Bernardynska 6, 85-029 Bydgoszcz

Jedna z oryginalnych cech uzytkowych owocow spotykanych u Capsi-
cum frutescens L. jest migkki miazsz dojrzatych fizjologicznie owocow.
Cecha ta opisana na liscie genow Capsicum spp. jako soft -flesh stanowi
istotny element zmienno$ci genetycznej mogacej mie¢ znaczenie
praktyczne. Kojarzenie dzikich form C. frutescens L. z wysokowydajng
forma uprawng C. annuum L. pozwolilo na uzyskanie materialow
mieszancowych. Wybrane genotypy pokolenia F, tych mieszancow byly
oceniane pod wzgledem przydatno$ci do wytwarzania z nich przecieréw
i past paprykowych. Badano wydajno$¢ biotechnologiczng rozumiang
jako udzial miazszu w masie technologicznej owocow. Ta ostatnia dotyczy
owocow przygotowanych do mechanicznego oddzielenia migzszu od czgéci
niejadalnych, to jest pozbawionych szyputki i dzialek kielicha. Analizowano
takze zawarto$¢ cukrow ogolnych, redukujacych, sacharozy oraz suche;j
masy. Oceniane genotypy cechowaly si¢ nizszg zawarto$cig cukrow
ogblnych w poréwnaniu z formami uprawnymi C. anmasn L. Udziat
suchej masy byt wysoki i zawieral si¢ w przedziale 10-14%. Dwa sposrod
pigciu wybranych genotypéw mieszancowych odznaczaly si¢ wysoka
wydajnoscig biotechnologiczna, a udzial miazszu w masie technologicznej
wahal si¢ w granicach 73-77,4%.

Promotor: prof. dr hab. Pawel Nowaczyk



Przydatnos$é biotechnologiczna owocéw typu soft - flesh
mieszancéw miedzygatunkowych
Capsicum frutescens L. z Capsicum annuum L.

JOANNA SIWICKA

Katedra Genetyki 1 Hodowli Roslin
Wyadzial Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Bernardynska 6, 85-029 Bydgoszcz

Skutecznym sposobem zwigkszenia zmiennosci genetycznej w obrebie
rodzaju Capsicum jest tworzenie mieszancoéw miedzygatunkowych.
W przeprowadzonych badaniach wykorzystano pokolenie F, mieszaficow
Capsicum frutescens L. z Capsicum annuum L. Zasadniczym celem
tworzenia tych form mieszancowych byla proba wiaczenia do genomu
dobrze plonujacej formy C. annuum L. cechy soft - flesh (migkki migzsz
owocu), warunkowanej przez dominujgcy gen S, wlasciwy dla C.
Jfrutescens L. Mieszance oceniono pod wzgl¢edem wydajnosci
biotechnologicznej owocow, zawarto$ci suchej masy, cukrow,
kapsaicynoidow i innych cech istotnych w przetworstwie. Wydajnosé
biotechnologiczna owoc6ow ksztaltowata si¢ na poziomie od 55% u form
stodkich do 60% u ostrych. Zawarto$§¢ cukrow u obydwu genotypow
byla niska i nie przekroczyla 1% $wiezej masy. Sucha masa u form
stodkich wynosita 13,6%, a u papryki ostrej ponad 15%. Uzyskany
w wyniku krzyzowania material moze by¢ przydatny w wielu dziedzinach
—od przemyshu przetworczego az po farmaceutyczny. Dzigki migkkiemu
migzszowi mozna otrzymac przecier paprykowy bez koniecznosci
wstepnej obrobki cieplnej owocoéw, co wplywa na skrécenie czasu
1 zmniejszenie kosztow produkciji, a takze sprzyja zachowaniu wielu
cennych, czynnych biologicznie sktadnikow. W zaleznosci od “ostroéci”
przecier paprykowy moze by¢ wykorzystany w przemysle spozywczym
jako baza do sosoéw lub przyprawa. W przemysle farmaceutycznym
wykorzystywana jest zawarta w owocach papryki kapsaicyna, bedaca
sktadnikiem wielu masci rozgrzewajacych i przeciwreumatycznych.
Substancja ta posiada rowniez wlasciwosci uplynniajace i stymulujace
krazenie krwi.

Promotor: prof. dr hab. Pawel Nowaczyk
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Identyfikacja i charakterystyka biochemiczna bakterii
kwasu mlekowego zdolnych do inhibicji patogenéw w osadach
posciekowych poddanych procesom biotechnologicznym

KRyYSTYNA GOSZCZYNSKA, MAGDALENA FALKOWSKA

Katedra Mikrobiologii
Wydziat Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Bernardyniska 6, 85-029 Bydgoszcz

