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Patogeniczno$é i molekularna analiza
wewnatrzgatunkowego zréznicowania genetycznego izolatow
Fusarium sambucinum

KATARZYNA KIERZKOWSK A, CZESLAW SADOWSKI
Katedra Fitopatologii i Mikologit Molekularnej
Wydzial Rolnictwa i Biotechnologii
Uniwersytet T'echnologiczno-Przyrodniczy
ul. Ks. A. Kordeckiego 20, 85-225 Bydgoszez

Fusarium sambucinun 1o wystepujacy na calym $wiccie patogen licz-
nych roslin uprawnych, w tym ziemniaha. Jest on glownym sprawca
suchej zgnilizny bulw, ktora powoduje znaczne straty, zwlaszeza
w okresie ich przechowywania, Grzyb ten ponadto jest waznym produ-
centem mikotoksyn, przede wszystkim diacelosyscirpenolu i jego po-
chodnych, ktore mogg by¢ przyczyng licznych zatrué zarowno zwierzat,
jak i ludzi. Jedng z metod ochrony roslin przed porazeniem grzybami
jest stosowanie fungicyddw. Jednak w przypadku £ sambucinun me-
toda ta staje si¢ coraz bardzicj nicefektywna, ze wzgledu na vodpor-
nianie si¢ szezepow grzyba na stosowane do ochrony ziemniakow
przed suchy zenilizng tungicydy. W zwiazku 7 tym, coraz wigkszego
znaczenia, jako forma zabezpieczenia ziemniaka przed choroba, na-
biera jego hodowla odpornosciowa. Ze wzgledu na przelamywanice
odpornosei na fungicydy oraz hodowle odpornych odmian ziemniaka,
wazna jest znajomosé zakresu zmiennosei grzyba i jego mozliwosci
przystosowania si¢ do nowych warunkow. Badania dotyezyly 28 izo-
latow F. sambucinum, wyizolowanych z sucho gnijgeyel bulw ziem-
niaka w latach 2005-2007. Analizowano wewnatrzgatunkowyg zmicn-
nos$¢ genetyezng z wykorzystaniem opartej na reakeji PCR metodzie
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Przetestowano lgez-
nie 100 starterow, a do koncowych analiz wybrano 10 2 nich. najwy-
razniej obrazujacych stopien sroéznicowania w obrebic analizowanych
izolatow. Wykazano zardwno wyslgpowanie zroznicowania gencetycz-
nego. jak i morfologicznego (barwa kolonii) w obre¢bie analizowancj
populacji.



Wykorzystanic metody SCAR-PCR do wykrywania
Fusarium spp. w ziarnic pszenicy ozimej
(Triticum aestivam 1..) inokulowanej mikotoksynotworezymi
izolatami I'usarivm culmorum i chronionej zréznicowanymi
dawkami fungicydow

MAGDALENA KOLENDA, ANNA BATURO

Katedra Fitopatologii i Mikrobiologii Molckularne;j
Wuydzial Rolnictwa i Biotechnologii
Uniwersy tel Technologiczno-Przy rodniczy
ul. Ks. A. Kordeckiego 20, 85-225 By dgoszez

Grzyby z rodzaju Fusarium, szezegdlnie . culmorum, porazajace
zboza. oprocez obnizania ilosci plonu i pogarszania jego jakosci. sta-
nowig zagrozenie z¢ wzgledu na mozlinvos$é zanieczyszezania go mi-
hotoksynami. Zdolnos¢ do ich tworzenia jest powszechnie spotykana
uwielu rodzajow grzybdw mikroskopowych, bytujacych na roslinach
rolniczych i plodach rolnych. Badania wykazuja, 7e nieodpowicdnic
stosowanic fungicydow. zwhaszeza zbyt niskich dawek. moze przy-
nies¢ efekt nicpozadany, zwickszajac svnteze toksyn fuzaryjnych.
Przedmiotem badan bylo ziarno pszenicy ozimej uzyskane z roélin
opryskiwanych  jednoskladnikowymi  fungicydami, zawierajgcymi
metkonazol i azoksystrobing w trzech dawkach: zalecancj. zwickszo-
nej oraz zmniejszonej w o stosunhu do dawki optymalnej i nastgpnie
inokulowanych izolatami . culmorm. Po wyizolowaniu z zebrancgo
siarna DNA, wykorzystujge technike PCR, przeprowadzono analizy
molckularne majace na celu zidentyfikowanie w probach grzybow
rodzaju Fusarium (ogohice), I culmorum i gendw odpowiedzialnych
za tworzenie mikotoksyn z grupy trichotecenow. Do tego celu uzyto
speeylicznych starterdw typu SCAR. Stwierdzono obecnogé wspo-
mnianych grzybow we wszystkich probach oraz genow 7 klasteru 774,
biorgeych udzial w syntezie trichotecenow 7 grupy 13 (7ri4), a kon-
kretnie deoksyniwalenolu DON (7747). W badanych probach nic
stwicrdzono genow odpowicdzialnyeh za synteze niwalenolu (NIV).
Wyniki wzbogacono o danc # analizy chromatogralicznej. informujg-
ce o rzeeszywisle) zawartosei trichotecenow 7 grupy B3 (DON i NIV)
woprobkach ziarna. Nie zaobserwowano Jednoznacznego wplywu
dawek fungicydow na iloge mikotoksyn.
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Wplyw Neotyphodium lolii na poziom zwigzkéw fenolowych
produkowanych w zycicy trwalej (Lolium perenne L..)
porazonej przez Microdochium nivale

MONIKA KRZYAMINSKA, DARIUSZ PANKA
Katedra Fitopatologii i Mikologii Molekularncj
Wydzial Rolnictwa i Biotechnologii
Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy
ul. Ks. A. Kordechicgo 20, 85-225 Bydgosscz

Zycica trwala (L. perenne 1.) nalezy do traw o wysokiej wartosci po-
karmowej, dlatego tez wykorzystuje si¢ jo do skarmiania zwierzat. Cze-
sto zasicdlana jest przez endofita N. lolii. Asocjacja przyba £ rosling ma
charakter mutualistyezny. Trawa dostarcza substancji pokarmowsy ch.
mikroorganizm produkuje metabolity, kore Lbronig™ przed owadami
i patogenami, a takze pomagajy tolerowac susze i inne stresy $rodowi-
skowe. Ponadto, stymulujyq wzrost i rozwoj oraz wplywajg na rozkrze-
wianie. Czes¢ produkowanych alkaloidow moze jednak powodowad
niebespieczne choroby u zwierzat, np. ryegrass staggers. Wplyw en-
dofita na rosling nie ogranicza si¢ jednak tylko do wytwarzania okreslo-
nych zwigzkdw. Jest to rdwniez bardzo zlozony wplyw na przebieg
licynych procesow (izjologicznych gospodarza, ktory moze wyrazad sie
migdzy innymi stymulowaniem rosliny do uruchamiania specyticznych
mechanizmow obronnych przed atakiem agrofagow. Celem badan bylo
okrestenic wplywu N folii na poziom zwigzkow fenolowyceh produko-
wanych w roslinie-gospodarzu pod wplywem porazenia przez M. nivale
— gro7nego patogena travw. Doswiadezenia przeprowadzono na czterech
wyselekejonowanych ekotypach zycicy trwalej, zasiedlonych w natu-
ralny sposdb przez N lolii. W dwéch przypadkach zaobserwowano
istotny wplyw obecnosei endofita na poziom produkowanych zwigzkow
fenolowych. Rosliny zasicdlone (E+) zawicraly wigeej fenoli w porow-
naniu z niezasiedlonymi (1:-). Mialo to takze istotny wplyw na poraze-
nie roslin przez sprawcee plesni $niegowej traw. Kombinacje I+ posia-
daly mnicj objawdw chorobowych w stosunku do F-. W przypadku
dwoch pozostalych cekotypdw, obecnodé endolita nie miala wplywu na
zawartos$¢ zwiazkow fenolowych. Uzyskane wyniki wskazuja na poten-
cjalne mozlivosci wykorzystania N. /olii do ochrony zycicy przed ata-
kiem patogenow.
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Analiza molekularna wewngtrzgatunkowego zroznicowania
oraz patogenicznos¢ izolatow Fusarium langsethiae

Torp & Nirenberg 7 pszenicy ozimej

PAtLINA MIGACZ, ALEKSANDER LUKANOWSKI
Katedra Fitopatologii | Mikologii Molekularne;
Wydzial Rolnictwa i Biotechnologii
Uniwersytel echnologiczno-Przyrodniczy
ul. Ks. AL Kordeckicgo 20, 85-225 Bydgoszes

