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Wplyw wartosci nawozowej obornika na zawarto$¢
selenu ogoétem i jego frakcji fitodostepnych w glebie
pod uprawg jeczmienia jarego

MAN1A CZECHOWICZ, KATARZYNA BOROWSKA

Katedra Biochemii
Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii, UTP
ul. Bernardynska 6/8 85-029 Bydgoszcz

Z punktu widzenia potrzeb zywieniowych zwierzgt zawartosé selenu
w glebach waha sig od ilosci deficytowych do silnie toksycznych.
Wystgpowanie tego pierwiastka na kilku stopniach utlenienia powodu-
Jje jego odmienne zachowanie si¢ w $rodowisku glebowym 1 powsta-
wanie roznych form mobilnych. Przypuszcza sig, ze selen ma znaczenie
w metabolizmie roslin, zwlaszcza akumulujacych go w duzych ilo-
sciach. Celem pracy byto okreslenie wptywu sposobu przechowywa-
nia obornika, nawozenia azotem oraz glebokosci pobierania probek
glebowych na zawartoé¢ selenu ogdtem oraz jego frakeji fitoprzyswa-
jalnych w glebie pod uprawa jeczmienia jarego. Probki gleby ptowe;j
pobrano z doswiadezenia zalozonego przez IUNG w Putawach na
terecnic RZD Grabow n/Wisty. Zawartos¢ selenu ogétem w glebie
oznaczono mctoda Watkinsona, natomiast ekstrakcje selenianow(1V)
1 (V1) metoda Chao 1 Sanzolone w modyfikacji Wang i Chen. Zawartosé
selenu ogdtem w glebie miescita sie w zakresie 0,056-0,464 mg-kg ™'
i byla determinowana jedynie nawozeniem azotowym. Zawartos¢ se-
lenianow(IV) istotnie zalezata od nawozenia obornikiem i byla naj-
wyzsza na obiektach, na ktorych stosowano obornik przechowywany
w warunkach tlenowych. W przypadku seleniandw(V]) wszystkie
czynniki doswiadczenia istotnie wplywaly na ich zawarto$¢ w glebic.
Udziat frakeji fitoprzyswajalnych w catkowitej zawartosci sclenu
w warunkach doswiadezenia ksztattowat si¢ na poziomic od 4,8%
w glebie kontrolncj do prawie 10% w glebie z obiektow, na ktorych
stosowano obornik przechowywany w warunkach tlenowych.
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Wplyw wartosci nawozowej obornika na zawarto§¢
selenu i jego frakeji fitoprzyswajalnych w glebie
pod uprawa pszenicy ozimej

MARLENA GRABOWSKA, KATARZYNA BOROWSKA

Katedra Biochemii
Wydziat Rolnictwa 1 Biotechnologii, UTP
ul. Bernardynska 6/8, 85-029 Bydgoszcz

Selen jest waznym biopierwiastkiem dla organizméw zywych, gdyz
zarowno jego niedobor jak i nadmiar moze przyczyniaé¢ si¢ do po-
wstawania wielu chorob, zwtlaszcza u ludzi i zwierzat. Celem pracy
bylo okreslenie wptywu sposobu przechowywania obornika, nawoze-
nia azotem oraz glgbokosci pobierania prébek glebowych na zawar-
to$¢ selenu ogétem oraz jego frakeji fitoprzyswajalnych w glebie pod
uprawa pszenicy ozimej. Prébki glebowe pobrano z doswiadczenia
prowadzonego przez IUNG w Putawach na terenie RZD Grabow nad
Wisty. Zawartos¢ selenu ogdtem w glebie oznaczono metoda Watkin-
sona, natomiast seleniany(IV) oraz (VI) wyekstrahowano zgodnie 7 pro-
cedurg Chao i Sanzolone w modyfikacji Wang i Chen. Zawartos¢ se-
lenu ogdtem w glebie z obiektow, na ktorych obornika nic stosowano,
miescila si¢ w zakresic 0,164-0,337 mg-kg'. Nawozenie obornikiem,
zwlaszcza przechowywanym w warunkach beztlenowych, spowodo-
wato wzrost zawartosci Se ogotem w glebie o ponad 70%. Zawartosé
Se ogdtem w badanej glebie byta takze determinowana gl¢bokoscia
pobierania probek. Nie stwicrdzono natomiast istotnego wptywu na-
wozenia azotem na zawarto$é tego mikroclementu w glebie. Zawartos¢
selenianow(IV) istotnie zalezala od sposobu przechowywania obornika
oraz nawozenia azotem. W przypadku selenianow(V1) wszystkie trzy
czynniki byly istotne statystycznie. Udzial frakcji fitodostgpnych wy-
nosit od 5,6% do 10% catkowitej zawartosci tego picrwiastka w bada-
nej glebie i byt najwyzszy na obiektach, na ktorych stosowano obornik
przechowywany w warunkach tlenowych.



Wykorzystanie techniki PCR do okre$lania przynaleznoSci
gatunkowej i potencjalnej zdolnosci mikotoksynotworczej
izolatow Fusarium sambucinum (Fuckel) pochodzacych
z sucho gnijgcych bulw Solanum tuberosum

EwA BLAZEJCZAK, CZESLAW SADOWSKI

Katedra Fitopatologii 1 Mikologii Molekularnej
Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii, UTP
ul. Ks. A. Kordeckiego 20, 85-225 Bydgoszcz

Fusarium sambucinum jest jednym z gléwnych patogendw atakuja-
cych bulwy ziemniaka, wywotujgc suchg zgnilizne. Choroba ta powo-
duje duze straty w plonach tych waznych gospodarczo ro$lin. Szcze-
golnie grozng wlasciwoscig Fusarium sambucinum jest produkcja miko-
toksyn, takich jak trichoteceny i enniatyny, ktére negatywnie wply-
waja na zdrowie zwierzat i ludzi, wywotujac mikotoksykozy. Celem
prowadzonych badai bylo wykazanie obecnosci grzybow w sucho
gnijgcych bulwach ziemniaka oraz sprawdzenie potencjalnej zdolnosci
wyizolowanych szczepow do tworzenia trichotecendw z grupy A oraz
enniatyn. W tym celu sporzgdzono kultury jednozarodnikowe z chorej
tkanki bulw ziemniaka, oznaczonych wczesniej przy uzycin mikro-
skopu jako gatunck F sambucinum. Nastgpnie, z otrzymanych kultur
wyizolowano DNA i przeprowadzono testy przy uzyciu techniki PCR.
Uzyskane w reakeji PCR produkty poddano rozdziatowi elektrofore-
tycznemu w zelu agarozowym. Wykazano, ze nie wszystkie izolaty
zidentyfikowane wczesniej przy pomocy klucza mikologicznego jako
F sambucinum nalezaty do tego gatunku. Brak produktu PCR wykryto
w dwoch z 44 izolatow, ktore odrzucono w dalszych badaniach.
W testach prowadzonych na okreslenie potencjalnej zdolnosci do two-
rzenia mikotoksyn wykazano, ze wszystkie izolaty posiadaly geny wa-
runkujgce synteze enniatyn, natomiast nie wszystkie wykazaty zdol-
nos$¢ do tworzenia trichotecenow z grupy A. Prowadzonc sa dalsze ba-
dania majgce potwierdzi¢ brak zdolnosci tych izolatow do wytwarza-
nia trichotecenow z grupy A.