Bakterie mlekowe ze wzgledu na swoje wlasciwosci enzymatyczne
1 antagonistyczne przyczyniaja si¢ do degradacji substancji organicznej
i hamujg rozwdj innych mikroorganizmow. Gloéwnymi czynnikami
odpowiedzialnymi za te wlasciwosci sa bakteriocyny i kwas mlekowy.
Znana jest ich skuteczno$¢ w ograniczaniu rozwoju takich patogenow,
jak: Salmonella, Listeria, Escherichia coli, Bacillus cereus i innych
wystgpujacych w zywnosci. W badaniach podjegto probe odpowiedzi na
pytanie, czy bakterie mlekowe moga si¢ przyczyni¢ do eliminacji
patogenow w kompostowanych osadach posciekowych. Badaniami objgto
30 izolatow bakterii mlekowych pochodzacych z réznych srodowisk
(kompostowane materialy zielone, preparat EM “Greenland” oraz Lac-
tobacillus brevis i L. plantarum £OCK), a takze szczepy patogenéw,
m.in.: Salmonella typhi, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Streptococcus faecium. Bakterie mlekowe zaszczepiano punktowo
i inkubowano w warunkach beztlenowych, a nastepnie pokrywano
warstwa uplynnionej pozywki z testowanym patogenem, po czym
odczytywano strefy zahamowania wzrostu patogenow (test na
bakteriocyny). W warunkach tlenowych testowano wptyw kwasu
mlekowego na przezywalno$¢ patogenow. Zbadano réwniez wplyw
temperatury, pH i metali ci¢zkich na przebieg tego procesu. W przypadku
pateczek Lactobacillus brevis i L. plantarum wyizolowano
1zmiareczkowano bakteriocyny. Spo$rod testowanych bakterii miekowych
najsilniejszymi antagonistami sa Lactobacillus brevis i L. plantarum,
a takze po kilka izolatow z pozostatej puli. Na ograniczenie ich aktywnosci
w najwigkszym stopniu wplywaja metale cigzkie. Miano bakteriocyn obu
badanych szczep6w wynosi 1/8.

Promotor: dr Anna Ligocka



Ocena mikrobiologiczna powietrza atmosferycznego w
obiektach uzdatniajgcych odpady komunalne do celow
rolniczych

KAROLINA GRONTKOWSKA, MALGORZATA KACZOROWSKA

Katedra Mikrobiologii
Wydzial Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Bernardynska 6, 85-029 Bydgoszcz

Skfadowiska odpadoéw komunalnych stanowia jedno z najwigkszych
potencjalnych zagrozen dla zdrowia czlowieka. Odpady komunalne sa
siedliskiem réznych mikroorganizméw emitowanych do powietrza
atmosferycznego, gdzie wystgpuja w postaci tzw. bioaerozoli. Obecnie
sktadowiska odpad6w znajduja si¢ w coraz blizszym sgsiedztwie terenéw
przeznaczonych pod budownictwo mieszkaniowe, co niejednokrotnie
wplywa na pogorszenie warunkoéw higieniczno-sanitarnych zycia
mieszkancow. Dlatego konieczny jest staly monitoring i ocena skazenia
mikrobiologicznego powietrza w otoczeniu wszystkich sktadowisk
odpadéw. Celem pracy bylo okreSlenie stopnia zanieczyszczenia
mikrobiologicznego powietrza atmosferycznego na terenie i wokot
skladowiska odpadéw komunalnych w Inowroctawiu. Prébki powietrza
atmosferycznego pobierano metodg zderzeniowa, zgodnie z normami PN-
89 Z-04111/02 i PN-89 Z-04111/03 za pomoca mikrobiologicznego
probnika powietrza typu MAS-100 Eco™ produkcji firmy MERCK od
marca do listopada 2003 roku w odstepach miesigcznych. Dalsze analizy
obejmowaly izolacj¢ 1 identyfikacjg mikroorganizmow, okreslenie populacii
grzybow, promieniowcow 1 bakterii z rodzaju Staphylococcus, Salmo-
nella, Streptococcus, Escherichia. Uzyskane wyniki pozwolity ustali¢
poziom przekroczenia norm przez badane drobnoustroje oraz oceni¢
stopien zagrozenia dla zdrowia 1 Zycia ludzi, zamieszkujacych teren
w otoczeniu wysypiska odpadow komunalnych.

Promotor: dr hab. Zbigniew Paluszak, prof. nadzw. ATR



Wplyw nawozZenia mineralnego, organicznego
oraz Srodkéw ochrony roflin
na aktywno$¢ polifenylooksydazy w bulwach ziemniakow

AGNIESZKA BiLSKA

Katedra Przechowalnictwa i Przetworstwa Produktow Roslinnych
Wydziat Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Ks. A. Kordeckiego 20, 85-225 Bydgoszcz

Tendencje oraz stopien ciemnienia miazszu bulw ziemniakow sa jedna
z najwazniejszych cech wplywajacych na jako$§¢ konsumpcyjna
i przetworczg tego surowca. Ciemnienie migzszu surowych bulw
ziemniakow jest rezultatem utleniania zwigzkow fenolowych. Za
przemiany te odpowiada enzym polifenylooksydaza (zwana takze
tyrozynaza). Celem pracy bylo okreslenie, czy i w jakim stopniu na
aktywnos$¢ polifenylooksydazy wplywaja zréznicowane formy i dawki
nawozow oraz czas przechowywania. Badania przeprowadzono na
materiale pobranym z czterech do$wiadczen polowych: azotowo-
-magnezowego, potasowego, do§wiadczenia z zastosowaniem nawozenia
organicznego w postaci agroplasmy oraz do$wiadczenia z uzyciem
srodkow ochrony roslin. Ciemnienie enzymatyczne oceniano metoda
wizualng (wedtug odwroconej 9° skali dunskiej) i metodg homogenizacyjna
po zbiorach, po 3 1 6 miesigcach przechowywania.