Nalezace do patogenow polifagicznych grzyby z rodzaju Fusarium
uznawane sa za jeden 7 najbardzicj rozpowszechnionveh rodzajow
27y bow w prryrodzic i jednocsesnie przyczyne wiclu chordb roglin,
Pod honice ubicglego wicku 2 ziarna 7boz w Norwegii wyizolowano
nicznany dotad gatunck, morfologicznic podobny do F. poae, lecz
tworzaey charakierystyezng, nisha proszysta grzybnic. Przyjeto opi-
sywac tego typu Kultury jaho proszy sty Torme /. poae. Ostatnic lata
szezegotowych badan morfologicznych. molckularnych i profilu two-
rzonych mikotoksyn daly jednak obraz gatunku odmiennego od do-
tychezas opisanyeh i pozwolily wyodrebni¢ go jako nowa jednostke
systematyczng — I langsethiae, w seheji Sporotrichiclla. Celem prze-
prowadzonych badan bylo okreslenic wewngtrzgatunkowego zrdsnico-
wania 24 izolatow Fusarinum langsethiae uzyskanych 7 ziarna pszenicy
ozimej uprawianej w roznych regionach Polski. W tym celu zastosowa-
no metode RAPD (Random Amplificd Polymorphic DNA). Przeprowa-
dzone uprzednio testowanie 4 zestawow starterowy. OPERON: OPA.
OPC. OPE. OPU pozwolilo na wybor 10 starterow sposead wszyst-
kich 80 i wykorzystanic ich we wlasciwveh analizach RAPD-PCR.
Porownanic obrazow uzyskanych po clektroforezie na 7elach agaro-
7owych i statystyczne opracowanic wynikow. przeprowadzone przy
uzyeiu testu AMOVA (Analysis of Molecular Variance) pozwolg na
bardzicj szezegolowe okreslenie 7roznicowania wewngtrzgatunkowe-
€0 pomigdzy badanymi izolatami oraz na wykreslenie. w oparciu
o metode UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean). drzewa filogenetyeznego  (dendrogramu) obrazujacego to
Zroznicowanic,



Regeneracja roslin roznika przero$nigtego
Silphum perfoliatium L)) z eksplantatow izolowanych
(Sily per I y
liscient i lisei w kulturach in vitro

PRZEMYSLAW NOCNY, MAGDALENA TOVIASZEWSK A-SOW A

Katedra Fizjologii Roslin i Podstaw Biotechnologii
Wydzial Rolnictwa i Biotechnologii
Uniwersytet Technologiczno-Preyrodniczy
ul. Bernardynsha 6/8. 85-029 Bydgosses

Roznik przerosnigty (Silphiwmn perfoliatum 1..) z rodziny astrowatych
(Asteracae). pochodzi z centralnych i wschodnich obszarow USA oras
wschodniej czgsei Kanady. Jest byling dorastajaca do 2.5 m, o dolnych
lisciach zrosnictych ogonkami w postaci kolnierzyka, zoltych Kwiatach
i owocach w formic nielupki. Uprawiany jest dla celow leczniczych,
paszowych, energetyeznych, jest tez rodling miododajna. ozdobng oraz
pioniersky, wykorzystywang przy rekultywacji terenow. Celem badan
byla optymalizacja warunkow regencracji S perfoliatum .. w kalturach
in vitro 7 hiscieni i fragmentdw lisci. Nasiona roznika odhazano w 70%
alkoholu etylowyn przez 30 sckund, a nastegpnic w 30% roztworze Acc
przez 7 minat, na konice plukano 3-krotnic wody destylowang. Sterylne
nasiona pozbawiano okrywy nasiennej za pomocy shalpela i igly prepa-
racyjnej. Wyizolowane zarodki wykladano na pozywke MS o zreduko-
wanej do polowy ilosei soli mineralnych oraz sacharozy, bez regulato-
row wzrostu. Probéwki umieszezano w Nitotronic w kontrolowanych
warunkach 16 h fotoperiodu, nat¢zeniu Swiatta 2500 [ux, temperaturze
23°C i wilgotnosei 70%. Uzyskane po kilku tygodniach liscicnic i prepa-
rowane z siewek fragmenty blaszki lisciowej wraz z ogonkami, pozba-
wione cz¢sei dystalnej Tub cigte wzdluz, wykladano na pozywke MS
7 dodatkiem auksyn i cytokinin w dwoch rdznych stezeniach: 2 mg-dm ’

BAP i | mgdm S 1AA. S me-dm FBAP T0.05 me-dm © 1AA oraz
2,5 mg-dm ' BAP i 045 mg-dm T ABA. Regeneracie peddw przybyszo-
wych odnotowano na wszystkich rodzajach pozywek, przy czym najlep-
sza okazala si¢ pozywka wzbogacona w 5 mg-dm TBAP10.05 mgdm
IAA. Pasaz pedow przeprowadzano co 4 tygodnie, a wspolezynnik
namnozenia wynosit 4.7. W celu zaindukowania ryzogenezy zregenero-
wane pedy pasazowano na pozywke MS bez regulatorow wzrostu.



Optymalizacja procesow regeneracji roslin
roznika przero$nigtego (Silphium perfoliatum)
7 cksplantatow wierzcholkowych siewek w kulturach in vitro

KATARZYNA ZADWORNA, ANNA FIGAS

Katedra Fizjologii Roslin i Podstaw Biotechnologii
Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii
Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy
ul. Bernardynska 6/8. 85-029 Bydgoszez

Roznik przerosnigly (Silphitm perfoliatum 1) nalezy do rodziny Asie-
raceae i rodzaju Sifphinm, obejimujacego okolo 23 gatunki. W srodowi-
sku naturalnym wystepuje w srodkowej i wschodnicj czesei Stanow
Zjednoczonych i Kanady. Do Luropy zostal sprowadzony w XVIII w.
i uprawiany w ogrodach jako rostina ozdobna. W Polsce znany jest od
nicdawna. Roséling charakteryzuje korzystna zawartos¢ zwidgzKow niine-
rainych i metabolitow picrwotnych: biatka (bogatego w aminokwasy
cezogenne), weglowodanow (glukoza. fruktoza, sacharoza. inulina)
oraz kwasu L-askorbinowego. Ponadto, w organach roznika przerosnig-
tego wykryto metabolity widrne takic jak: terpeny. olejki cteryezne.
saponiny triterpenowe (oleanozydy), kwasy fenolowe, zwigzki tanino-
wo-garbnikowe, karotenoidy. flawonoidy. Dlatego ze wrgledu na wie-
lokicrunhowe cechy  uzytkowe roznik moglby mie¢ zastosowanie
w lecznictwice, sharmianiu zwicrzat oraz jaho roélina ozdobna, miodo-
dajna i energetyczna. Obeenic nic istinicje w Polsce wystarczajace zro-
dlo materialu siewnego. Celem pracy byla optymalizacja procesow
regeneracii roslin roznika przerosnigtego 7z chsplantatow wierzehotko-
wych siewek w kulturach in vitro. W doswiadezeniu wierzcholkowe
crgset pedu wyhladano na pozywki MS 7 dodathicm regulatorow wzro-
stu. Zastosowano 4 warianty stgzen reoulalor()w werostu: 2.5 mg: dm *
BAP 1 045 mgdm ' ABAT 5 medm B/\P + 1 mgdm - N/\/\
2 medm T BAP + 1 mg-dm T TAA: 0.5 mgrdm T IAA + 4 mg-dm T KIN
(0 zmodylikowanym skladzic zwigzkOw organicznych). Na pozywcee
MS 7 dodatkiem S mg-dm * BAP 4 | mgdm *NAA uzyskano najwyz-
szy odseteh eksplantatow 7 pedami bocznymi (38.33%). Pedy izolowa-
no i pasazowano na pozywke ukorzeniajacy MS ber, lu’ulalmm\ W/TO-
stu oraz. nammazajacy 7 dodathicm 5 mg-dm " BAP i 1 mg-dim " NAA.,
Ukorzenione rogliny przenicsiono do warunhow ex viro.