Wykorzystanie metody PCR do identyfikacji endofita
Neotyphodium lolii oraz jego wplyw na indukcje
specyfieznych mechanizmow obronnych w ro§linie

KATARZYNA KOCZWARA, DARIUSZ PANKA

Katedra Fitopatologii i Mikologii Molekularnej
Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii, UTP
ul. Ks. A. Kordeckiego 20, 85-225 Bydgoszcz

Zycica trwata (Lolium perenne) jest trawa o duzym znaczeniu gospo-
darczym w Polsce. Jednakze istotnym problemem podczas jej uprawy
sa choroby grzybowe, wywotywane m.in. przez Fusarium spp. Ich
szkodliwos¢ moze by¢ ograniczana dzigki wykorzystaniu naturalnych
uktadow symbiotycznych, jakie zawigzuje zycica trwata z endofitem
Neotyphodium lolii. Symbiont moze stymulowaé wzrost i rozwoj tra-
wy, a takze zwicksza¢ odpornosc na biotyczne i abiotyczne czynniki
stresowe. Celem przeprowadzonych badan byta identyfikacja N. lolii
w kolekcji ekotypow zycicy trwatej, za pomoca metody molekularnej
oraz okreslenie wptywu symbionta na indukowanie w roslinie specy-
ficznych mechanizméw obronnych, do ktérych zalicza si¢ produkcje
litycznych enzymoéw biatkowych z grupy 1,3-B-glukanaz oraz chity-
naz. Detekcj¢ grzybni endofita przeprowadzono w oparciu o metodg
PCR. Do izolacji DNA wykorzystano DNEasy Plant Mini Kit firmy
QIAGEN. W warunkach wazonowych oznaczano zawartos¢ chitynaz
1 glukanaz w roslinach zasiedlonych (E+) i niezasiedlonych (E-) przez
endofita, w odstgpach 0, 1, 2, 3, 4 i 5 dni od zainfekowania przez
Fusarium poae. Enzymy ekstrahowano buforem octanowym. Aktyw-
nos¢ enzymatyczng oznaczono metoda reakcji z kwasem DNS, po
uprzedniej inkubacji uzyskanych ekstraktow z zawicsing koloidalnej
chityny i roztworem laminaryny. Zasiedlenie badanej kolekcji ekotypow
ksztattowato si¢ na srednim poziomie. Obecnos¢ endofita miata wplyw
na podwyzszong zawarto$¢ zarowno chitynaz, jak i glukanaz w zycicy
trwatej. Ich zawarto$¢ byta wyzsza w kombinacjach E+ takze po
infekcji przez F poae. Zawartosé enzymow wzrastata w poczgtkowym
_okresic, a nastgpnic nieznacznic malata. Uzyskane wyniki wskazuja na
Istotng rolg enzymow litycznych w mechanizmic wyzszc] odpornosci
roslin z endofitem N, /o/ii na porazenie przez patogeny (£ poae).



Analiza molekularna ziarna pszenicy jarej
(Triticum aestivum L.) inokulowanej Fusarium graminearum
Schwabe, chronionej zréznicowanymi dawkami fungicydoéw,

pod katem obecnosci gen6w warunkujacych
tworzenie mikotoksyn

ANNA LESZCZYNSKA, ALEKSANDER LUKANOWSK]

Katedra Fitopatologii 1 Mikologii Molekularne)
Wydziat Rolnictwa 1 Biotechnologii, UTP
ul. Ks. A. Kordeckiego 20, 85-225 Bydgoszcz

Fusarium graminearum jest czgscia kompleksu patogenicznego, wy-
wotujacego jedng z najgrozniejszych chorob pszenicy — fuzarioze
ktosow. Porazenie przez patogen, oprocz obnizenia masy ziarniakow,
powoduje skazenie ziarna metabolitami wtérnymi, ujemnie wplywaja-
cymi na zdrowie ludzi i zwierzagt. Mikotoksynami najczgscie] wytwa-
rzanymi przez F. graminearum sg zearalenon (ZEA) oraz trichoteceny
grupy B, deoksyniwalenol {DON) i niwalenol (NIV). Celem pracy byta
identyfikacja genow warunkujgcych tworzenie mikotoksyn w ziarnie
pszenicy jarcj chronionej réznymi fungicydami, stosowanymi w trzech
dawkach: zalccanej, zmniejszonej i zwigkszonej w stosunku do ilosci
optymalnej. Diagnostyke molekularng oparto na tancuchowej reakeji
polimerazy (PCR), wykorzystujac specyficzne startery typu SCAR.
Analiza ziarna potwicrdzita obecnos¢ grzybdéw rodzaju Fusarium,
zidentyfikowany zostat rownicz gatunek /. graminearum. Potwicr-
dzono zdolno$¢ 1zolatow F. graminearum do tworzenia trichotecenow
(Tri4 1 Tri5), w tym chemotypow DON, NIV (MinusTri7 1 Tri7NIV)
1 zcaralenonu (PKS4). Badania uzupelniono o analize chromatogra-
ficzng HPLC w celu okreslenia ilosei trichotecendw grupy B oraz test
immunoenzymatyczny ELISA pod kgtem zawarto$ct ZEA w ziarnic.
Zaobserwowano zalcznos$¢ pomigdzy poziomem mikotoksyn a zasto-
sowanymi dawkami fungicydow. W poréwnaniu z prébg kontrolng,
pozbawiong ochrony fungicydowej, obnizona dawka substancji ak-
tywnej wywotata zwigkszong syntez¢ toksyn fuzaryjnych.



Analiza molekularna ziarna pszenicy ozimej (Triticum
aestivum L.), inokulowanej izolatami Fusarium culmorum,
chronionej zroznicowanymi dawkami fungicydow,
pod katem obecnosci genow warunkujacych
tworzenie mikotoksyn

KATARZYNA ZAWADZKA, ANNA BATURO-CIESNIEWSKA

Katedra Fitopatologii i Mikrobiologii Molekularnej
Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii, UTP
ul. Ks. A. Kordeckiego 20, 85-225 Bydgoszcz

Grzyby rodzaju Fusarium sa sprawcami fuzariozy ktosow wielu zboz,
powodujacej obnizenie plonu i pogorszenic jego jakosci, m.in. na sku-
tek skazenia mikotoksynami. Do groznych toksyn fuzaryjnych nalezg
trichoteceny grupy B: deoksyniwalenol (DON) 1 niwalenol (NIV) oraz
zearalenon (ZEA), produkowane m.in. przez F. culmorum. lzolaty
tego grzyba postuzyly do sztucznej inokulacji pszenicy ozimej, chro-
nionej zréznicowanymi dawkami fungicydow zawierajacych azoksy-
strobing, metkonazol oraz protiokonazol z tebukonazolem. Celem ba-
dan bylo okreslenie czy fungicydy, stosowane w dawkach zmniejszo-
nych lub zwigkszonych w stosunku do zalecanych, wptywajg na pro-
dukcje mikotoksyn. Wykorzystujae specyficzne startery typu SCAR
w reakcji tanicuchowej polimerazy (PCR) stwicrdzono wystgpowanie
grzybow Fusarium spp. oraz F. culmorum we wszystkich probach
ziarna. Dokonano tez identyfikacji genu PKS4, warunkujacego zdol-
nos¢ do produkeji ZEA i genow odpowiedzialnych za tworzenie tricho-
tecenow (analiza TriS), w tym z grupy B (7vi4) oraz DON (MinusTri7).
llodciowe oznaczenie mikotoksyn w ziarnie przeprowadzono na zle-
cenie KFIMM w IHAR PiB w Radzikowie, w oparciu o analiz¢ chro-
matograficzng i immunoenzymatyczng. Na podstawic otrzymanych wy-
nikow stwierdzono ekspresj¢ zidentyfikowanych genow i1 wykazano, ze
nieodpowiedni dobor preparatu lub jego dawki, szezegolnic zbyt nis-
kiej, moze wywotac¢ efekt niepozadany, stymulujac grzyba do zwigk-
szonej produkeji szkodliwych mctabolitow.