Promotor: prof. dr hab. llona Rogozinska
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Wplyw barwy $wiatla na wzrost i ukorzenianie mikrosadzonek
pomidora (Lycopersicon esculentum Mill.) w kulturach in vitro

MaGDALENA CzAJA

Katedra Roslin Ozdobnych 1 Warzywnych
Wydzial Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Bernardyniska 6, 85-029 Bydgoszcz

W do$wiadczeniu badano wplyw $wiatla dzicnnego, zoltego, ziclonego,
niebieskiego i czerwonego na wzrost 1 ukorzenianie pomidora odmiany
‘Zorza’ w warunkach in vitro po 3 i 4 tygodniach regeneracji.
Jednowegzlowe fragmenty pedu wylozono na pozywkg¢ MS nie
zawicrajaca regulatorow wzrostu. Doswiadcezenie wykonano w pieciu
powtorzeniach. Oceniano dlugos¢ pedu i korzeni, dlugosé i liczbe lisci,
wspotczynnik namnozenia, $rednig dlugos¢ migdzywezli, a takze $wieza
masg calych sadzonek, todyg, lisci 1 korzeni. Ro$liny regenerowane
w Swietle czerwonym 1 ziclonym charakteryzowaly si¢ najszybszym
wzrostem, najlepszym wspolczynnikiem namnozenia, najwigksza masa
catkowita sadzonki oraz masa todygi. Swiatto czerwone w przeciwienstwie
do $wiatla zieloncgo spowodowalo silne wydluzenic korzeni oraz
migdzywezli, ale wplynelo niekorzystnie na cechy lisci. Mialy onc
najmniejszq mas¢ oraz niewiclki byl ich udzial w masic calej sadzonki.
Ros$liny regenerowane w §wietle dziennym 1 niebieskim byly najnizsze,
o najmnicjszej masie fodygi i najmniejszym wspolczynniku namnozenia,
najkrotszych korzeniach i skroconych migdzywezlach. Swiatto nicbieskic
wplynelto najkorzystnicj na wszystkic cechy lisei. Swiatlo dziennc natomiast
nickorzystnic oddziatywalo na masg catych sadzonek i lisci. Swiatto zotte
pozwolito uzyska¢ mikrosadzonki o $rednicj intensywno$ci wzrostu,
najwickszym wspotczynniku namnozenia 1 masie todygi. Niestety roliny
te charakteryzowaly si¢ najkrotszymi lis¢mi, najmnicjsza masa 1 liczba
lisci oraz najmniejszym ich udzialem w masie calej rosliny. Ogolnie na
wzrost i rozwoj mikrosadzonek pomidora odmiany ‘Zorza’ najkorzystnicj
wplynclo $wiatlo czerwone i zielone, natomiast rosliny najgorszcj jakosci
uzyskano przy zastosowaniu swiatla zoltego.

Promotor: dr inz. Beata Glowacka



Separacja chimer chryzantemy wielkokwiatowej
(Dendranthema grandiflora Tzvelev) w kulturach in vitro

WojcieEcH MODRZEJEWSKI

Katedra Roslin Ozdobnych i Warzywnych
Wydziat Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza

ul. Bernardynska 6, 85-029 Bydgoszcz

Mutageneza indukowana jest atrakcyjng i cenng metodg hodowli roélin
ozdobnych ze wzgl¢du na stosunkowo niskie naklady finansowe
w porownaniu z technikami molekularnymi oraz szybko obserwowane
efekty. Mutacjom spontanicznym, jak i indukowanym czesto towarzyszy
powstawanie chimer. Celem badan bylo dokonanie separacji chimer
u mutantow chryzantemy wielkokwiatowej. Do badan wybrano dwie
odmiany z grupy Lady — ‘Lady Salmon’ i ‘Lady White’, uzyskane
w wyniku dzialania promieniowaniem odpowiednio X 1 y (15 Gy) na
eksplantaty liSciowe odmiany ‘Richmond’. Regeneracj¢ in vitro
przeprowadzono dwoma metodami: z eksplantatow liSciowych poprzez
pedy przybyszowe (pozywka MS uzupelniona o 0,6 mg-dm™ BAP oraz
2,0 mg-dm™ IAA) oraz z eksplantatow wierzchotkowych (MS uzupetniona
0 0,3 mg-dm? BAP i 1,0 mg-dm? IAA). Uzyskane mikrosadzonki
wysadzono w warunkach in vivo 1 doprowadzono do kwitnienia.
Wszystkie kwiatostany ‘Lady Salmon’ zregenerowane z pgdow
przybyszowych mialy barwe nietypowg dla odmiany. Wskazuje to na jej
niestabilnos¢ genetyczng 1 pozwala przypuszczad, iz jest chimerg badz
ulegla zmienno$ci somaklonalnej. Kwiatostany odmiany ‘Lady White’
nie ulegly zmianie w wyniku mikrorozmnazania, co sugeruje, Ze jest ona
stabilna genetycznie. Wyniki do§wiadczen wskazujg na konieczno$é
jednoznacznego ich potwierdzenia szczegélowymi badaniami
genetycznymi. Rozmnazanie metodg pedow przybyszowych moze by¢
uzyteczne w hodowli chryzantem jako bogate zrodlo zmiennosci.

Promotor: prof. dr hab. Malgorzata Zalewska
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Wplyw jakoSci §wiatla na aklimatyzacj¢ in vivo namnazanych
in vitro mikrosadzonek pomidora (Lycopersicon esculentum
Mill.)

IwoNA SOBKIEWICZ

Katedra Ro$lin Ozdobnych i Warzywnych
Wydziat Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Bernardynska 6, 85-029 Bydgoszcz