Polisomatyezno$é siewek réznych gatunkow rodzaju Beta

AGATA BUKALUK, F1LWIRA SEIWINSK A

Katedra Genetyki i Biotechnologii Roélin
Wydzial Rolnictwa i Biotechnologii
Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy
al. Prof. S. Kaliskiego 7, 85-789 Bydgoszcz

U rodlin wyzszych w obrebic jednego organu moga wystgpowac ko-
morki o réznym poziomie ploidalnosci. Zjawisko takie nazywa sig
polisomatycznosdcig. Jest ono konsckwencja endoreduplikacji, polega-
jacej na amplifikacji jadrowego DNA, po ktorej nie zachodzi mitoza.
Komorki powstale w wyniku tego procesu, charakteryzujace si¢ pod-
wyzsszong  zawartosciy DNA. nazywane sq  endopoliploidalnymi.
Prawdopodobnic proces endoreduplikacji odgrywa wazny role pod-
czas rozwoju organizmu, np. podezas wzrostu i roznicowania komo-
rek, a takze utrzymuje ich stan {unkcjonalny i repulacyjny. Stosujyc
cytometri¢ przeplywowy zbadano udzial homaorek z rdzng zawartoscia
DNA w organach sicwek dzikich i uprawnych gatunkéw z rodzaju
Beta, rroznicowanych pod wzgledem cyhlu Zyciowego oraz przyna-
leznosei filogenetycsnej. Wrrost siewek Beta vulgaris (burak cukrowy
odmiana “Arthur’), B awiplicifolia, B. orientalis. B macrocarpa.
B. palonga i B. trigyna (buraki dzikic) odbywal si¢ w warunkach
in vitro na pozywee MS w komorze fitotronowej w temperaturze
2242/1942°C, w 16/8 h fotoperiodzie. Analizie cytometryczne] podda-
no korzen, hipokotyl i liscien w czterech stadiach rozwojowych:
(Iy siewha 7 korzeniem dhugosei 1-1,5 em, (II) siewka ze zlozonymi
liscieniami, (HI1) siewka 7 rozlozonymi liscieniami oraz (I1V) siewka
7 pierwszy parg lisci. Okreslono procentowy udzial jader z dang za-
wartoscia DNA i obliczono srednig ploidalnos¢. W badanych orga-
nach stwierdzono obecnosé¢ jader komorkowych o zawartosci DNA
20, 4C, 8C, 16C i 32C. Najwyzszy zawartosé DNA (32C: 3 endoey-
kle) odnotowano w korzeniu i hipokotylu, podezas gdy w liscieniu nic
byla ona wyzsza niz 16C (1-2 endocykle). Podezas rozwoju roslin
srednia ploidalnod¢ i liczba endocykli wyraznic wzrosla w liscieniu
wszystkich, i hipokotylu wigkszosei badanych gatunkow, natomiast
w korzeniu zaobserwowano spadek poziomu endopoliploidalnosci
w pozniejszych fazach rozwojowych.



Ornaczanic wielko$ci genomu wybranych gatunkow
drzew i krzewow z rodzin: Berberidaceae, Caprifoliaceae,
Celastraceae, Qleaceae \ Rosaceae
metody cytometrii przeplywowej

MECHAL PEPKA, IWONAJEDRZEJCZY K
Katedra Genetyki i Biotechnologii Roslin
Wy dzial Rolnictwa i Biotechnologii
Uniwersy tet Technologiczno-Prrzyrodniczy
al. Prof. S. Kaliskicgo 7. 85-789 Bydgoszcr

Cyvtometria przeplywowa (FCM) (o szybka i bardzo dokladna metoda
ohreslania jadrowe) zawartoscei DNA roélin. Powszechnic jest wyko-
rzxstywana przez botanihow, genetykosw. biotechnologdw. hodowceow
rodlin i producentow nasion. Pomiar zawartosci DNA przeprowadza
si¢ najezgscic] w mlodych. $wiczo zebranych lisciach. W przypadku,
ady zawicraja one 2wigzki fenolowe, mogace wplynaé na wlasciwy
pomiar, wshazane jest uzycie nasion lub ich czgsei. Dodathowo nasio-
na mosna latwiej transportowad i przechowywad, co pozwala dowol-
nic planowac i wykonywac analizy. nawet przy braku claglego doste-
pu do eytometru. Celem pracy bylo okreslenice jadrowej zawartodci
DNA w igciach t nasionach 15 gatunkow drzew i krzewow, nalezgeych
do rodzin: Berberidaceae,  Caprifoliaeeae,  Celastraceae. Oleaceae
i Rosaceae. Materiat roslinny zebrano w Ogrodzie Botanicznym Uni-
wersyletu Kazimierza Wielkicgo w Bydgoszezy. Pomiar wielkosci
genomu wykonano za pomocy cytometru przeplywowego CyvFlow SL
(Partce, Niemey). natomiast analizg udzialu jader komorkowych
7 1r07na zawarto$cig DNA wykonano przy uzyciu ¢ylometru Partec
CCA. Wlaseiwe analizy poprzedzono badaniami wslgpny mi na zawar-
(os¢ inhibitorow wybarwiania DNA jodkiem propidyny. Stwierdzono,
z¢ badane gatunki maja male i bardzo male genomy. Zawartos¢ 2C
wahala si¢ od 1.33 pg w nasionach jabloni Niedzwiedzkicgo “Butter-
ball”. do 2,78 pg w lisciach irgi rozkrzewionej. Zaden z badanych
gatunhow nic zawicral jader endopoliploidalnych. Nie stwierdzono
Korelacji migdzy wielkoscia genomu a dlugoseia. szerokodeia i masa
nasion.



Endoreduplikacja w nasionach i siewkach
roznych gatunkow z rodziny Fabaceae

ZUZANNA PIKULIK, ELWIRA SLIWINSKA
Katedra Genetyki i Biotechnologii Roslin
Wydzial Rolnictwa i Biotechnologii
Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy
al. Prof. S, Kaliskicgo 7, 85-789 Bydgoszcz

Cndoreduplikacja jest procesem powszechnic zachodzgcym u roslin
okrytozalazkowych, polegajacym na replikacji jadrowego DNA bes
zaj$cia mitozy. W jej elckeic w roslinic pojawiajy si¢c homorki endo-
poliploidalne, to znacsy zawierajgce wigeej niz 4C DNA. Pomigdzy
rodzinami, gatunkami, ekotypami oraz w obrebie pojedynczego orga-
nizmu (migdzy poszezegdlnymi thkankami i fazami rozwojowymi)
wystepuja roznice w intensywnosci endoreduplikacji. Stosujac cyto-
metrie preeplywowq zbadano intensywno$é endoreduplikacji u 27 ga-
tunkow z rodziny Fahaceae, nalezaeych do 3 podrodzin (Fauboideae,
Mimosoideae, Caesalpinioideac). Analizie cyltometryczinej poddano
liscienie i osic zarodkowe dojrzalych nasion oraz milodych sicwek.
Okreslono procentowy udzial jader o réznej zawartosei DNA i obli-
czono srednig ploidalnosé. We wszystkich probach stwierdzono obec-
nos¢ jader o zawartosci 2C i 4C. w wichszosei rowniez 8C. Najwyz-
szy poziom endopoliploidalnosci zaobserwowano w ligcieniach nasie-
nia Phascolus vulearis (128C). W osiach zarodkowych 22 gatunhow
intensywnosé endoreduplikacji byta wyZzsza w siewkach niz w nasio-
nach. Réwniez w liscieniach 17 gatunkdw poziom endopoliploidalio-
sci byl rozny w zaleznosci od stadium rozwojowego, przy czym nic
zaobscrwowano wyraznego kierunku tej zaleznosci. Stwierdzono tak-
ze zroznicowanie intensywnosci endoreduplihacji ze wzgledu na po-
zycje systematyczng gatunku.
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Wykorzystanie techniki RAPD w analizie zmienno$ci
genetyeznej Capsicum spp.

BEATA SIKORA, PAWEL NOWACZY K
Katedra Genetyki i Biotechnologii Roglin
Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii
Uniwersy tet Technologiczno-Przyrodniczy
al. Prof. S, Kaliskiego 7. 85-789 Bydgoszes

We wspolezesnej hodowli roslin coraz czgéciej stosowane sq techniki
biologii molckularnej oparte na analizic DNA. W wighszo$ci przypad-
how stosuje si¢ metody wykorzystujace amplifikacje DNA w lafcu-
chowej reakeji polimeraszy (PCR - Polymerase  Chain Reaction). Do
metod takich nalezy gencrowanie markerow molckularnych technika
RAPD (Random Amplifiecd Polymorphic DNA). Markery molckularne
poswalaja na wprowadrsenic bardzicj obiektywnych kryteriow selekcji
i doboru materiatu rodziciclskiego. jak rowniez w sposob znaczacy
shracajq czas niczbedny na wyhodowanie nowej odmiany. Umozli-
wiajg one badanic pokrewicnstwa pomiedzy analizowanymi obicktami
oraz ustalanic ich filogenezy . a takze wiioskowanie o efekeic helerozji,
poprzes badanie dystansu genetyeznego pomiedzy  liniami rodzi-
ciclskimi. Ponadto nic posiadajq powaznych wad, jakimi odznaczaja
sig honwencjonalne deskryptory morfologiczne. takich jak wplyw
stodowiska na ckspresje cechy, interakeje epistatyczne czy efekty
plejotropowe. Celem niniejszej pracy byla ocena przydatnosgei marke-
row RAPD w hodowli paprvki. Badania prowadzono 7z udzialem
pictastu 10-nukleoty dowyeh primerdw, dla dwudziestu genotypow
2 rodzaju Capsicum. Startery poddano ocenic pod katem przydatnosei
woidentyfikacji gatunkhow, migdzy gatunkowych form micszancowych
oraz analizie wyrdwnania genetycznego w obrgbice linii hodowlane;.
Rownolegle  przeprowadzono  biometryezng  analize  pordwnawezg
badancgo materialu rodlinnego, w celu weryfikacji uzyshanych wy-
nikOw. Zastosowane startery i procedury pozwolily na opracowanic
szybhicj i prostej metody analizy zmiennodei genety eznej Capsicum
spp. 1 potwicrdzily mozliwos¢ wykorzy stania markeros molekularnych
w hodowli papryki.
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Analiza technologiczna genotypéw soft-flesh Capsicum ssp.