Stymulacja eksplantatow merystematycznych
i niemerystematycznych siewek papryki odmiany Bryza
w kierunku somatycznej embriogenezy in vitro

MARTA AUGUSTYNIAK, ANDRZEJ GATZ
Katedra Fizjologii Roélin i Podstaw Biotechnologii
Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii, UTP
ul. Bernardynska 6/8, 85-029 Bydgoszcz

Somatyczna embriogeneza jest wykorzystywana do mikrorozmnaza-
nia roslin o cennych cechach uzytkowych badz takich, u ktorych pro-
ces produkeji nasion jest utrudniony lub zbyt dlugotrwaty. Pomimo, iz
warunki do indukcji zarodkow somatycznych zostaly opracowane dla
roznych gatunkow roélin, nadal istniejg gatunki opornc pod tym
wzgledem; nalezy do nich papryka. Niniejsze badania miaty na celu
stymulacj¢ eksplantatow 14-dniowych siewek (wierzchotka wzrostu,
hipokotylu, dystalnej i proksymalnej czgsci liscienia) papryki rocznej
(Capsicum annuum L.) odmiany Bryza do formowania zarodkow so-
matycznych. W pracy zastosowano pozywk¢ MS stalg i ptynna, za-
wierajgea w jednym wariancie TDZ (0,1 mg-dm™), w drugim BAP
(3 mg-dm *) 7 2,4-D (2 mg-dm™). Ponadto, cksplantaty poddano réwniez
jednodniowej prekulturze 7 wysokim poziomem BAP (30 mg-dm °)
1 zréznicowanym stezeniem sacharozy (3 1 8%). Po 8 tygodniach kul-
tury z eksplantatow uzyskano kalus embriogenny i inne jego rodzaje
oraz obscrwowano organogenez¢. Najefektywniej kalus embriogenny
byt formowany na dystalnej 1 proksymalnej czgéei liscienia (100%
eksplantatow), inkubowanych na pozywce statej, w przeciwiciistwic
do pozywki plynnej, w przypadku ktorej taki typ kalusa nie tworzyt
sie. TDZ w przeciwienstwie do BAP z 2,4-D nie stymulowat kalusa
embriogenncgo tylko organogenczg, gtownie w eksplantatach mery-
stematycznych — wierzchotkach pedu — i nicmerystematycznych: hipo-
kotylach, lecz tylko na pozywce zestalonej agarem; na pozywcee ptyn-
nej nie odnotowano ani pgdo-, ani ryzogenczy.



Stymulacja eksplantatow z dojrzatych zarodkéw papryki
(Capsicum annuum L.) odmiany Bryza w kierunku
somatycznej embriogenezy w warunkach in vitro

ALDONA LEWICKA, ANDRZEJ GATZ

Katedra Fizjologii Ro$lin 1 Podstaw Biotechnologii
Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii, UTP
ul. Bernardynska 6/8, 85-029 Bydgoszcz

Embriogeneza somatyczna jest procesem, w ktérym z komorek soma-
tycznych tworza si¢ zarodki przybyszowe, przechodzace stadia rozwo-
jowe podobnie jak zarodki zygotyczne. Proces ten wykorzystuje si¢ do
masowego, wegetatywnego rozmnazania roslin w warunkach in vitro.
Celem badan byto zaindukowanie somatycznej embriogenezy w eks-
plantatach z dojrzatych zarodkow zygotycznych papryki (Capsicum
annuum L.) odmiany Bryza. Do stymulacji tego procesu zastosowano
BAP (3; 30 mg-dm™), 2,4-D (2 mg-dm *), standardowe i podwyzszo-
ne stezenie sacharozy (3; 8% w/o), dwie formy pozywki MS — stala
i ptynna oraz jednodniowg prekulturg z wysokim poziomem BAP
(30 mg-dm™). Eksplantaty z zarodkéw zygotycznych inkubowane byty
w warunkach 16-godzinnego fotoperiodu, przy nat¢zeniu Swiatla
60 umol'm*-s™' i temperaturze 25°C. Po przedtuzonej do 8 tygodni
kulturze analizowano eksplantaty na obecnos¢ zarodkéw somatycz-
nych, jak rownicz okreslano ich cechy morfologiczne. Najefektywniej-
sze formowanie zarodkoéw somatycznych miato micjsce na cksplanta-
tach z ptynnej pozywki MS zawicrajacej 3 mg-dm™ i 2 mg-dm™ 2,4-D,
a takze sacharoz¢ w stgzeniu 8% w/o. W tym przypadku otrzymano
zarobwno najwigkszg czgstotliwos$¢ embriogencrzy (42,5% cksplanta-
tow), jak rowniez najwigksza wydajno$¢ (20 zarodkow/eksplantat).
Pozywka o tym samym skiadzie jak opisana powyzcj, lecz zestalona
agarem, byta 3-krotnic mnicj cfcktywna. Pozytywny elckt w stymulacji
somatycznej embriogenezy otrzymano rowniez na plynnej pozywce
MS z wysokim st¢zeniem BAP (30 mg-dm ), pizy stezeniach sacha-
rozy zaréwno 3, jak 1 8%. Formowaniu zarodkow somatycznych towa-
rzyszyt gtownic kalus o duzej spojnosci komorek, guzetkowatej po-
wierzchni 1 brazowej barwic.



Wplyw AgNO; na transformacje¢ genetyczng
gorczycy bialej (Sinapis alba 1..) odmiany Nakielska
za pomocg Agrobacterium tumefaciens

RADOSLAW SZARPATOWSKI, JOANNA TROCZYNSKA
Katedra Fizjologii Roélin 1 Podstaw Biotechnologii
Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii, UTP
ul. Bernardynska 6/8, 85-029 Bydgoszcez

Gorezyca biala jest jednoroczng, jarg roslina oleista nalezaca do ro-
dziny Brassicaceae. Gtowna czegscig uzytkowa Sinapis alba sa bogate
w ttuszcz i bialko nasiona o bardzo korzystnym sktadzie aminokwa-
sowym. Do podstawowych zwigzkow, limitujgcych ich wykorzystanic
w przemysle spozywezym 1 paszowym, naleza glukozynolany i kwas
erukowy. Ze wzgledu na wysoka samoniezgodno$¢ gorczycy bialej
uzyskanic nowych odmian tradycyjnymi metodami hodowli jest czaso-
chtonne. Wykorzystanic nowoczesnych technik biotechnologii, takich
jak transformacja genetyczna, moze znaczgco przyspieszy¢ postep ho-
dowlany S. alba. Tymczasem, gorczyca biata nalezy do gatunkow
trudno regenerujacych w kulturach in vitro. Celem doswiadczenia
byto okreslenie optymalnej dawki azotanu srebra, inhibitora percepcji
ctylenu, do udoskonalenia potencjatu regeneracyjnego transformowa-
nych eksplantatdw, Nasiona gorczycy biatej odmiany Nakielska pod-
dano dwustopniowej sterylizacji 1 inokulowano na agarowa pozywke MS.
Z 7-9-dniowych sicwek izolowano 0,5-1 ¢m segmenty hipokotylowe,
ktore inkubowano przez 30 minut w zawiesinic Agrobacterium tumefa-
ciens 0 wartoscl ODggo = 0,3, 24- god/mna} kokulturg prowadzono na
pozywce regeneracyjnej, zawicrajgeej 0,1 mg: dm” NAA i 1,0 mg-dm™
BAP. Nastepnic cksplantaty przenoszono na $wiczg pozywke, uzupet-
niong o antybiotyki i azotan srebra o jednym z pigciu stgzen: 0, 30, 60,
90 lub 120 uM. NajniZsza liczb¢ hipokotyli regenerujgcych pedy uzy-
skano na pozywce z 01 60 pM AgNO; (po 5%). Przy uzyciu azotanu
srebra o stezeniu 30, 90 1 120 uM procent eksplantatow tworzacych
pedy byl najwyzszy 1 wyniost odpowiednio 15, 15 1 25%. Na podsta-
wie obserwacji z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego stwier-
dzono ekspresje GFP u 12% pedow.