Jednowgzlowe fragmenty pgdéw pomidora szklarniowej odmiany
‘Cunero F,” poddano wplywowi sztucznego $wiatla przez okres czterech
tygodni. Zrodtem zastosowanego w do$wiadczeniu o$wietlenia byty lampy
jarzeniowe typu TLD Philips, emitujace $wiatlo dzienne oraz czerwone,
z6tte, zielone i niebieskie. Eksplantaty namnazano na pozywce MS bez
regulator6w wzrostu. Obserwacjom poddano najwazniejsze cechy
morfologiczne mikrosadzonek oraz zbadano nastgpczy wptyw réznych
barw $wiatla na dalszy wzrost i rozwdj ro$lin przeniesionych do warunkow
in vivo. W do$wiadczeniu okreslano wysoko$€ roélin od poziomu gérnego
brzegu doniczki do paka wierzchotkowego oraz obliczano tygodniowy
przyrost wysokosci. Obserwowano pojawianie si¢ nowych lisci i pagkow
kwiatowych. Odnotowano rowniez liczbg roslin, ktére obumarly w trakcie
do$wiadczenia. Sadzonki namnazane w $wietle dziennym charakteryzowaty
si¢ silnym wzrostem i najlepsza kondycja sposrod pozostatych badanych
roélin, natomiast uzyskane w $wietle o barwie niebieskiej byly niskie
i krepe, o krotkich miedzywezlach. Mialy one grubg i silng fodyge z duza
liczba lisci o ciemnozielonym zabarwieniu. Stwierdzono korzystny wptyw
$wiatla zielonego na przyspieszenie rozwoju generatywnego roslin,
niemniej sadzonki te byly zbyt wybujale, co czynilo cala rodling bardziej
podatng na uszkodzenia mechaniczne. Swiatlo czerwone i zolte bylo
zdecydowanie niekorzystne ze wzglgdu na gorsza kondycjg
aklimatyzowanych ro§lin i ich zamieranie. Uzyskane wyniki badan
pozwalajg traktowac $wiatlo o okre$lonej barwie jako jeden z glownych
czynnikoy zewngtrznych, ktory moze byc¢ wykorzystywany do
skutecznego zwiekszenia zdolno$ci adaptacyjnych mikrosadzonek do
nieoptymalnych warunkéw in vivo.

Promotor: dr inz. Beata Glowacka



Segregacja chimer chryzantemy wielkokwiatowej
(Dendranthema grandiflora Tzvelev)
odmiany ‘Lady Amber’ i ‘Lady Rosy’ w kulturach in vitro

FiLip Ry$

Pracownia Biotechnologii
Katedra Roslin Ozdobnych i Warzywnych
Wydziat Rolniczy, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Bernardynska 6, 85-029 Bydgoszcz

Chimery w hodowli roélin moga by¢ potencjalnym zrédlem zmiennosci
ustalonych odmian, natomiast w laboratoryjnej produkcji mikrosadzonek,
przy zastosowaniu nieodpowiedniej metody mikrorozmnazania, moga
doprowadzi¢ do ujawnienia si¢ tej zmiennosci i powstania strat
finansowych firmy. Materiatem badawczym byly dwie odmiany
chryzantemy wielkokwiatowej (Dendranthema grandiflora Tzvelev):
‘Lady Amber’ oraz ‘Lady Rosy’, uzyskane na drodze mutagenezy
indukowanej promieniowaniem X i Yz odmiany wyjsciowej ‘Richmond’.
Celem pracy bylo sprawdzenie, czy badane odmiany sa jednorodne
genetycznie. Eksplantaty liSciowe wylozono na pozywkg MS wzbogacong
2,0 mg-dm™ TAA oraz 0,6 mg-dm™ BAP w celu regeneracji pgdow
przybyszowych. Kontrolg stanowily wierzchotki wzrostu pedow
pochodzacych z tych samych roslin. Uzyskane pgdy przybyszowe
i mikrosadzonki ukorzeniono na pozywce zawierajacej 2,0 mg-dm3 IAA,
nastgpnie aklimatyzowano w szklari i doprowadzono do kwitnienia.
W pelni kwitnienia oceniano barwg kwiatow w stosunku do rosliny
kontrolnej; réznica zabarwienia $wiadczyla o niestabilnosci genetycznej
odmian. U odmiany ‘Lady Rosy’ stwierdzono rozszczepienie barw na
kremowor6zowsa (typowa dla odmiany) i biala, co wskazuje na jej
heterohistonowa strukturg, natomiast u odmiany ‘Lady Amber’
niestabilno$ci nie stwierdzono.

Promotor: dr Justyna Lema-Ruminska



Wykorzystanie metody PCR do amplifikacji
specyficznych sekwencji DNA i oznaczania plci ptakow

JoaNNA ADACH

Katedra Biotechnologii Zwierzat
Wydzial Zootechniczny, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

U ptakow, przeciwnie niz u ssakow, pte¢ meska jest homogametyczna,
warunkowana przez dwa takie same chromosomy ZZ, natomiast ptec
zenska jest heterogametyczna, warunkowana przez dwa rozne
chromosomy ZW. Determinacja plci zalezy wigc od tego, ktora z komorek
jajowych, zawierajaca chromosom W czy chromosom Z, zostanie
zaptodniona plemnikiem, zawsze bgdacym nosicielem chromosomu Z.
Dlatego tez regulacja ptci w wyniku manipulacji plemnikami jest u ptakow
niemozliwa. Istnieje kilka metod oznaczania plci ptakow: na podstawie
réznic w budowie narzadéw rozrodczych, znajomos$ci mechanizmu
dziedziczenia cech morfologicznych, uwarunkowanych obecnoscia genow
sprzgzonych z plcia, metodami cytogenetycznymi oraz molekularnymi,
opartymi na analizie unikalnych sekwencji DNA. Celem pracy byla izolacja
DNA z komorek blastodermalnych i ptynu owodniowego 24-godzinnych
i 5,5-dniowych zarodkéw oraz okre§lenie warunkéw reakeji PCR do
oznaczenia ich plci. W doswiadczeniu opracowano postgpowanie
umozliwiajgce oznaczanie pici 24-godzinnych zarodkéw, dawcow BC na
podstawie amplifikacji metoda PCR z wykorzystaniem charakterystycznej
dla chromosomu W powtarzalnej sekwencji Xhol. Zastosowana metoda
multiplex PCR pozwolita na jednoznaczng identyfikacjg samic (amplifikacja
dwoch fragmentow DNA, o dlugosci 415 1256 pz) i samcow (amplifikacja
jednego fragmentu o dlugosci 256 pz).