EDYTa WITCZAK, PAWEL NOWACZI K

Katedra Genetyki i Biotechnologii Roslin
Wydzial Rolnictwa i Biotechnologii
Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy
ul. Bernardynska 6/8, 85-029 Bydgoszcz

Mickki migzsz owocow typu soft-flesh mieszancow migdzy gatunkowych
Jest nowg cecha, bardzo pozadang pod wzgledem technologicznym. Daje
ona ogromne mozliwosci wykorzystania w przemysle spozywcezym
1 farmaceutycznym, pozwalajac na efektowng obrébke surowego materia-
fu bez utraty jego wartosci odzywezych oraz walorow smakowych. Owo-
ce tego typu moga stanowi¢ dobry surowiec do produkeji past, preecie-
row 1 5050w paprykowych, dzicki mozliwosei mechanicznego oddziela-
nia czesei niejadalnych. Material badawezy stanowily owoce pigeiu linii,
ktore zostaly wyselekejonowane na drodze hybrydyzacji miedzy gatun-
kowej z micszancdw Capsicum frutescens L. X Capsicum annum L.
Oceniane genotypy réznily si¢ pod wrzgledem morfologicznym i tech-
nologicznym. Dokonano ogolnego oszacowania wiclkoscei plonu,
z uwzglednieniem faz dojrzalosci. Masa owocow dojrzalych zawierala
si¢c w granjcach: 231-398 g. dojrzewajacych: 68-168 ¢, przejrzalych:
98-316 g. Masa lozyska i nasion wynosila od 2 do 3 g. Wydajnos¢
technologiczna, wyrazona jako udzial oddzielone) tkanki perykarpu od
cz¢sei balastowych, takich jak skorka, resztki przegrod wewngtrznych
i lozysko z nasionami, wahala si¢ w granicach 33-56%.



Przezywalnosé paleczek Salomonella Fateritidis
w gnojowicy bydlecej poddanej skladowaniu i fermentacji
beztlenowej w warunkach mezofilnych

MARCIN KLIMEK, ZBIGNIEW PALUSZAK

Katedra Mikrobiologii
Wydzial Rolnictwa i Biotechnologii
Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy
ul. Bernardynska 6/8. 85-029 Bydgoszcz

Ginojowica bydleca jest cennym nawozem naturalnym, jednak stwarza
potencjalne ryzvho skazenia mikrobiologicznego gleby i wody. Wyste-
puja w nicj liczne mikroorganizmy, w tym takze patogeny niebezpiecz-
ne dla zdrowia ludzi i 7wierzat. Dlatego niezwykle istotny jest dobor
wlasciwych i skuteezny ch metod uzdatniania tego nawozu. Celem pracy
bylo okreslenie tempa climinacji paleczek  Salmonella  Enteritidis
wognojowicy  bydlgee). poddanej skladowaniu oraz napowietrzaniu
i fermentacji metanowej w warunkach mezofilny ch w skali laboratoryj-
nej. Shladowanic gnojowicy prowadzono przez okres 49 dni. pobicrajac
proby po | godzinie od inokulacji. po 1 dniu. a nastegpnie z interwalem
7-dniowym. Skladowanic prowadzono w temperaturze 4 i 20°C. Na-
powictrzanic i fermentacje metanowy prowadzono w oddzielnych
rcaktorach przesz 10 dni w temperaturze 35°C. Tu proby pobierano po
I codzinie od inokulacji. a nastgpnic codziennie. Liczbe bakterii ozna-
czono metody NPL. Material 7. nosnikow posiewano na wodg peptono-
wi (inkubacja 24 godz. w 37°C), nastgpnie przenoszono na bulion RVS
(24 godz. w 43°C), a oslalecsnic przesiewano na agar BPLs (24 gody.
w 37°C). Tempo climinacji bylo wyraznic wicksze w przypadku fer-
mentacji i napowietrzania w warunhach mezofilnych niz podezas skla-
dowania. Dzienne tempo climinacji dla skladowania w 4°C wynioslo
0.07 [log NPL/dzien]. a w 20°C -0.12 [log NPL/d7ien]. Teoretyczne
czasy przezycia wynosily odpowiednio 125,73 167,75 dni. W procesic
[ermentacji uzyskano temipo eliminacji —0.59 [log NPL/dzien|. a w pro-
cesic napowietrzania - 0.50 [log NPL/dzien]. Teoretyczne crasy przezy-
cia dla tych metod wyniosly odpowicdnio 12,94 i 1448 dni.
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Wplyw suszenia osadow poscickowych na ilos¢ wybranych
drobnoustrojow jelitowych

PAULINA KROCZAK, ZBIGNIEW PALUSZAK
Katedra Mikrobiologii
Wydzial Rolnictwa i Biotechnologii
Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy
ul. Bernardyniska 6/8. 85-029 Bydgoszez

Jedng 7 nowocezesnych metod przetwarzania osadow poscickowych
jest ich suszenie z wykorzystaniem energii slonecznej. Tego tyvpu roz-
wigzanic pozwala na znaczng redulcje objgtosei osadow stosunkowo
niskim kosztem. Wada t¢j metody sq nicrownomierne warunki panuji-
ce w hali suszari, zalezne bezposrednio od warunkow klimatyezny ch
panujgeych na zewnatrz. Oznacza to koniecznosé dogrzewania hali
w o miesigeach zimowych fub przestdj suszami w tym okresie. Po wy-
suszeniu osady posciekowe mogg by¢ przeznaczone do dalszego uzyt-
kowania w rolnictwie pod warunkiem, ze pozbawione beda substancji
szkodliwych, w tym drobnoustrojdw wskaznikowych, Celem pracy
byla ocena mikrobiologiczna osaddw poddawanych procesowi ter-
micznego suszenia i ocena clektywnodei ich higienizacji. Praca pro-
wadzona byla w oparciu o aktywno$é wybranyveh drobnoustrojow
wskaznikowych, takich jak: I coli, Enterococcus. Salmonella. Mate-
rial badawczy pozyskano 7 suszarni osadow w Hawic. Zmiany w ilodcei
drobnoustrojow analizowano za pomocy standardowych pozyweh
wybidrezych oraz przy zastosowaniu tablic do okreslania najbardzicj
prawdopodobnej fic/by bakterii (NPL). Wyniki wshazuja, 7¢ nawet
womiesigeach letnich, przy wysokich temperaturach powictrza i du-
Zym naslonecznicniv nie doszlo do calkowite] higicnizacji osadow.
Qznacza 0. z¢ technologic suszenia osadow w suszarniach slonecy-
nych nalezy wzbogacic¢ o dodathowe elementy przed ich wykorzy sta-
niem na polach.
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Organogeneza przybyszowa u psianki pepino
) - B
(Solanum muricatum Aiton) w zalezno$ei od zawartoSci
regulatorow wzrostu w pozywce

SEBASTIAN GERKA, BEATA GLOWACKA

Katedra Rodlin Ozdobnych i Warzywnych
Wydzial Rolnictwa i Biotechnologii
Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy
ul. Bernardynska 6/8, 85-029 Bydgoszez

Proces formowania organdw na tkankach roslinnych nie zawierajacych
Merystemow nazywany jest organogencezg preybyszowa 1 jest to jedna
7 metod wegcetatywnego rozmnazania rostin w kulturach i vitro. Celem
preeprowadzonych badan bylo okreslenie wplywu regulatordw wzro-
stu na tworzenie pedow przybyszosvyeh u trzech form psianki pepino
uzyskanych 7 wysiewu nasion. Eksplantaty wyjsciowe  stanowily
fragmenty micdzywezli inokulowane horyzontalnie na zmodyfikowa-
ng pozywke MS o zwigkszonej o 50% zawartosei wapnia i zelaza.
zawicrajacy dodatkowo auksyne TAA oraz cytokining BAP. Zawartos¢
obu zastosowanyeh w pozywee regulatordw wzrostu wynosila 0.3
i 1.0 medm * we wszysthich mozliwych hombinacjach. Obserwowa-
no dynamike poczatku powstawania pedow przybyszowych na po-
szesegolnyceh eksplantatach. Po trzech micsigeach okreslono udzial
cksplantatédw tworzgeyeh pedy przybyszowe, jak rowniez liczbg uzy-
skanych pedow w prreliczeniu na eksplantat wylozony i regenerujacy.
Twaorzenie peddw przybyszowyceh przebicgalo roznic u poszezegdl-
nych form rogliny. Najlepsze wyniki uzyshano u formy trzeciej, ktora
najwezesniej podejmowala organogencze i tworzyla najwiceej pedow.
W przypadku formy picrwszej obserwowano najslabszy regeneracje.
Wykazano. ze na przebicg organogenczy przybyszowej i liczbe uzy-
skanych pedow, zardwno w przeliczeniu na eksplantat wylozony, jak
i regenerujacy, mialy wplyw oba zastosowane regulatory wzrostu.
W przypadku TAA zdecydowanie lepsze wyniki uzyskano przy wyz-
szym 7 zastosowanych stezen, wynoszacym 1.0 mg-dm °, z kolei BAP
lepiej wplywala na tworzenie pedow preybyszowyceh przy stezeniu
0.5 mg-dm .