Cytometryczne badanie endoreduplikacji w siewkach
jednorocznych gatunkow z rodziny Fabaceae

AGATA BATOR, ELWIRA SLIWINSKA

Zaktad Biologii Molekulamej i Biotechnologii
Katedra Genetyki i Biotechnologii Roslin
Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii, UTP

al. Prof. S. Kaliskiego 7, 85-789 Bydgoszcz

Endorcduplikacija jest to zjawisko polcgajace na zwielokrotnieniu za-
wartosci DNA z pominigciem mitozy. W wyniku tego procesu pow-
stajg endopoliploidalne komorki, ktére tworzg polisomatyczne organy.
Proces ten jest powszechny u roslin okrytozalgzkowych, jednakze in-
tensywnos¢ samej cndoreduplikacji jest zalezna od rodziny, gatunku,
cyklu zyciowego i organu rosliny. Specyficzny wzor endopoliploidy-
zacji w okreslonych organach sugeruje, ze proces ten jest czgscig roz-
woju roslin i jest niczbgdny do roznicowania oraz specjalizacji poszcze-
golnych komérek. Za pomoca cytometrii przeptywowej okreslono
udziat komorek o roznej zawartosci DNA u 12 gatunkéw z rodziny
Fabaceae. Analizie poddano korzen, hipokotyl i liscicnh w dwdch fa-
zach rozwojowych: (I) roztozonych liscieni (gatunki kictkujgce epi-
geicznic), badZ po ukazania si¢ cpikotylu nad powicrzchnia gleby (ga-
tunki kictkujace hipogcicznie), (IT) pojawicnia si¢ pierwszej pary lisci.
Okreslono procentowy udziat jader 7 rézna zawartoscia DNA oraz
obliczono $rednig ploidalnos¢. Wszystkic badane gatunki okazaty si¢
polisomatyczne, jednakze liczba endocykli byta organospecyficzna.
Najwyzszg zawartos¢ DNA zaobscrwowano w liscieniu (4 endocykle
— 64C); w organic tym odnotowano rownicz u wigkszosci gatunkow
wzrost srednicj ploidalnosei wraz z przejéciem do drugiego stadium
rozwojowego. W hipokotylu srednia ploidalnos$¢ u 7 gatunkéw pozo-
stata bez zmian, w korzeniu za$ nic zaobscrwowano wyraznego kie-
runku tej zaleznosci. Wyniki badan pozwolity takze potwicrdzi¢ hipo-
tezg, ze liczba endocykli jest negatywnic skorelowana v wiclkoscia ge-
nomu.



Polisomatyczno§¢ w organach siewek roslin wieloletnich
z rodziny Fabaceae

MALGORZATA IWANSKA, ELWIRA SLIWINSKA

Zaktad Biologii Molekularnej i Biotechnologii
Katedra Genetyki i Biotechnologii Roélin
Wydziat Rolnictwa 1 Biotechnologii, UTP

al. Prof. S. Kaliskiego 7, 85-789 Bydgoszcz

Polisomatyczno$é to obecno$é¢ komorek o roznej zawartosci DNA
w danym organie lub tkance. Przyczyng tego zjawiska jest endoredu-
plikacja, czyli proces zwielokrotnienia zawarto$ci DNA w jadrze, po
ktorym nic nastgpuje mitoza. Endoreduplikacja prowadzi do powsta-
nia endopoliploidalnych jader, czyli takich, ktore zawicrajg wigcej niz
4C DNA. Intensywnos$¢ endoreduplikacji jest rozna w zaleznosci od
organu. Przy uzyciu cytometru przeptywowego zbadano intensywnosé
cndoreduplikacji u 12 gatunkow roslin wieloletnich z rodziny Faba-
ceae, nalezgcych do 3 podrodzin: Caesalpinioideae, Faboideae, Mi-
mosoideae. Kazdy z gatunkéw byt badany w dwdch fazach: (1) rozto-
zonych liscieni dla gatunkow kietkujgcych epigeicznie lub epikotylu
wznicsionego nad powierzchnie gleby dla gatunkéw kietkujgeych hi-
pogeicznie oraz (1) — pierwszego liscia. W kazdej fazie analizie cyto-
melrycznej poddano korzen, todyge i liscien lub picrwszy lis¢. We
wszystkich prabach stwierdzono obecnosé jgder 2C i 4C. Najwyzszy
poziom cndoploidalno$ci zaobserwowano w liscieniach Lupinus poly-
phyllus w obu fazach rozwojowych oraz w 11 fazie u Acacia smallii
(32C). Natomiast najnizsza srednia endoploidalno$¢ wystapita u Cas-
sia artemisioides. Istotny spadek ploidalnosci w czasic rozwoju zaob-
scrwowano w hipokotylu u prawic wszystkich badanych gatunkow
w Il fazie (wyjatek stanowit Lupinus polyphyllus). W przypadku ko-
rzenia tylko u 4 gatunkow zaobserwowano spadek ploidalnoset w Il fa-
zie. W liscieniu u 4 gatunkow w 1 fazic nastgpit wzrost ploidalnodci.
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Zmiany efektywnoS$ci androgenezy u Capsicum spp.
pod wplywem 2,4-D

ANDRZEJ KRAJEWSKL, DOROTA OLSZEWSKA, PAWEL NOWACZYK

Katedra Genetyki 1 Biotechnologii Roslin
Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii, UTP
ul. Bernardynska 6/8, 85-029 Bydgoszcz

Androgeneza jest procesem, w wyniku ktorego uzyskuje si¢ rosliny
z gametofitu meskiego. U roshin wyzszych proces taki moze by¢ indu-
kowany poprzez poddanie pylnikow lub mikrospor kulturze w warun-
kach in vitro. W efekcie androgenezy uzyskuje si¢ haploidy lub po-
dwojone haploidy. Otrzymane regeneranty sa idealnym materiatem do
badan genetycznych i hodowlanych. Wykorzystuje si¢ je migdzy in-
nymi w selekeji mutantéw, tworzeniu roslin transgenicznych, mapo-
waniu genomow, poszukiwaniu markerow, itd. Przez poliploidyzacje
haploidow w krotkim czasie otrzymuje si¢ wysoce homozygotyczne
linie. Papryka ma duze znaczenie ckonomiczne i gospodarcze oraz jest
wdzigcznym obiektem badan w biotechnologii. Zbadano wplyw egzo-
genncgo traktowania roslin 2,4-D na cfektywnos¢ androgenczy. W ba-
daniach wykorzystano trzy micszance ¥, Capsicum spp. Dwa z nich
silnie zarcagowaty na traktowanic. W przypadku odmiany King Ar-
thur ¥y, w wyniku stymulacji 2,4-D odpowied” androgeniczna wzrosta
z 1,36 do 3,86%. U formy 405x"Luba’ clektywnos¢ wzrosta z 21,64 do
42,08%. Mieszanicc 405%°Sono’ zarcagowat inaczej. Matcriat nietrak-
towany dal odpowied7 na poziomic 33,61%, a traktowany — 27,66%.
W sumie, z catego doswiadczenia, uzyskano 106 haploidow (4,81%),
32 diploidy (1,45%) i 18 miksoploidow (0,82%). Uzyskano takze 195
korzeni (8,85%) i 81 zarodkow (3,68%), ktore nie podj¢lty dalszego
rozwoju. Czgsei roslin nic udato si¢ zaanalizowac¢ z¢ wzgledu na wy-
stgpienie zakazen (0,36%) lub wysokie deformacje, uniemozliwiajgce
przygotowanic prob do analizy (1,77%).
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Wykorzystanie metody RAPD w analizie
form mieszancowych Capsicum spp.