Promotor: prof. dr hab. Marek Bednarczyk
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Poréwnanie rozwoju zarodka Kkury in vitro i in vivo
ALEKSANDRA Bock

Katedra Biotechnologii Zwierzat
Wydziat Zootechniczny, Akademia Techniczno-Rolnicza

ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

Od niedawna znane sg dlugotrwate metody hodowli zarodkéw ptakow
in vitro. Jedna z nich jest metoda hodowli zarodkéw kurzych in vitro
w plastikowych, przezroczystych kontenerach firmy Veterinary Concepts
INC, zaadaptowana pozniej takze do hodowli zarodkéw innych gatunkow
drobiu: kaczek i ggsi. System umozliwia obserwacjg¢ rozwijajacych si¢
zarodkéw w sposob ciagly. Jest to wazne, poniewaz ocena skuteczno$ci
systemow hodowli zarodkéw in vitro opiera si¢ nie tylko na rejestracji
przezywalnosci, ale takze na poréwnaniu ich rozwoju. Celem pracy byto
poréwnanie rozwoju zarodka kury in vitro i in vivo, na podstawie
obserwacji cech morfologicznych, pomiar6w masy ciala i systemu naczyn
krwiono$nych. W badaniach wykorzystano komputerowy system analizy
obrazu MultiScan, umozliwiajacy obiektywng oceng rozwoju. Niezaleznie
od sposobu inkubacji zarodkéw — in vitro i in vivo — ich masa byla
zblizona i w 5 dobie lggu wyniosta odpowiednio: od 0,15 do 0,37 g oraz od
0,23 do 0,26 g. Zarodki inkubowane w plastikowych kontenerach
charakteryzowala wigksza zmienno$¢ badanej cechy. W do$wiadczeniu
okreslono réwniez krzywa zamieralnosci zarodkow w zalezno$ci od
zastosowanego systemu hodowli in vitro.

Promotor: prof. dr hab. Marek Bednarczyk
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Wplyw wybranych ezynnikéw na przezywalnos¢
komorek blastodermalnych in vitro

ANNA GABRYCH

Katedra Biotechnologii Zwierzat
Wydziat Zootechniczny, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

Komérki blastodermalne (BC), izolowane z tarczki zarodkowej po
zniesieniu jaja, zachowuja swoéj potencjal i po iniekcji do
24-godzinnego zarodka biorcy podlegaja dalszemu rozwojowi.
Udowodniono, ze inieckowane BC dawcow ulegaja wbudowaniu
i zroznicowaniu w tkankach somatycznych zarodkéw biorcow:
melanocytach, erytrocytach, gruczole skorupowym itd., natomiast czgs¢
z nich podlega migracji do gonad biorcy, gdzie zachowuja mozliwosc
roéznicowania 1 produkcji funkcjonalnych gamet. Z tego wzglgdu BC
wykorzystywane sg do tworzenia ptakéw transgenicznych lub
rekonstrukcji bioro6znorodnosci ptakow. Celem badan byla ocena wptywu
wybranych czynnikow: czasu hodowli, mrozenia i rozmrazania oraz
pochodzenia i lipofekcji na przezywalnos¢ BC in vitro. Oceng
przezywalnosci komoérek dokonywano pod mikroskopem $wietlnym, przy
uzyciu jako barwnika bigkitu trypanu, obliczano takze procent komorek
zywych. Uzyskano wysoka przezywalno$¢ BC, ktora wyniosta od 99 do
74%, w zaleznosci od doby inkubacji (1-11). Nie stwierdzono wptywu
pochodzenia komorek (kurze, kacze, ggsie 1 przepiorcze) na ich jakosc
po mrozeniv/rozmrozeniu. Uzyty krioprotektant (DMF lub DMSO) nie
mial wplywu na przezywalno$¢ BC. Wyjatek stanowily BC gesie, w tym
przypadku statystycznie lepsze wyniki (P < 0,01) uzyskano stosujac
DMSO niz DMF, odpowiednio 58,5 i 39%. Przezywalno§¢ poddanych
lipofekcji (Lipofecta CE™ ClonTech) kurzych BC wyniosta 70% i byta
nizsza niz komorek nietrasfekowanych.

Promotor: prof. dr hab. Marek Bednarczyk
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Wykorzystanie metody RAPD-PCR
do charakterystyki wybranych populacji gesi

ANNA MACIUSZONEK

Katedra Biotechnologii Zwierzat
Wydziat Zootechniczny, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

Dotychczasowa wiedza dotyczaca budowy i organizacji genomu gesi
jest znikoma. Totez celem pracy byla charakterystyka molekularna
wybranych populacji gesi, utrzymywanych w ramach krajowej rezerwy
genetycznej drobiu, na podstawie polimorfizmu RAPD-PCR. Metoda
RAPD-PCR (Randomly Amplified Polymorphic DNA) losowej
amplifikacji polimorficznego DNA oparta jest na technice PCR (Poly-
merase Chain Reaction). DNA izolowano z erytrocytow krwi losowo
wybranych gasiorow rasy lubelskiej, kieleckiej, kartuskiej i podkarpackiej
(po 10 szt.). W reakcji uzyto siedem 10-nukleotydowych starteréw
(Advanced Biotechnologies LTD). Produkty amplifikacji rozdzielano na
2% zelu agarozowym. Wykonano dokumentacjg fotograficzna, ktorg
analizowano za pomoca programu GelScan, uzyskujac graficzny obraz
prazkow DNA. Roznice lub podobienstwa miedzy poszczegolnymi rasami
gesi oceniano na podstawie rozktadu charakterystycznych prazkow DNA,
postugujac si¢ formuly opracowang przez Jeffreya i innych. Lacznie
z siedmioma starterami uzyskano 102 prazki, ich liczba wahala sie
w zaleznosci od uzytego startera i badanej rasy gesi. Srednio uzyskano
3,6 prazka w trakcie jednej reakcji oraz od 5 do 19 dla kazdego ze
starterow. Srednie podobienstwo genetyczne migdzy poszczegdlnymi
rasami ggsi, szacowane na podstawie wynikow uzyskanych ze wszystkimi
starterami, miescilo si¢ w przedziale od 0,37 (gesi kartuskie vs. gesi
lubelskie) do 0,89 (gest kieleckie vs. gesi lubelskie). Grupy genetyczne
gesi lubelskich i kartuskich charakteryzowalo $rednio najmniejsze
podobienstwo w stosunku do pozostatych grup (odpowiednio 0,59 i 0,60).