Embriogeneza somatyczna u kaktusa z rodzaju Astroplytum

ANNA GUOZE, JUSTYN A LEMA-RUMIASKA
Katedra Roslin Ozdobnych i Warzywnych, Pracownia Biotechnologii
Wydzial Rolnictwa i Biotechnologii
Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy
ul. Bernardynska 6/8, 85-029 Bydgoszcz

Material badawezy stanowil kaktus Astrophyvium asterias (Zuce.) Lem..
bedacy gatunkicm clitarnym, o wysokiej wartoécei jednostkowej. ce-
nionym przez kolekcjonerdw. Celem doswiadezenia byla indukeja
embriogenezy somatyceznej na fragmentach siewek uzyskanych w wa-
runkach in virro. Badanie przeprowadzono w dwaoch etapach. Picriw-
szy clap polegal na uzyskaniu sterylnych, wyrownanych sieweh kak-
tusa. Lksplantaty pierwotne — nasiona, poddano dwustopniowej stery-
lizacji i inokulowano na zmodyfikowang pozywke MS ze zmnicjszong
o potowe iloseiq makroshladnikow oraz sacharozy (20 gdm ), bez
regulatorow wzrostu. Zdolnosé kielkowania wynosifa 53.77%. W dru-
2im etapic testowano wplyw egzogenncj auksyny 2.4-D (0. 1, 2
IS mg-dm ) w warunkach obeenosei $wiatla i ciemnoscei, na liczbe
zarodkow somatycznych. Eksplantaty wtorne stanowily fragmenty
siewek (uzyskane wowyniku cigeia podluznego) pozbawione horzenia
zarodkowego. Zarodki somatycsne powstawaly bezposrednio 7 tkanck
chsplantatu lub posrednio poprzesz niczorganizowang thankg kaluso-
wq. Zdecydowanie wigkszg liczbe zarodkow otrzymano na drodse
cmbriogencezy posrednicj poprzez tkanke kalusowa. W obecnoser $wia-
tla najwiceej zarodhdw somatycznych zregencrowalo na posywee
wzbogaconej w S mgrdm ¥ 2,4-D. zaobserwowano jednak wsirdd nich
formy wiclozarodkowe. W ciemnosei natomiast najlepsze okazaly sic
pozywki zawicrajace zarowno 2, jak i 5 mgrdm * 2.4-D. feez odnoto-
wano na nich obecnosé zarodhow nicprawidlowych, 7 nicodrdsnico-
wanym w petni Korzeniem. Ponadto zaobserwowano, i7 w warunhach
braku $wiatla $wieza masa eksplantatow na pozywee kontrolnej bes,
regulatorow wzrostu zwigksza sie niemal dwukrotnie w porownaniu
ze Swiezg masq eksplantatow regencrujgeych na tej pozywee w obec-
nosci swiatla,
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Fmbriogeneza somatyczna u chryzantemy wielkokwiatowej
> . . .
odmian ‘Lady Vitroflora’ i ‘Lady Yellow’

MALGORZATA HEISE, JUSTYNA LEVIA-RUMINSKA

Katedra Roslin Ozdobnych i Warzywnych, Pracownia Biotechnologii
Wydzial Rolnictwa i Biotechnologii
Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy
ul. Bernardynska 6/8, 85-029 Bydgoszez

Somatyczna embriogeneza jest procesem, w ktorym dwubiegunowa
struktura, podobna do zarodka zygotycznego. rozwija si¢ z komorek
nie bedgeyeh zygota ani komorkami plciowymi. Celem przeprowa-
dzonyvch badan bylo uzyskanie zarodkow somatyeznych u dwoch od-
mian chryzantemy wielkokwiatowej (Chrysanthenum x grandiflorum
Ramat./Kitam.) “Lady Vitroflora® oraz “Lady Yellow'. Eksplantaty
w postaci prostokatnych fragmentow blaszek lisciowych uzyshanych
7 srodkowej ezgsel mikrosadzonek obu odmian, wylozono na siedem
7mody fihowanych pozywek MS o pll = 5.8, ktorych sklad uzupeinio-
no o regulatory wzrostu, Pozywki charakieryzowaly si¢ stalq zawarto-
Sciq auksyny 2.4-D (4 mg-dm ) oraz zmienng zawartosciy jednej spo-
srod dwoch eytokinin - kinetyny lub 6-benzyloaminopuryny (1, 2 lub
5 me-dm ). Pozywka kontrolna MS K zawicrala wylacznie auksyne
2.4-D. Zarodki somatyczne regencrowaly na drodze posrednici em-
briogenezy somatycznej poprzez faz¢ Kalusa. Po 10 tygodniach kultu-
ry z tkanki kalusowej, ktora obrosla eksplantaty, izolowano zarodki,
rnajdujaee sig w roznych stadiach rozwojowych. Najwiceej zarodkéw
somatycznych u obu odmian vzyskano na pozywee zawierajaeej wy-
lacznie 2.4-D (MS K). jednakze obserwowano u nich liczne nieprawi-
dlowosci rozwojowe, czego nie zaobserwowano na pozostalych pozyw-
kach. Auksyna jest wige czynnikiem wystarczajacym do indukeji soma-
tveznej embriogenezy u badanych odmian. Sposrod pozywek zawiera-
Jacyeh auksyne 1 cytokining, dla odmiany “Lady Yellow™ korzystniejszy
byl dodatek Kinetyny w stezeniu i 2 mg-dm *, natomiast dla *Lady
Vitroflora® —~ 6-benzyloaminopuryny w stgzeniu 1 mg-dm *. Oprocs
zarodkdw na pozywee MS K uzyskano rownicz liczne korzenic przyby-
szowe, klorych nie otrzymano na pozywkach zawicrajacych cytokinine.
W przeprowadzonych badaniach wykazano speey like odmianowa chry-
zantemy wielkokwiatowej w zakresic embriogenezy somatyczne;.
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Wplyw skladu pozywki na regencracje
pedow przybyszowyeh z kwiatow jezyczkowatych
chryzantemy wielkokwiatowej

MARTYNA LEWANDOWSKA, MALGORZATA ZALEWSKA

Katedra Roslin Ozdobnych i Warzywnych
Wydzial Rolnictwa i Biotechnologii
Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy
ul. Bernardynska 6/8. 85-029 Bydgoszcez.

Regeneracja pedow przybyszowych jest jedng z metod wegetatvawne-
g0 rozmnazania roslin. Jest ona przede wszystkim wykorzystywana
w hodowli mutacyjnej. Pedy przvbyszowe powslajg 2 eksplantalow.
Ktore nie zawieraja tkanki merystematycznoej. takich jak: mi¢dzywezla,
liscic, luski cebul czy platki kwiatowe. W doswiadezeniu badano
wplyw trzech regulatorow wzrostu: NAA, B/\P i Kinetyny na proces
organogenesy przybyszowej 7z kwiatow jezyezkowatych chryzantemy
wiclkokwiatowej odmiany “Cool Time™ w warunkach kultur in vitro.
Iksplantaty pobrane z hwiatostandw poddano procesowi sterylizacji.
a nastepiie umieszezono na zinody likowane] pozywee MS. uzupelnio-
nej o mslgpumg ¢ regulatory wzrostu: NAA (0,1 )~2; 0.3: 0.5 mg-dm )
oraz. BAP (1: : 305 mg-dm ‘*) lub NAA (0,1 0,2 0,32 0.5 mg-dm ")
i kinetvag (1:5: 107 15 me-dm ). Eksplantaty inokulowano horyzon-
talnie. spoqu slronq platka do pozywki. Aby oceni¢ dynamike rege-
neracji w trakeie trwvania kultury notowano pojawiajgee si¢ pedy pray-
byszowe widoczne okiem nicuzbrojonym przez Scianki stoika. Po
sakonezeniu doswiadezenia policzono takze pedy przybyszowe wi-
doczne jedynie pod binokularem i okreslono procentowy udzial chs-
plantatow regenerujaeych. Stwierdzono, ze wszystkic zastosowane re-
gufatory wzrostu wywarly wplvw na tworzenic pedow przybyszowyceh.
Za optymalne pozywki, na Ktdrych powstalo najwiceej pedéw przyby -
szowych uznano te. ktore zawicraly NAA w stezeniu 0.5 me-dm
7 dodatkiem 2 me-dm * BAP lub 15 mg-dm ' kinetyny.