PAWEL LEWINSKI, DOROTA OLSZEWSKA

Katedra Genetyki i Biotechnologii Roslin
Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii, UTP
al. Prof. S. Kaliskiego 7, 85-789 Bydgoszcz

Znaczenle gospodarcze ro$lin z rodzaju Capsicum nieustannic sie
swigksza. Sg one cenionym surowcem nie tylko w przemysle spozyw-
czym, ale takze farmaceutycznym i kosmetycznym. Mimo duzej roz-
norodnosci fenotypowej uprawiane obecnie komercyjnie odmiany
papryki sg tylko w niewielkim stopniu zroznicowane pod wzgledem
genetycznym. Mozna je identyfikowaé 1 oceniaé stosujge izoenzymy,
opisy mortologiczne lub techniki biologii molekularnej. Jedng 7 takich
metod jest RAPD — losowa amplifikacja polimorficznego DNA (ang.
Random Amplified Polymorphic DNA). Znalazta ona szerokic zasto-
sowanie w pracach hodowlanych: stosuje si¢ ja do identyfikacji od-
mian, technika RAPD pozwala okresli¢ czysto$¢ i zmienno$é gene-
tyczng oraz tworzy¢ mapy genetyczne. Celem ninigjszej pracy byto
opracowanie markeréow RAPD réznicujgeych linie uprawne z rodzaju
Capsicum, uzyte w doswiadczeniu jako formy rodzicielskie krzyzo-
wan, oraz dalsze ich wykorzystanic do identyfikacji mieszancow we-
wnatrz- 1 migdzygatunkowych. Dla ocenianych genotypow przetesto-
wano [8 arbitralnych oligonukieotydowych starterow, stosujgc para-
metry reakcji RAPD-PCR wedtug Hbi (2003). Potowa uzytych starte-
row wykazata obecnos¢ polimorficznych prazkow roznicujgeych ba-
danc genotypy. Pozwolito to na wyodrgbnienic form rodziciclskich
oraz, okreslenie pochodzenia otrzymanych mieszancdw. Stwierdzono,
17 uzyta metoda stanowi cenne narz¢dzie w pracach hodowlanych nad
doskonaleniem papryki roczne;.
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Diploidyzacja androgenicznych roslin in vitro

SEBASTIAN SENDEL, PAWEL. NOWACZYK

Katedra Genetyki i Biotechnologii Roslin
Wydziat Rolnictwa 1 Biotechnologii, UTP
al. Prof. S. Kaliskicgo 7, 85-789 Bydgoszcz.

Rosliny z gatunku Capsicum annuum L. nabieraja coraz wigkszego
snaczenia gospodarczego. Ze wzgledu na rosnace zaintercsowanie pa-
pryka w roznorodnych galgziach przemyshu wzrasta rowniez zapotrze-
bowanie na nowe odmiany, dostosowane do lokalnych warunkéw
uprawy. Z tego powodu polscy hodowcy od dhuzszego czasu pracujg
nad uzyskaniem coraz to nowszych i bardziej wszechstronnych od-
mian, dajgcych w polskich warunkach klimatycznych zadowalajace
efekty ekonomiczne. Najczg$cicj stosowang mctodg tworzenia no-
wych odmian jest diploidyzacja haploidalnych roélin, ktore po podwo-
jeniu materiatu genetycznego moga daé poczatck w petni homozygo-
tycznym liniom DH. Takiego stopnia homozygotycznosci nie da sig
uzyska¢ zadng inng, dotychczas znang metoda. W Katedrze Genetyki
i Biotechnologii Roslin do diploidyzacji materiatu ro$linnego stosuje
sie kolchicyne w st¢zeniu 400 mg-dm ', ktora zaburza dziatanic wrze-
ciona kariokinetycznego podczas podziatow mitotycznych. Celem ni-
nicjszcgo badania byto okre$lenic stopnia przezywalnosci roslin pod-
danych kolchicynowaniu oraz okreslenie efektywnosci procesu diploi-
dyzacji w poszczegdlnych genotypach wykorzystanych do badania.
Catkowita $rednia przezywalnosé roslin wyniosta 69,3%. Udowod-
niono, z¢ wsrod roslin traktowanych kolchicyng wystapito $rednio
30,1% roslin diploidalnych. Stwierdzono réwnicz, z¢ stopien ploidal-
nosci roslin kolchicynowanych zalezy w duzym stopniu od genotypu
rosliny matecznej. Uzyskanc diploidy stanowig doskonaty matcriat
wyjsciowy do dalszych pracach hodowlanych majgcych na celu two-
rzenie nowych odmian komercyjnych.
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Zastosowanie techniki RAPD w identyfikacji
form blizniaczych Capsicum annuum L.

SYLWIA STOJAK, PAWEL NOWACZYK
Katedra Genetyki 1 Biotechnologii Ro$lin
Wydzial Rolnictwa i Biotechnologii, UTP
ul. Bernardynska 6/8, 85-029 Bydgoszez

Powstawanie form blizniaczych u roslin moze by¢ skutkiem wytwo-
rzenia wzalgzku wigeej niz jednego zarodka. Zjawisko to zostato opi-
sane jako poliembrionia, czyli wielozarodkowod¢. Dodatkowe zarodki
mogg powsta¢ zarowno z pojedynczej komorki jajowe), jak i innych
komorek gametofitu lub sporofitu. Rosliny blizniacze, w zaleznosci od
pwochodzenia, mogg rozni¢ si¢ miedzy sobg. Wielozarodkowos$¢ ma
niewatpliwie duze znaczenie w hodowli ro$lin jako zrodto osobnikéw
haploidalnych lub w przypadku dalszego doskonalenia znanych juz
odmian. Giéwnym celem niniejszej pracy byto wykazanie zréznico-
wania migdzy formami blizniaczymi papryki oraz ich formami rodzi-
ciclskimi. Jako materiat badawczy wykorzystano rosliny blizniacze,
stanowigce pokolenie F, linii 'ATZ' oraz odmiany uprawnej Sono, na-
lezacych do gatunku Capsicum annuum. Analizowane genotypy roz-
nity si¢ fenotypowo: w grupic badanych roslin pojawity si¢ roznice
w barwic owocow, zarowno w parach, jak 1 pomig¢dzy nimi. W bada-
niach wykorzystano technike RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA). Sposrod 27 oligonukleotydowych starteréw 9 wykazato zroz-
nicowanic w obrebic par ro$lin blizniaczych. Najwiekszg liczbg poli-
morficznych markerow uzyskano dla rodlin, mi¢dzy ktorymi wystg-
powata réznica w kolorze owocu. Wyniki przeprowadzonych badan
wskazujg, iz technika RAPD stanowi przydatne narzgdzic do analizy
blisko spokrewnionych form.
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Wartos¢ technologiczna form soft-flesh Capsicum spp.