Promotor: prof. dr hab. Marek Bednarczyk



Wykorzystanie metody RAPD-PCR
do charakterystyki wybranych populacji kaczek

EwA WISNIEWSKA

Katedra Biotechnologii Zwierzat
Wydziat Zootechniczny, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

Réznorodne rasy drobiu, mimo czgsto gorszej uzytkowosci, charakteryzujg
si¢ korzystnymi dla hodowli cechami, np.: odpornoscig na choroby,
zdolnos$cia do adaptacji w miejscowych, czgsto ekstremalnych warunkach
srodowiska. Stanowig ponadto $wiadectwo kultury hodowlanej wielu
pokolen. Jednym z warunkéw zachowania unikalnych populacji zwierzat
jest ich dokladna charakterystyka, w tym molekularna, pozwalajaca na
ich zréznicowanie. Totez celem pracy byto okreslenie genetycznego
zréznicowania lub podobiefistwa wybranych grup kaczek, nalezacych do
rezerwy genetycznej. Badaniami objgto nastg¢pujace grupy ptakow ze
stad zachowawczych: pekin pochodzenia dunskiego (P8) i pochodzenia
francuskiego (P9) oraz kaczki pochodzenia angielskiego (Al) i (A3),
utrzymywane w Zakladzie Hodowli Drobiu Wodnego w Dworzyskach
koto Poznania. Do badan wybrano losowo po 10 dorostych kaczorow
z kazdego stada. Matryc¢ w reakcji PCR stanowito DNA izolowane
z krwi obwodowej ptakow. Roznice lub podobienstwa migdzy
poszczegOinymi grupami genetycznymi kaczek oceniano na podstawie
rozkladu charakterystycznych prazkow DNA, postugujac si¢ formulg
opracowang przez Jeffreya 1 innych. Badane populacje kaczek nie byly
dotad przedmiotem do$wiadczen umozliwiajacych okreslenie ich
réznorodno$ci na poziomie molekularnym. Uzyskane wyniki wskazuja
na brak wigkszego zréznicowania migdzy badanymi grupami, chociaz
pozwolily na wyodrgbnienie dla kazdej z nich charakterystycznych
fragmentéw DNA. Srednie podobienistwo genetyczne miedzy grupami
kaczek, wyliczone na podstawie polimorfizmu RAPD-PCR, zawierato
si¢ w zakresie od 0,62 do 0,75.

Promotor: prof. dr hab. Marek Bednarczyk
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Wystgpowanie polimorfizmu rejonéw jaderkotworczych
u Swin w 8. parze chromosoméw

KARINA BARTCZAK

Katedra Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat
Wydzial Zootechniczny, Akademia Techniczno-Rolnicza

ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

Swinia domowa (Sus scrofa domestica) jest gatunkiem, ktéry wzbudza
zainteresowanie cytogenetykow. Charakteryzuje si¢ stosunkowo mata
liczba chromosomow, jej kariotyp zawiera 2n = 38. Celem do$wiadczenia
bylo opracowanie kariotypéw i1 obserwacja polimorfizmu obszaréw
jaderkotworczych w 8 parze chromosoméw u 3 ras $win: Pietrain,
Zlotnicka pstra i Polska biata zwistoucha. Badaniami objgto grupe $win
pochodzacych z do$wiadczenia zywieniowego. Od kazdego osobnika
pobrano krew obwodowa, z ktorej zatozono hodowlg tkankowa wedhug
ogolnie przyjetych zasad. Nastgpnie przerwano podziaty limfocytow w
stadium metafazy mitotycznej i wykonano preparaty mikroskopowe. Do
analizy kariotypoéw preparaty wybarwiono roztworem Giemsy. Regiony
Jaderkotworcze NOR uzyskano stosujgc azotan srebra. Obserwacje plytek
metafazowych prowadzono pod mikroskopem $wietlnym przy
powigkszeniu 1250X. Obraz przenoszono do komputera i poddawano
analizie w programie MultiScan-Karyotype. Wyniki przedstawiono
w postaci kariogramoéw, tabel zawierajacych pomiary obszarow
Jaderkotworczych i zdjec ptytek metafazowych. Badane osobniki, samce
1 samice, roznity si¢ migdzy sobg liczbg i wielkoscig regionow NOR.
Obszary jaderkotwércze zaklasyfikowano do pigciu kategorii wielkosci.
Wsréd przebadanych zwierzat 27% posiadato Ag-NOR nalezacy do ITT
kategorii wielko$ci (0,101-0,150 pm?), 23% do IV kategorii (0,151-0,200
pm?), a 12% osobnikéw posiadato rejon NOR nalezacy do V kategorii
wielkosci (0,201-0,250 pim?). Obszaroéw jaderkotworczych w obrebie 8.
pary chromosomoéw nie posiadato 43% zwierzat.