Wykorzystanie cebulek wlosowych i markerow
mikrosatelitarnych w ocenie pochodzenia u bydtla

ErLIA CZY ZEWSKA, MARIA SIWEK

Katedra Biotechnologii Zwiersgt
Wydzial [odowli i Biologii Zwicrzat
Uniwersytet Technologiczno-Przyrodnicezy
ul. Mazowiccka 28, 85-089 Bydgoszce

Markery molekularne stanowia wazne narzgdzie badan genetycznych.
wy korzystywane w hodowli zwierzat. Technika ta umozliwia przepro-
wadzenie wysokiej jakosei oceny pochodzenia, co umozlivwia szybkg
naprawe bleddw mogacyeh si¢ pojawia¢ w rodowodach. Markery
molekularne w hodowli zwierzgt wykhorzystywane sq migdzy innymi
do analizy zmicnnoset genetyeznej, zardwno w obrebie rasy, jak
i pomigdzy nimi, szacowania stopnia zinbredowania populacji oraz
okreslenia dystansu genetycsnego. Markery mikrosatelitarne (STR -
Short Tandem Repeats) to powtdrzenia dwu. trzeeh lub czterech nu-
Kleotydow wystepujace powszechnie w genomie kregowedw. Sg to
relatywnie male, kodominujace markery, cechujace si¢ wysokim poli-
mortizmem. Celem prezentowanej pracy bylo opracowanie szybkiej
i shuteezne) metody izolacji DNA 7 cebulek wlosowych. Przetestowano
rozne warianty izolacji DNA (Kit komereyjny, wysalanie, metoda izola-
¢ji fenol/chloroform). Docelowo DNA izolowano stosujge modyfiko-
wang metode organiczng. Po uzyskaniu DNA 7 cebulek wlosowych
okreslono genotypy wybranych osobnikow w populacji bydia mleczne-
po rasy holsztyno-fryzyjskiej odmiany czarno-bialej, z trzech obor za-
rodowych polozonych na terenie wojewadztwa kujawsko-pomorskiego.
W pracy przetestowano markery mikrosatelitarne, pochodzgee 7 panelu
zalecancgo przez ISAG do oceny pochodzenia u bydla. Przebadano
populacje 53 krdw: matek i corek wyselekcjonowanych na podstawie
hart pokry¢, w celu uzyskania zgodnoset buhajow, wykorzystywanych
do pokrycia, 7 listg przekazang przez SINUZ sp. z 0.0. DNA z ccbulek
wlosowych stanowilo matryeg w reakeji PRC (waranki optymalne dla
kazdego z markerow). Produkty reakcji PCR byly rozdzielane na Zelu
poliakrylamidowym, a nastgpnic genotypowane za pomoca automa-
tycznego sekwenatora Globar Editio IR DNA Analy zer MEN ', Uzy-
shane wyniki analizowano wykorzystujac SAGA GT software.
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Przezywalno$¢ in vitro i in vivo mrozonych-rozmrazanych
picrwotnych komorek pleiowych kury

ILONA DOVIAGALA, DOROTA SAWICKA, PAWEL LAKOTA,
MAREK BEDNARCZY K
Katedra Biotechnologii Zwierzat
Wydzial Hodowli i Biologii Zwierzat
Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy
ul. Mazowiecka 28, 85-08 Bydgoszcz

W trakcie rozwoju embrionalnego pierwotne komaérki pleiowe (PGCs)
s prekursorami gamet zarodka. Zdolne do migracji w krwioobiegu
homorki (blood primordial germ cells) w Koficowym etapie kumulujg
sig w zawigzkach gonad (gonadal primordial germ cells), gdzie zajmuja
okreslone migjsce w zaleznodei od plei embrionu. Wykorzystanie mo-
dy fikowanych PGCs jest obeenie jedng z najbardziej obiccujacyeh me-
tod prowadzacych do produkeji ptakow transgenicznych. Celem badan
by lo okreslenic przezywalnosei chimer pleiowyeh w zaleznosei od po-
stgpowania ~ pierwotnymi homorkami plciowymi (mrozenic tub jego
brak) oraz pochodzenia komorek (krew lub gonady ). Oceniano in vitro
preczywalnosé $wiezyeh 1 rozmrazanych picrwotnyeh komorcek pleio-
wych. Nastepnie przeprowadzono transfekeje komorek Konstruktem
PacGEP-C'L, przy uwzyciu metody faczacej clektroporacje 7 lipoteheja.
Stransfekowane komorki inichowano do zarodhow biorcow i poddano
inkubacji zakonczonej wylggiem pisklat. Uzyskhano nastgpujacy procent
wylegu zarodkéw poddanych inickeji bPGCs lub ¢PGCs oraz 2 grupy
hontrolnej, odpowiednio: 66,7. 86.7 oraz 86.7. Koncowym ctapem by la
obserwacja pod mikroshopem fuorescencyinym (I's09. {iltr nicbicski)
wyizolowanych z kurezgt gonad, wylroby, serca i krwi. umozliwiajgea
oceng przezywalnoSci i vivo w wyzej wymicniony ch organach transie-
rowanych komorek.  Oceniono  trzynascie  osobnikow  poddanych
W csasie rozwoju cmbrionalnego inickeji gPGCs oraz szesé osobni-
how  zainiekowanych bPGCs. Na podstawie uzyskanveh wynikow
stwicrdzono, ze w obu grupach u 100% osobnikow zidentyfikowano
znaczne ilosci PGC, wykazujaeych chspresje PacGEP-CH w gonadach
i watrobic. Mnigjsze ilosci PGC emitujacych ziclong fuorescencje
stwvierdzono w sercu | kewi, wartodei te dla grupy zarodhdw zainicko-
wanych bPGCs lub gPGCs wynosza odpowicdnio: 83.3 i 33.3% lub
09,2 123% osobnikow.
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Ocena efektu profilaktycznego podawania in ovo
synbiotyku kurczetom

MONIKA ELVEANOWSK A, MAREK BEDNARCZY K
Katedra Biotechnologii Zwierzat
Wydzial Hodowli 1 Biologii Zwierzy
Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy
ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

W celu zapewnienia prawidlowego wzrostu ptakdw stosuje si¢ dodatki
paszowe. tradycyjnie podawane w wodzie lub paszy, ktoryeh zada-
niem jest zaspokojenie potrzeb Zywieniowych zwierzat i stymulowa-
nic horzystnego profilu bakteryjnego. Wobec zakazu profilaktycznego
stosowania antybiotykow, do coraz popularnicjszych dodatkow pa-
szowych zalicza si¢ migdzy innymi synbiotyki. Termin ten odnosi si¢
do polgezenia prebiotyku z probiotykicm. Do prebiotykow zalicza sig
oligosacharydy z rodziny ralinozy. natomiast probiotykami nazywa
si¢ szezepy bakteryjne, ktore mogy korzystnie oddzialywa¢é na orga-
nizm gospodarza. Dla zwi¢hszenia efektywnosci podawania tych pre-
paratow zaproponowano metodg i1 ovo, czy i podawanie synbiotyku
bezposrednio do komory powictizingj jaja w czasie inkubacji. Celem
pracy bylo okreslenie wplywu podawania in ovo synbiotyku kurczgtom
na ich profil bakteryjny i cechy uzythowe. 1108 saplodnionych jaj mie-
szanca Ross 308 1 249 zaplodnionych jaj Ziclonondzki kuropatwiane]
zostalo losowo rozdzielone do pigeiu grup: ZERO. PRE, SYNIT. SYN2,
SYN3. W kazdej z nich, w 12 dobic inkubacji, zainiekowano jaja od-
powiednim  preparatem: soli fizjologicsnej (ZERO) fub prebiotyku
(PRE) Tub jednym z trzech wariantow synbiotykow (SYNIT, SYN2.
SYN3). Po wyKkluciu pisklat pobrano wymazy bakteryjne. po czym
kurczgta mieszanca Ross 308 odchowywano do 6 tygodnia 7ycia.
W celu przeprowadzenia analizy okreslono nastepujace cechy: masg
ciala. przezywalnosc i zuzycie paszy oraz przeprowadzono uproszezong
dyscheje dla ohreslenia masy tuszki i masy migsnia piersiowego
Stwierdzono korzystny wplyw prebiotyhu, synbiotyku | oraz synbioty-
Ku 2 na oceniane cechy uzytkowe kurezat, w poréwnaniu z grupy kon-
trolng. Gorsze rezultaty uzyskano w przypadhu synbiotyhu 3.