ANNA WALC, PAWEL NOWACZYK

Katedra Genetyki 1 Hodowli Roslin
Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii, UTP
ul. Bernardynska 6/8, 85-029 Bydgoszcz

Owoce typu soft-flesh charakteryzujg si¢ wystgpowaniem miekkiego
migzszu. Cecha ta jest pozadana przez przemyst przetworezy, gdyz
umozliwia oddziclenie czgsci jadalnych od niejadalnych bez koniecz-
nosci stosowania wysokich temperatur. Pozwala to na zachowanie
w produktach substancji biologicznic czynnych. Celem pracy byta oce-
na przydatnosci technologicznej badanych genotypow dla przemystu
przctworczego: do produkeji past, przecicrow i koncentratow papry-
kowych. Materiat badawczy stanowity owoce uzyskane z czterech form
micszancowych, otrzymanych w wyniku krzyzowania komercyjnych
odmian papryki stodkicj z ostrymi, migkkomiekiszowymi i drobnoo-
wocowymi liniami hodowlanymi, wyprowadzonymi z mieszancow
miedzygatunkowych Capsicum annuum L. x Capsicum frutescens L.
W celu oceny wartodcei technologicznej owocdw papryki dokonano ich
analizy jakosciowej i ilosciowej, z uwzglgdnicnicm wiclkosci otrzy-
mancgo plonu, wymiaréw owocow oraz wydajnoscei technologicrnej.
Poréwnanie 2 formami rodzicielskimi — 405 1 905, wykazato znaczgce
roznice w wiclko$ct plonow. Masa owocow uzyskanych z linii 405
1905 wynosita odpowicdnio 602,8 oraz 460,8 g, natomiast w przypadku
badanych form micszancowych masa plonu zawicrata sic w granicach
od 782,6 do 11814 g. W celu peinej oceny wartosci technologiczncj
proby zostang poddane analizie zawarto$ci kapsaicynoidow za pomoca
metody HPLC — wysokocisnieniowcj chromatografii cicczowej.



2,4-D jako czynnik stymulujacy androgeneze
u Capsicum spp.

LUKASZ WOLFF, DOROTA OLSZEWSKA, PAWEL NOWACZYK
Katedra Genetyki i Biotechnologii Roslin
Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii, UTP
ul. Bernardynska 6/8, 85-029 Bydgoszcz

Papryka jest rosling o duzym znaczeniu gospodarczym. Odmiany
stodkie spozywa sig na surowo, a ostre wykorzystuje jako przyprawe.
Rosliny z rodzaju Capsicum posiadaja wiele wiasciwosci leczniczych,
gtownie dzigki zawartoSci kapsaicyny i przeciwutleniaczy. Androge-
nesza jest jedng z najbardzie) wydajnych metod pozyskiwania roslin
haploidalnych. W trakcie kultury pylnikow in vitro, w odpowiednich
warunkach otrzymuje sig¢ zarodki, a nastgpnie zregenerowane rosliny.
Uzyskane diploidalne, catkowicie homozygotyczne linie mogg zostac
wykorzystane w hodowli 1 doswiadczeniach genetycznych. Badano
wptyw egzogennego traktowania roslin 2,4-D na efektywnos¢ pézniej-
szej kultury pylnikéw. Oprysk (roztwor o stezeniu 1 mg-dm™) prze-
prowadzono w godzinach wieczornych dnia poprzedzajacego zatoze-
nic kultury. Material badawczy stanowilty dwa genotypy mieszancowe
Capsicum spp.: (905 x ’Mino’)F,, (905 x *Sono’)F, oraz genotyp mie-
szafncowy Capsicum annuum L. (ATZ x *Sono’)F(. Sposrod 2291 wy-
tozonych pyinikow uzyskano 337 zarodkow (14,71%). W rezultacie
badan otrzymano 101 roslin, z czego 71 stanowity haploidy. Do bada-
nia ploidalnosci wykorzystano cytometri¢ przeptywows. Egzogenne
traktowanic auksyng wplyneto pozytywnie na wydajnos¢ androgenezy
u dwoch micszancow: (ATZ x *Sono’)F, 1 (905 x *Mino’)F,. W przy-
padku (ATZ x ’Sono’)F, liczba regenerantéw wzrosta z 6 do 22 (po-
nad trzykrotnie), a w przypadku (905 x "Mino’)F, z 8 do 16, czyli dwu-
krotnic. U formy mieszancowej (905 x *Sono’)F, traktowanie pozwo-
lito uzyskac 21 regenerantow, jednakze zabieg nie wplyngt na wzrost
efektywnosei androgenezy w porownaniu z kontrolg (28 roslin).
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Inaktywacja drobnoustrojow w procesie fermentacji
beztlenowej

PAWEL DEBSKI, ZBIGNIEW PALUSZAK

Katedra Mikrobiologii
Wydzial Rolnictwa i Biotechnologii, UTP
ul. Bernardynska 6/8, 85-029 Bydgoszcz

Fermentacja beztlenowa jest procesem biodegradacji materii orga-
nicznej, w wyniku ktdrej powstaje biogaz oraz material pofermenta-
cyjny. Gtéwnym substratem procesu jest gnojowica. Czesto dodaje si¢
do niej jako kosubstrat odpady migsne. Zarowno gnojowica, jak i od-
pady poubojowe moga stwarzac¢ zagrozenie dla ludzi 1 zwierzat na
skutek obecnosei w nich patogennych drobnoustrojow. Dlatego wazne
jest okre$lenie czynnikow inaktywujacych oraz czasu ich dziatania
pouzebnego do pelnej eliminacji chorobotworczych mikroorga-
nizmow znajdujgcych si¢ w biomasie. Celem badan byto okreslenie
tempa inaktywacji pateczek Salmonella dublin oraz jaj Ascaris suum
w czterech cyklach badawczych, z ktérych trzy pierwsze realizowane
byly w warunkach mezofilnych, a ostatni — termofilnych. Badania
prowadzono w dwukomorowym bioreaktorze. Wsad stanowita gnojo-
wica oraz gnojowica z dodatkiem odpaddéw migsnych. W kazdym
okresie badawczym do zbiornikéw dodawano 8 nosnikow zawieraja-
cych zawiesing S. dublin o koncentracji 10°+10%ml oraz worki perlo-
nowe, w ktorych znajdowaty si¢ jaja 4. suum. Badania laboratoryjne
S. dublin prowadzono w oparciu o metod¢ NPL. Jaja pasozyta po po-
braniu umieszczano na 28 dni w cieplarce, a nastepnie zliczano pro-
cent zywych jaj. Z przeprowadzonych badan wynika, ze czas potrzeb-
ny do pelnej eliminacji drobnoustrojow wahat sie od 1,5 godziny
w warunkach termofilnych do 15 dni w temperaturze 37°C. Natomiast
teoretyczny czas przezycia dla A. suum zamykal si¢ w przedziale od
1,5 godziny w temperaturze 55°C do 130 dni w warunkach mezofil-
nych. Na podstawie badai mozna wnioskowa¢, ze im wyzsza tempe-
ratura prowadzenia procesu, tym szybsza eliminacja patogennych
drobnoustrojow.



Wpltyw wybranych srodkow dezynfekeyjnych
na ograniczenie chorob grzybowych w uprawie pieczarki

MICHAL SKRZYPEK, BARBARA BREZA-BORUTA

Katedra Mikrobiologii
Wydcsiat Rolnictwa 1 Biotechnologit. UTP
ul. Bernardynska 6/8, 85-029 Bydgoszcz