Promotor: dr inz. Maria Bogdzinska



Wystepowanie polimorfizmu rejonéw jaderkotworeych
u $win w 10. parze chromosomow

JUSTYNA DOBRZANSKA

Katedra Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat
Wydzial Zootechniczny, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

Rejony jaderkotworcze (NOR) 10. pary chromosomoéw u §win traktowane
sa jako markery genetyczne ze wzglgdu na wystgpowanie polimorfizmu
wielkos$ci i liczby tych obszaréw. Markery tego typu moga by¢
wykorzystywane do analizy sprzg¢zen i mapowania gen6w warunkujacych
cechy uzyteczne gospodarczo. Rejony jaderkotworcze sg rowniez
stosowane w mapowaniu gendéw $win oraz przy okreslaniu ras tych
zwierzat. Celem do$wiadczenia byla obserwacja polimorfizmu NOR
w obrgbie 10. pary chromosoméw u $win. W badaniach wykorzystano
osobniki trzech ras §win: Zlotnicka pstra, Pietrain i Polska biata zwistoucha.
Od zwierzat pobrano krew obwodowa, z ktorej zatozono hodowle
tkankowa na trzech podtozach: Parkera, Eagle’a i RPMI. W wyniku
hodowli otrzymano kulturg limfocytéw; podzialy tych komorek przerwano
w stadium metafazy mitotycznej przez uzycie kolchicyny. Stosujac metodg
wysrebrzania przygotowano preparaty mikroskopowe. Obserwacjg plytek
metafazowych prowadzono pod mikroskopem $wietlnym. Obraz
przenoszono do komputera 1 z zastosowaniem programu MultiScan-
Kariotype okreslano liczbg oraz wielkos¢ Ag-NOR. Wyniki przedstawiono
w postaci kariogramow, tabel i zdjgé plytek metafazowych. W badane;j
grupie zwierzat zaobserwowano wyrazny polimorfizm wielkosci
i liczby rejonéw jaderkotworczych w 10. parze chromosoméw. Wielko$¢
obszarow Ag-NOR u samcoéw miescila si¢ w granicach od 0,037 do
0,366 U, a u samic od 0,064 do 0,341 um?. Najczesciej wystgpowata
druga kategoria wielkosci Ag-NOR.

Promotor: dr inz. Maria Bogdzinska
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Poszukiwanie réznic rasowych
na podstawie analizy chromosoméw plciowych $win

MALGORZATA DROZNIEWSKA

Katedra Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat
Wydziat Zootechniczny, Akademia Techniczno-Rolnicza
ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

Intensywny rozw¢j badan cytogenetycznych w ciggu ostatnich 35 lat
zaowocowal diagnoza licznych przypadkéw anomalii chromosomowych
u waznych ekonomicznie gatunkéw zwierzat gospodarskich. Wyniki badan
wykazaly istotny i niekorzystny wplyw nosicielstwa nieprawidtowosci
kariotypu przede wszystkim na ptodno$¢ oraz rozw6j zwierzat. Badaniami
objeto po pig¢ samcOw i samic trzech ras trzody chlewnej: Pietrain,
Ziotnicka pstra oraz Polska biala zwistoucha. Materiatem do$wiadczalnym
byla krew obwodowa. Dzigki hodowli tkankowej uzyskano kultury
limfocytow, ktorych podziaty zatrzymano w metafazie mitotyczne;j.
Wykonano preparaty mikroskopowe, ktére barwiono roztworem Giemsy
i analizowano pod powigkszeniem 1250x. Poszukiwanie roznic rasowych
prowadzono na podstawie analizy dlugo$ci wzglednej chromosomow
plciowych, przy uzyciu systemu MultiScan-Karyotype. Dokonywano
pomiaréw chromosomow autosomalnych oraz plciowych, a obliczen
dokonano zgodnie z wzorcem. Najwigkszg warto$¢ dlugosci wzglednej
chromosomu X stwierdzono u samic rasy Zlotnicka pstra. Dla samcow
obliczano takze stosunek dtugosci chromosomu X do Y. Uzyskano zblizone
warto$ci dla rasy Polska biata zwistoucha (2,32) i Pietrain (2,34) oraz
nieznacznie odbiegajacg wartos¢ dla rasy Zlotnicka pstra (2,2). Badane
osobniki oceniane byty rowniez pod katem prawidtowe;j dla gatunku liczby
chromosoméw. Wyniki zestawiono w tabelach oraz przedstawiono na
zdjeciach i kariogramach.

Promotor: dr inz. Maria Bogdzinska
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Ocena podatnosci wybranych odmian ziemniaka
(Solanum tuberosum 1..) na infekcje¢ Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicus (Spieckermman et Kotthoff) Davis et al.

SEBASTIAN BRZOZOWSK1

Pracownia Choréb i Szkodnikéw Kwarantannowych Ziemniaka
Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin
ul. Powstancow Wielkopolskich 10, 85-090 Bydgoszcz

Bakterioza pierScieniowa ziemniaka wywolywana przez Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus jest jedna z grozniejszych chorob
kwarantannowych ziemniaka (Solanum tuberosum L.). Jej zwalczanie
przysparza wiele trudnosci ze wzgledu na systemiczny charakter infekcji
oraz mozliwo$¢ wystgpienia bezobjawowej (latentnej) postaci choroby.
Wystgpowanie bakteriozy pierScieniowej zalezy od czynnikéw
klimatycznych, odmiany i wirulencji patogena. Celem doswiadczenia byto
zbadanie, czy wybrane odmiany ziemniaka wykazujg réznice w podatnosci
na porazenie przez Clavibacter michiganensis ssp. Sepedonicus
w przypadku sztucznej inokulacji. Przedmiotem badan byly bulwy potomne
pigciu odmian: ‘Balbina’, ‘Vital’, ‘Glada’, ‘Harpun’ oraz ‘Merrimack’.
Obserwacjg objawow chorobowych prowadzono na podstawie przekroju
bulw oraz infekc;ji latentnej. W celu wykrycia bakterii zastosowano metode
immuno-fluorescencji (IFAS), izolacj¢ na pozywkach statych oraz test
biologiczny na oberzynie. Analizowano rowniez mozliwo$¢ zastosowania
metody PCR do wykrywania bakterii przy wykorzystaniu specyficznych
starterow.