Polimorfizm genu hormonu wzrostu
w populacji polskich koni zimnokrwistych

PIOTR MAJEWSKE MARTA BOHACZY K, SLAWOVHR MROCZKOWSKI

Katedra Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat
Wydzial Hodowli i Biologii Zwicrzat
Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy
ul. Mazowiccha 28, 85-084 Bydgoszez

Analiza polimorfizmu genu hormonu wzrostu (GIH). ktorego produht
wplywa na wicle waznych gospodarcso cech zwierzat. w tym na
wzrost, mas¢ ciala. wydajnos¢ rzezng czy sktad chemiczny tuszy, jest
szezegolnie istotna w odniesieniu do gatunkdw i ras zwierzal o mic-
snym kierunku vzytkowania. Celem badan bylo okreslenie polimorfi-
z/mu genu hormonu wzrostu w populacji polskich koni zimnokrwi-
stych. Materialem badawezym byla krew obwodowa pobrana 7 7y 1y
Jarzmowe] zewnglrznegj od osiemnastu osobnikow rasy polshi kon
simnokrwisty, pochodzacych ze Stadniny Koni Nowe Jankowice.
Polimorfizm  genu GH - okreslono,  stosujye metode PCR-RFLP.
W tym celu amplitikowano fragment genu GIL uzywajac nastepuji-
cych  starterow — It STTCAGGATGTGGGCGCCTTCSS
R: S"TGGGCGTTCTGGATCGAGTATCT3 . Zastosowane  startery
{flankowaly fragment genu o dlugosei 372 pz. obejmujacy H i HI chson
genu, przedzielone intronem. Nastepnic produkt amplifikacji poddano
trawicniu cenzymem restrykeyjnym Alul. Po inkubacji otrzy mane
fragmenty restryheyjne rozdziclono w 2.5% zelu agarozowym 7 do-
datkiem bromhku etydyny. Genotypy poszezegolnyeh osobnikow od-
czylywano poprzes pordwvnanic obrazu otrzymanych  fragmentow
restrykeyjnych 2 markerem dlugosci DNA pUCT9 DNA/Mspl. Na-
stepnie obliczono frehwencje alleli i genotypdw w populacji. Prze-
prowadzona analiza nic wykazala polimorfizmu w locus GEH/Alul.
W badanej populacji genotyp homozygotyczny AA GH/ATul wyste-
powal z frekweneja rowna 100%. Uzyskane wyniki wshazujg, 7¢ ana-
lizowana populacje polskich koni zimnokrwistych charakteryzowal
monomorfizm w ukladzic enzy matycznym GIH/Alul.



Polimorfizm genu hormonu wzrostu i jego wplyw
na wybrane cechy mleczne bydla

OLIWIA WACHOWSKA, BEATA SITKOWSK A, SEAWOMIR MROCZIKOWSKI

Katedra Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat
Wydzial Hodowli i Biologii Zwicrzit
Uniwersytet fechnologiczno-Przyrodniczy
ul. Mazowiecka 28, 85-789 Bydgoszer

Gen hormonu wzrostu (G11), 7 uwagi na wlasciwosci lizjologiczne
i biochemiczne produktu jego ekspresji, zostal uznany za gen kandy-
dujacy, potencjalny QT1.. Wykazano, iz na poczatku V eksonu genu
wystepuje mutacja punktowa, ktorej podiozem molekularnym  jest
substytucja C—G w kodonic CTG. Skuthuje ona zamiang leucyny
(Leu) na waling (Val) w pozycji 127 tancucha aminokwasowego hor-
monu wzrostu. Przeprowadzone badania mialy na celu okreslenie
frekwencji gendw 1 genotypdw hormonu wzrostu oraz zbadanic wplywu
polimorfizmu typu Lew/Val genu GH na cechy mlecznosei bydla,
W badaniach whasnych, stosujac mctodg PCR-RILP, analizowano
DNA 93 krdw rasy holsztyno-fryzyjskic) odmiany czarno-biatej. Okre-
slono frekwenceje alleli i genotypow genu GH oraz wplyw polimorfizmu
LewVal na wydajno$é mlcka, bialka i tluszezu (kg) oras zawartosé
biatka 1 tuszezu (%) w mleku. Dane liczbowe pochodszily z bazy
SYMULEK i dotyezyly laktacji 100-. 305-dniowej oraz dlugicj. Fre-
kwencja alleli 1 genotypdw ksztaltowata si¢ nastgpujaco: Leu — 0.87.
Val - 0,13, Levw/Leu — 0,74, Leuw/Val — 0.26. Genotyp Val/Val nie
wystapil.  Przeprowadzona analiza statystyczna  wykazala istotny
wplyw badanego genotypu na wydajnos¢ micka. biatka. tluszezu
w okresie laktacji 100-dniowej. Ponadto, genotyp wplywal istotnie na
wydajnosé tluszezu w laktacji 305-dniowej i wydajnosé bialka w lak-
tacyi dlugicj. Stwierdzono wysoce istotng zalezno$é migdzy genoty-
pem genu Glla wydajnoseig mileka i bialka w taktacji 305-dniowe;.
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Wystepowanie i wlaseiwosei fizjologiczno-biochemiczne
bakterii heterotroficznych, wystepujacych w toni wodnej
jeziora Nawionek, w Zaborskim Parku Krajobrazowym

JOANNA GUAMINSK A, ANETA OKONIEWSK A, WOJCIECH DONDERSKI

Zaklad Mikrobiologii, Insty tut Biologii Ekspers mentalne;j
Wydzial Nauk Przyrodniczy ch
Uniwersytet Kazimierza Wielkiego
ul. 1. K. Chodkiewicza 30, 85-004 Bydgoszez

Bakteric heterotroliczne stanowig jedng z najliczniejszych grup wsrod
drobnoustrojow wigkszosei srodowisk naturalnych, Glowna ich funk-
cja jest rosklad materii organicznej 1 jej przemiany. Mineralizujae
substancje organiczng. odgrywaja duza rolg w krazeniu materii i ener-
il zbiornikOw wodnych. Pomimo faktu, ze bakterie heterotroficzne
sbiorikow wodnych zdolne sq do metabolizowania roznych zwigz-
Kow organicznych. wiadomosei dotyczace ich aktywnodcei respirome-
tryeznej w zbiornikach wodnych sq nadal shape i fragmentaryczne.
Jezioro Nawijonek, polozone na terenie Zaborskicgo Parku Krajobra-
sowego. jest oligotroficznym jeziorem lobeliowym. ktorego osady
bogate sq w CaCOs. Pod wzgledem termicznym zaliczane jest do gru-
pv jezior polimiktycznyeh, o stosunkowo jednorodnym srodowishu
wodnym. Celem pracy bylo zbadanie wystepowania bakterti w toni
wodnej jeziora Nawioneh oraz ich wiadciwoscei fizjologic/no-bio-
chemicznveh. Badania obejmowaly oznaczenie w roznych porach
roht ogolnej liczby bakterii planktonowych (OLB). ficzebnosci bakice-
rit heterotroficznyeh psychrofilnyeh, rosngeyeh s temperaturze 22°C
(jtk 22°C) i mesofilnych, rosnacych s temperaturze 37°C (jth 37°C)
oraz. ohredlenie ich morfologii. Badano zdolnos¢ bakterii do rozkladu
nicktorych zwigzkow wielko- i drobnoczgsteczkowyceh oraz ahtyw-
nogé  respirometryczng - heterotroficznych  bakterii - psychrolilnyeh
w obeenodcei skrobi, celulozy, sacharozy ., fruktozy i glukozy.



Wplyw mutacji w genic TPM3 na rozwoj zaburzenia
\ Jiw g :
proporcji typu wlékien w mig¢sniach szkicletowych

ANNA LATARSKA, JOANNA MORACZEWSKA
Zaklad Biochemii i Biologii Komaorki, Instytut Biologii Eksperymentainej
Wydzial Nauk Przyrodnicsych
Uniwersytet Kazimicerea Wiclkiego
ul. J. K. Chodkicwicza 30, 85-06-4 Bydgoszcz

Wrodzone zaburzenie proporcii typu wldkien migSniowych (CFTD)
Jest rzadkg odmiang wrodzonej miopatii. Cechuje si¢ niemocy miesni.
hipotonia, postepujacym uposledzeniem zdolnosei ruchowych. Histo-
logicznym zaburzeniem jest nieprawidlowosE w wygladzie wlokien
migsniowych spowodowana hipotrofig wlokien typu I oraz hipertrofia
wlokien tvpu I CFTD jest chorobg cienkiego lilamentu, edyz muta-
cje w genach ACTAT i TPM3, kodujacych aktyng i y-tropomiozyng
(FM), sa najezestszym powodem rozwoju tej choroby. Celem pracy
byla biochemiczna charakterystyka tropomiozyny, zawierajacej dwic
mutacje odpowiedzialne za powstawanie CFTD u ludzi. Mutacje te
polegaly na zamianie res/ty lizyny w pozycji 99 sekweneji T™M na
metioning (L99M) oraz argininy w pozycji 167 na cysteing (R167C).
W pierwszym efapic wprowadzono mutagje punktowe do genu T™M
metoda ukierunkowanej mutagenezy. Nastepnie zmutowany gen wpro-
wadzono do komdrek bakteryjnych, w ktoryeh dokonano ekspresji
bialka zmutowancj TM. Po wyizolowaniu i oczyszezeniu TM prze-
prowadzono analizy funkcjonalne mutantéw. W pordwnaniv z TM
natywna, mutacja R167C wyvwolala /naczne oslabicnie powinowactwa
tropomiozyny do aktyny. Efekt mutacji 1.99M na oddzialywania TM
z aktyna byt slabszy. Regulacja oddzialywan aktyny z miozyng przez
T™ byta analizowana metoda pomiaru aktywnosci ATPazy aktomio-
zynowej. Mutacja R176C powodowala zniesienie aktywacji ATPazy
przez jony Ca’'. W przypadku mutacji L99M proces aktywacji byl
oslabiony. Hamowanic ATPazy aktomiozynowej rowniez bylo silnicj
zabursone w przypadku mutanta R167C, niz mutanta L99M. Otrsy-
manc wyniki wskazujg. Zze przyczyng CFTD na poziomice lunkcjonal-
nym sq zaburzenia w shladaniu filamentow cicnkich we wloknach
typu I oraz nieprawidlowosei w shurczu, w odpowiedzi na aktywujace
stezenia jonow Ca’ .