Grryby patogeniczne wplywajg ujemnie na wysokos¢ plonu oraz jego
sakos¢ przez wydzielanie do podtoza toksycznych substancji 1 dodat-
kowe zajmowanie w nim mie¢jsca. Mogg one porazac grzybnie oraz
owocniki. co sprawia, ze zaatakowane pieczarki ulegajg réznego ro-
dzaju znicksztatceniom. Stosowanie srodkéw dezynfekcyjnych jest
istotnym elementem utrzymania higieny wewnatrz 1 wokot gospodar-
stwa. Celem badan bylo okreslenie wplywu wybranych sSrodkéw na
rozwoj Mycogone perniciosa, Verticillium fungicola oraz Dactylium
dendroides w warunkach in vitro, a takze podczas hodowli wgtebnej
w podtozu kompostowym. W obydwu doswiadczeniach zastosowano
4 preparaty: formaling, Lerasept, Agrosteril 1 efektywne mikroorganiz-
my EM-BIO. Pierwsze doswiadczenie in vitro polegato na inkubacji
wycietego krazka grzybni na plytce Petriego z podtozem celulozowo-
ziemniaczanym PDA (Potato Dextrose Agar). Podtoza PDA zawieraty
w swoim sktadzie 0,2-2 ml kazdego z badanych srodkow dezynfek-
cyjnych w stezeniach 2, 3 1 4%. Pomiarow wzrostu grzybni dokony-
wano kolejno po 3, 5, 7 i 14 dniach od momentu zainicjowania ho-
dowli. Drugie doswiadczenie przebiegatlo w podlozu kompostowym,
ktére zostato zaszczepione badanymi grzybami. Do podtoza dodano
po 4 ml kazdego $rodka dezynfekcyjnego w stezeniach 1+4%. Tak
przygotowane proby rozcienczono 6-krotnie i zestalono na ptytkach
z ptynnym PDA. Wyniki zostaty odczytane pod mikroskopem na pod-
stawie zmian, jakie zaszty w strukturze rosngcej grzybni. Z przepro-
wadzonych doéwiadczen wynika, ze formalina hamuje wzrost bada-
nych grzybow 60% bardziej intensywnie niz pozostate srodki dezyn-
fekcyjne. Najwyzsza odpornos¢ na testowane srodki wykazat Verticil-
lium fungicola, zas$ najnizszg — Mycogone perniciosa, Ktorego wzrost
hamowata juz dawka 0,2 ml 2% formaliny.



Regeneracja pedow przybyszowych z eksplantatow
piecrwotnych i wtornych u chryzantemy wielkokwiatowej
(Chrysanthemum x grandiflorum Ramat. /Kitam/)

JOANNA CHLEREK, MALGORZATA ZALEWSKA

Katedra Roslin Ozdobnych 1 Warzywnych
Wydziat Rolnictwa 1 Biotechnologii, UTP
ul. Bernardynska 6/8, 85-029 Bydgoszcz

Mozliwos¢ rozmnazania roslin przez pedy przybyszowe ma ogromne
znaczenie w hodowli mutacyjnej roslin ozdobnych. Polega ono na roz-
mnazaniu roslin z cksplantatow nie zawierajacych merystemow. Ce-
lem pracy byto zbadanie wptywu dwoch czynnikéw: pochodzenia eks-
plantatu (ex vivo, ex vitro) oraz jego rodzaju (migedzywezla, liscie oraz
korzenie) na regeneracje pedow przybyszowych u chryzantemy wiel-
kokwiatowej odmian Satinbleu oraz Alchimist w kulturach in vitro.
Eksplantaty pierwotne oraz wtérne umieszczono na pozywce Murashige
i Skooga (MS) z dodatkiem 0,2 mg-dm™ IAA (kwas indolilo-3-octowy)
oraz 0,6 mg-dm~ BAP (benzyloaminopuryna). Na podstawie uzyska-
nych wynikow badan stwierdzono, ze u obu badanych odmian pedy
przybyszowe nie regenerowaly z eksplantatow pierwotnych 1 wtornych
pobranych z korzeni. U odmiany Alchimist w sposob podobny zacho-
waty sig liscie. U odmiany Satinbleu najwigcej pedoéw przybyszowych
regenerowato z miedzywezli. Ponadto stwierdzono, iz u zadnej z odmian
pochodzenie migdzywezli jak i eksplantatow lisciowych nie wptyneto
na liczbe peddw przybyszowych. U odmiany Satinbleu wigkszy udziat
cksplantatow regenerujacych obserwowano w przypadku eksplanta-
tOw ex vivo, natomiast u odmiany Alchimist — ex vitro. Niezaleznie od
cksplantatu regeneracja pedow przybyszowych charakteryzowata sie
bardzo duzym wspolczynnikiem zmiennosci.



Zdolnos¢ do tworzenia zarodkéw somatycznych
u chryzantemy wielkokwiatowej odmian Lady Rosy
i Lady Salmon

ALICJA FOLBORSKA, JUSTYNA LEMA-RUMINSKA

Pracownia Biotechnologii
Katedra Roslin Ozdobnych 1 Warzywnych
Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii, UTP

ul. Bernardynska 6/8, 85-029 Bydgoszcz

Celem badan byto uzyskanie zarodkow somatycznych z eksplantatow
lisctowych chryzantemy wielkokwiatowej (Chrysanthemum % grandi-
florum/Ramat./Kitam.) odmian Lady Rosy oraz Lady Salmon. Prosto-
kame fragmenty blaszek lisciowych otrzymane z mikrosadzonek po-
chodrgeyeh z warunkow in vitro wyktadano strong abaksjalng na zmo-
dyfikowana pozywke MS o pH rownym 5.8. Pozywki wzbogacone zo-
staty o regulatory wzrostu: auksyne 2.4-D (kwas 2,4-dichlorofenoksy-
octowy) o statym stezeniu 4 mg-dm ™ oraz cytokininy: kinetyne lub
BAP (6-benzyloaminopuryna) w ilosci 1, 2 lub 5 mg-dm™. Po dziesie-
ciu tygodniach kultury u obu odmian najwigcej zarodkow somatycz-
nych zanotowano na pozywkach zawierajacych wylacznie auksyne
2,4-D. Na pozywkach zawierajacych oprécz auksyny takze cytokining
najkorzystniejszy okazat sie dodatek 1 mg-dm™ kinetyny, zarowno dla
odmiany Lady Rosy, jak i Lady Salmon. Na pozywce zawierajacej
5 mg-dm~ BAP u odmiany Lady Salmon nie wyizolowano ani jedne-
go zarodka. Z przeprowadzonych badan wynika, ze auksyna 2,4-D jest
czynnikiem wystarczajgcym do indukcji somatycznej embriogenezy
u badanych odmian chryzantem. Uzyskane zarodki somatyczne znaj-
dowaty si¢ w roznych stadiach rozwojowych, od globularnego po sta-
dium liscieniowe. Badania wykazaty specyfik¢ odmianowa chryzan-
temy wielkokwiatowej w stosunku do somatycznej embriogenezy.



30

Zdolnos¢ do tworzenia zarodkéw somatycznych
u chryzantemy wielkokwiatowej odmian Lady Apricot,
Lady Bronze i Lady Orange

KATARZYNA KOZLOWSKA, JUSTYNA LEMA-RUMINSKA

Pracownia Biotechnologii
Katedra Roslin Ozdobnych i Warzywnych
Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii, UTP

ul. Bernardynska 6/8, 85-029 Bydgoszcz

Celem badan byto uzyskanie zarodkéw somatycznych u trzech od-
mian chryzantemy wielkokwiatowej (Chrysanthemum * grandiflorum
Ramat./Kitam.): Lady Apricot, Lady Bronze 1 Lady Orange. Eksplan-
tatami byly prostokatne fragmenty blaszki lisciowej wylozone na 7 zmo-
dyfikowanych pozywkach MS. Wszystkic pozywki zawieraty taka sa-
ma ilos¢ auksyny 2,4-D (kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy) — 4 mg-dm‘3.
Zmienna natomiast byla zawartos¢ cytokinin: kinetyny (I, 2 lub
S mg-dm™) lub 6-benzyloaminopuryny (BAP) (1, 2 lub 5 mg-dm™).
Pozywka kontrolna MSK zawierata tylko auksyne bez dodatku cyto-
kinin. Po 10 tygodniach obscrwacji wyizolowano powstate na cks-
plantatach zarodki somatyczne. Wszystkic zarodki u badanych odmian
regenerowaty na drodze posrednicj somatycznej embriogenezy przez
stadium kalusa. U wszystkich badanych odmian najwiecej zarodkow
somatycznych regenerowato na pozywce MSK. Ponadto, zarodki uzy-
skane z cksplantatow wylozonych na pozywke MSK byly w najbar-
dziej dojrzatych, a wigc najbardziej pozgdanych, stadiach rozwojo-
wych. Sposrod pozywek zawierajacych obok auksyny takze cytokining,
dla odmian Lady Apricot i Lady Bronze najkorzystnigjsza byta po-
zywka zawierajgca 112 mg-dm kinetyny, natomiast u odmiany Lady
Orange podobna ilo$¢ zarodkow regenerowata na pozywce zawieraja-
cej 112 mg-dm” kinetyny oraz 1,2 i 5 mg-dm ° BAP. Oprocz zarod-
kow somatycznych uzyskano takze korzenie przybyszowe, ktorych
zdecydowanie najwigcej powstato na pozywce MSK. Mimo, ze
wszystkic odmiany wykazaty zdolnos¢ do somatycznej embriogenezy,
to zaobserwowano pomi¢dzy nimi specyfike odmianowa.
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Embriogeneza somatyczna u kaktusa z rodzaju Astrophytum