Promotor: dr inz. Teresa Pastuszewska
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WERONIKA GRZECH
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Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Cms) jest sprawca
groznej choroby kwarantannowej ziemniaka — bakteriozy pierScieniowe).
Jest ona trudna do wykrycia, gdyz czgsto przebiega bez widocznych
objawow (latentna forma infekcji). Bakterie rozwijaja sig
w wigzkach naczyniowych i ta droga atakuja bulwy potomne. Zwalczanie
bakteriozy opiera si¢ na przestrzeganiu procedur kwarantannowych
i badaniu bulw na obecno$¢ Cms. Istotne jest badanie reakcji
poszczegOlnych odmian ziemniaka na sztuczne zakazenie Cms, co pozwala
okresli¢ ich podatno$¢. Materiat do§wiadczalny stanowito pig¢ odmian:
‘Aster’, ‘Drop’, ‘Maryna’, ‘Merrimack’ oraz ‘Wiking’. Sadzeniaki
inokulowano sztucznie bakteriami Cms i wysadzono na polu
do$wiadczalnym (IHAR Bydgoszcz). Po zbiorze bulwy potomne badano
na obecno$é Cms. Przy identyfikacji patogena wykorzystano nastgpujace
metody: test posredniej immunofluorescencji (IFAS), izolacjg na plytkach,
test patogenicznosci na ro§linach oberzyny oraz PCR. Charakterystyczne
objawy bakteriozy na bulwach, tj. zmacerowane tkanki w obrgbie wiazki
przewodzacej, wystapily w 4 odmianach: ‘Drop’ (21,3% bulw), ‘Maryna’
(6,0%), ‘Aster’ (1,9%), ‘Wiking’ (1,7%). Infekcje latentng stwierdzono
u wszystkich odmian w r6znym nasileniu: “Maryna’ (100% bulw), ‘Drop’
(70,6%), ‘Aster’ (57,6%), ‘Wiking’ (36,2%), ‘Merrimack’ (16,0%).
Powyzsze wyniki wskazujg na zroznicowane porazenie poszczegoOinych
odmian, co stanowi cenna informacj¢ dla hodowcy. Jak dotad nie
opracowano metod chemicznego zwalczania Cms.

Promotor: dr inz. Teresa Pastuszewska
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Wplyw proteoglikanéw AGP na rozwéj komérek zawiesinowych
buraka cukrowego (B. vulgaris) w kulturze in vitro

ANDRZE} DOMACHOWSKI

Zaklad Genetyki i Hodowli Roslin
Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Rolin
ul. Powstancow Wielkopolskich 10, 85-090 Bydgoszcz

Badania proteoglikanéw AGP izolowanych z Daucus carota wykazaly,
ze zwigzki te mogg pelni¢ wazne funkcje regulacyjne w procesach
morfogenezy i somatycznej embriogenezy. Celem podjgtych badan byta
ilosciowa i jakoSciowa charakterystyka AGP izolowanych z komorek
zawiesiny embriogennej i nieembriogennej Beta vulgaris oraz AGP
wydzielanych do pozywek. Profile elektroforetyczne proteoglikanéw
uzyskane w elektroforezie dwukierunkowej wykazaly réznice wielkosci
czasteczek wystepujacych w komorkach zawiesiny i w pozywkach.
Zaobserwowano wyzsze stgzenia AGP w pozywkach niz w komérkach.
Badano rowniez skutki inaktywaciji endogennych AGP, a takze wptyw
egzogennych AGP na wzrost i Zzywotno$¢ zawiesiny komérkowej buraka
cukrowego. Zawiesing genotypu 170 pasazowano co 7 dni na pozywke
plynng Saundersa i Doleya (SD) z 4,4 uM BAP (kontrola), SD z dodatkiem
10 pg-em® AGP wyizolowanych z pozywki zawiesiny embriogennej
buraka oraz SD z odczynnikiem (B-D-Glc) Yariv w stezeniach 5, 151 30
uUM. Obserwacje prowadzono przez kilka tygodni. Okre$lano liczbe
komorek pojedynczych i agregatéw o liczbie komorek 2=n=10in> 10
oraz ich zywotno$¢. W poréwnaniu z proba kontrolng dodatek AGP nie
wplywal znaczaco na morfologie i Zywotno$é komérek w zawiesinie.
Z kolei badania inaktywacji AGP za pomocg (B-D-Glc) wykazaly, ze
odczynnik w stezeniu 5 pM nie wplywat znaczaco na zywotno$¢ komorek;
w stgzeniu 15 uM obnizal zywotno§¢ komorek, natomiast w stezeniu
30 UM dziatat letalnie. Uzyskane wyniki wskazuja, ze zmniejszenie
endogennej puli AGP prowadzi do powaznych zaburzen fizjologicznych
komorek w kulturach in vitro.

Promotor: prof. dr hab. Anna Majgw: -Sawka‘f’ \
Blb\\a“e\id 7}
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