Analiza zmienno$ci oraz struktury genetyeznej
jako podstawa opracowania programu rewitalizacji
plantacji nasiennej limby (Pinus cembra L.) w Zakopanem

MAGDALENA MATEJA, ARTUR DZIALUK, JAROSLAW BLRCZY K

Katedra Genetyki. Instytut Biologii Eksperymentalnej
Wydzial Nauk Przyrodniczy ch
Uniwersylet Kazimierza Wiclkiego
ul. J. K. Chodkiewicza 30. 85-064 Bydgoszez

Jedynym naturalnym micjscem wystepowania limby (Zinus cembra 1L.)
w Polsce sq Tatry. Z¢ wzgledu na prrystosowania do stresowsch
warunkow abiotyezonyeh, gatunck ten pelni wazna role w ochronic
wysokogorshicgo obszaru i restytucji lasu woreglu gdrmym. W go-
spodarce rezerwatowej Tatrzanskicgo Parku Narodowego coraz czgseiej
obserwuje si¢ zamicranie limby. co stwarza koniecznos¢ przeprowa-
dzania zalesicn, w oparciu o nasiona produkowane na plantacjach.
Obeenic w Polsce brak Tegalnyeh zrodel materiatu rozmnozeniowego
limby — dlatego tak wazne jest podjgeie proby rewitalizacji plantacji
nasicnnej w Zakopanem. W tym celu podjeto badania zmicnnosei
i struktury genctyceznej na tej plantacji. Analizy przeprowadzono na 71
osobnikach plantacji, « wykorzystaniem 10 mikrosatelitarny ch loci
DNA jadrowego oraz 10 loci zlokalizowanych w DNA chloropla-
stowym. Dodatkowo przeprovwadzono analize genu IFGL na podstawie
Korego mozna wnioskowaé o alpejskim lub Karpackim pochodzeniu
osobnikow  znajdujacveh si¢ na  plantacji limby.  Wyniki  badan
wykazaly wystgpowanie na plantacji 5 klonow (od 2 do 5 szezepdw na
Kon) oraz 59 osobnikdw charaktery zujacyeh si¢ unikalnym geno-
typem. Zgodnie 7 przewidywaniami, wickszo$¢ osobnikow (83%)
charakteryzowala si¢ obecnoscia allelu typowego dla osobnikow
pochodzenia karpackicgo. Zgromadzone informacje beda mogly by¢
wyhorzystane w pracach nad rewitalizacjy plantacji tak. aby mogla
sta¢ si¢ ona legalnym Zrodiem vasion i zapewni¢ kontynuacje istnicnia
sagrozonego gatunku.
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Zmienno$¢ genetyezna pszezoly miodnej (Apis mellifera)
z rejonu polnoeno-wschodniej Polski
na podstawie analizy DNA mitochondrialnego

MONIKA SKIERA, ANDRZES OLERS A, JAROSLAW BURCZYK

Katedra Genetyki. Instytut Biologii Eksperymentalnej
Wydzial Nauk Przyrodniczych
Uniwersytet Kazimierza Wielkiego
ul. J. K. Chodkiewicza 30, 85-064 Bydgoszez

Znajomosé zmiennosei genetyeznej pszezoly miodnej jest niezwykle
istotna dla wlasciwe] ochrony zasobow genowych pszezol. Rodzime
populacie Apis mellifera mellifera staly si¢ zagrozone w zwiqzku
7 wprowadzaniem obeych ras — bardziej przydatnych z ekonomiczne-
20 punktu widzenia. Przeprowadzone badania mialy okresli¢ poziom
introgresji obeych podgatunkow (Apis mellifera carnica) w popula-
cjach pszezob polnocno-wschodniej Polski. Przebadano 83 rodziny.
lacznie 1876 osobnikdw z dwaeh linii: Augustowskiej 1 Polnocne;.
Analizy prowadzono na DNA mitochondrialnym. co umozliwilo usta-
lenie pochodzenia pszezol w o linii matecznej 1 wyhrycie matek
z obeych linit. Do badan wykorzystano nickodujacy fragment DNA.
obejmujacy region migdzy pienvszy a drugg jednostkg oksydazy cyto-
chromowej (COI 1 COIN. Przeprowadzono analize PCR-RFLP
zuzyciem primerow B2, 112 oraz enzymu restrykeyjnego Dral. Ana-
liza fragmentow restrykeyjnyveh pozwolila na identyfikacje haploty-
pow rodzimych (M4, M4d™) i obcych (C2). Badania wykazaly, ze az
30% rodzin sawiera obee haplotypy. Co wigeej. haplotyp C2 stwier-
dsono u prawie 22% przebadanych rodzin, pochodzacych z zamhnig-
tego rcjonu hodowli w Puszezy Augustowskiej. Wyniki te wskazuja.
z¢ introgresja obeych gendw w rodzimych populacjach jest duza, co
zagraza zachowaniu rodzimej puli genetycznej. W celu zwigkszenia
skuteeznosei  ochrony  zasobow  genetycznych  nalezy  wyhluczac
7 hodowli matki posiadajace obey haplotyp i prowadzi¢ stala kontrole
populacji. Kluczowe w tym wzgledzie moga by¢é badania genetyczne.
htore jednoznacznie okreslajg pochodsenie matek. dlatego tez powin-
ny stac sig one wiarygodng alternatvwg dla oceny opartej o cechy
morfologiczne.
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Lfekty zastosowania enzymoéw degradujacych polisacharydy
nieskrobiowe PNS w produkcji bioetanolu
wedlug zatozen technologii BUS

DOROTA TOCHA, GRZEGORZ KELOSOWSKI

Zaklad Biotechnologii, Instytut Biologii Ekspery mentalnej
Wydzial Nauk Przyrodniczych
Uniwersytet Kazimierza Wiclkiego
ul. J. K. Chodkiewicza 30, 85-064 Bydgoszcz

Jednym z problemow. mogacych wystapi¢ w trakcie produkeji bioeta-
nolu (szczegolnie w technologii bezcisnieniowego uwalniania skrobi
BUS), jest nadmierna lepkos¢ podloza fermentacyjnego, spowodowa-
na wystgpowaniem w surowcach pochodzenia roslinnego (zyto i psze-
nica) polisacharydow nieskrobiowych (arabanoksylany, B-glukan) oraz
celobiozy. Utrudnia ona prowadzenie jednostkowych operacji technolo-
cicsnych (mieszania, przepompowywania, wymiany ciepla, destylacji).
Celem badan byta ocena wplywu preparatow enzymatycznych degradu-
Jacyeh PNS (ksylanazy, B-glukanazy. celulazy firmy Novozymes) na
zmiany lepkosci podloza, przebicg i podstawowe wskazniki fermentacji
alkoholowej (cnergi¢, produktywnosé, wydajnosé) oraz stan fizjolo-
giczny drozdzy S. cerevisiae. Do pomiardw lepkosci kinetycznej podlo-
zy fermentacyjnych wyl\ol‘zyslmio wiskozymetr kapilarny Ubbcelohde a.
Hydroliz¢ skrobi prowadzono z zastosowaniem preparatu termostabil-
nej o-amylazy bakteryjnej (Termamyl S.C.) oraz amyloglukozydazy.
pochodzacej z genetyeznie modylikowanego szezepu A niger (SAN
Eatra L), Najwigksza redukeje lepkosci podloza fermentacyjnego 7za-
obserwowano po aplikacji preparatu ksylanazy, pochodzgeej od gene-
tycznie modytikowancgo szezepu A, oryzae (8-10 -krotny spadek
w porownaniu z probg kontrolng). ekt wystepowal zardwno na cla-
pie procesu vacicrania (hydroliza enzymatyczna skrobi), jak rownicz
wtrakcie trzydobowej fermentacji. Odnotowano znaczqey wzrost
produktywnosci fermentacji w poszezegolnych fazach. co bylo skore-
fowane £ rosnacym szybciej stezeniem etanolu oraz wyzszy wydajno-
$cia koncowy ctanolu (wzrost z 537,12 do 65,5 dm’ BtO1-100 ke !

skrobi). Nic stwicrdzono negatywnego wplywu preparatu ksylanazy

na 7ywotnos¢ i aklywnosé fermentacyjng drozdzy.