DARIUSZ KULUS, JUSTYNA LEMA-RUMINSKA

Pracownia Biotechnologii
Katedra Roslin Ozdobnych 1 Warzywnych
Wydziat Rolnictwa 1 Biotechnologii, UTP

ul. Bernardynska 6/8, 85-029 Bydgoszcz

Astrophytum asterias (Zucc.) Lem. jest jednym z najbardziej pozgda-
nych i jednoczesnie zagrozonych kaktuséw na §wiecie. W jego ochrone
warto wigc wigczy¢ techniki mikrorozmnazania. Embriogeneza soma-
tyczna jest najefektywniejszg sposrod metod multiplikacji i polega na
tworzeniu zarodkow somatycznych z komorek wegetatywnych. Po-
zywka, warunki Swietlne oraz rodzaj eksplantatu majg kluczowy wptyw
na jej wydajno$¢. Auksyna 2,4-D (kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy)
jest najezesciej stosowana w indukeji embriogenezy. Celem badan byto
okreslenie wptywu stezenia 2.4-D 1 warunkdw swietlnych na wydaj-
nos$¢ embriogenezy somatycznej u Astrophytum asterias. Eksplantaty
wtorne stanowity fragmenty siewek uzyskanych in vitro. Nasiona ste-
rylizowano w 70% etanolu (1-2 s) i 1,58% podchlorynie sodu (15 mi-
nut) oraz plukano trzykrotnie w sterylnej wodzie destylowanej. Na-
stepnie inokulowano je na zmodyfikowang pozywke /2MS0 o zreduko-
wanej (do 20 g-dm ) zawartosci sacharozy (pH 5,7 — przed autoklawo-
wanicm). Wszystkie kultury in vitro inkubowano w pokoju wzrostowym
(24+2°C, 16-godzinny fotoperiod, natgzenie $wiatta: 24,3 pM-m™-s "),
Po 14 dniach z 70% nasion uzyskano siewki. Aby okre$li¢ rolg auksyny
w regeneracji zarodkoéw somatycznych potéwki zielonych siewek wy-
tozono w pokoju wzrostowym na zmodyfikowang pozywke MS z do-
datkiem 0 (kontrola), 5, 7 i 10 mg-dm *2.4-D. W celu zweryfikowania
wptywu warunkow $wietlnych potowa powtorzen byta inkubowana na
$wietle, a reszta w ciemnosci. Po 10 tygodniach trwania kultury wyi-
zolowano, zliczono 1 zmierzono zregenerowane zarodki. Uzyskano je
na wszystkich pozywkach, w obu warunkach swietlnych (gtéwnie na
drodze posredniej). Optymalne stezenie 2,4-D wynosito 7 mg-dm .
Badania wiasne potwierdzity pozytywny wptyw 2.4-D i $wiatla na
liczbe eksplantatow tworzacych struktury embrioidaine oraz na ilosé
regenerujacych zarodkow.



Mikrorozmnazanie psianki ekwadorskiej
(Solanum quitoense Lam.)

JAKUB TRYBOBA, BEATA DURAU

Katedra Roslin Ozdobnych i Warzywnych
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ul. Bernardynska 6/8, 85-029 Bydgoszcz

W kulturach in vitro komdrki somatyczne, czasami juz znacznie zroz-
nicowane, mogg da¢ poczatek nowemu organizmowi. Formowane
W ten sposob organy nazywa si¢ przybyszowymi, natomiast proces ich
powstawania organogencza przybyszowa. Dzigki temu nowe organy
takie jak pedy, korzenic 1 zarodki moga by¢ indukowane na tkankach
nic majacych charakteru merystematycznego. Ta metoda rozmnazania
pozwala praktycznie 1 efektywnie wykorzysta¢ w pracach hodowla-
nych zmiennos¢ somaklonalng 1 indukowang mutageneze, jak rowniez
transformacje genetyczne jako potencjalne zrodla zmiennosci. Celem
badan byto okreslenie zdolnosci psianki ekwadorskie) (Solanum qui-
toense Lam.) do tworzenia pedow przybyszowych in vitro. Zastoso-
wano {ragmenty hipokotyli i liscienie cate oraz przecigte w poprzek na
pot, ktore pobrano z siewek uzyskanych ze sterylnego wysiewu nasion
i umieszczono na pozywce MS zawierajacej 0,1 mg-dm~ NAA oraz
0,5 mg-dm~ BAP. Wytozono takze fragmenty miedzywezli oraz liscie
na dwie pozywki MS, zawierajace 0,1 mg-dm™ NAA i 0,5 mg-dm”
BAP oraz 0,05 mg-dm > NAA i 1,0 mg-dm* BAP. Regeneracje pedow
przybyszowych zaobserwowano jedynie na hipokotylach i migdzy-
wezlach, podczas gdy eksplantaty lisciowe najczesciej tworzyly u pod-
stawy liczne korzenic przybyszowe. Na eksplantatach przygotowa-
nych z hipokotyli najcz¢sciej zachodzita organogeneza bezposrednia,
jednak nie uzyskano w jej wyniku wiegcej niz po jednym pedzie przy-
byszowym z eksplantatu. W przypadku fragmentow migdzywezli orga-
nogeneza zaczeta si¢ znacznie wcezesniej na pozywce zawierajace]
mniejsze stezenie regulatordw wzrostu. Zaréwno na jednej, jak i dru-
giej pozywce uzyskano jednak niewielka liczbe pedéw przybyszo-
wych.
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Stabilnos$¢ genetyczna
w mikrorozmnazaniu chryzantemy wielkokwiatowej

JOANNA WOICIECHOWSKA, MALGORZATA ZALEWSKA

Katedra Roslin Ozdobnych 1 Warzywnych
Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii, UTP
ul. Bernardynska 6/8, 85-029 Bydgoszcz

Mikrorozmnazanie to metoda rozmnazania kionalnego in vitro, gdzie
wykorzystuje si¢ morfogenny potencjat merystemow, jak i komorek
zréznicowanych — w oparciu o whasciwg kazdej komorce zdolnos¢ toti-
potencji. Cenione jest ono przede wszystkim ze wzgledu na szybko$¢
1 produktywnos¢. W mikrorozmnazaniu chryzantem metoda jedno-
weztowych fragmentéw pedu stosunkowo niski wspofczynnik namna-
zania rekompensowany jest gwarancjg stabilnosci genetycznej, po-
niewaz w standardowej procedurze nie przewiduje si¢ dodatku cytoki-
niny na etapie namnazania. Celem pracy bylo zbadanie wptywu skia-
du pozywki na stabilno$¢ genetyczng dziesigciu odmian chryzantemy
wielkokwiatowej z grupy Lady. Jednowg¢ziowe fragmenty pedu wyto-
zono na pozywke do namnazania (MS) oraz na stosowang w metodzie
pedow przybyszowych pozywke MS uzupetniong 2 mg-dm” IAA
i 0,6 mg-dm* BAP. Po o$miu tygodniach otrzymane pedy podzielono
na fragmenty jednowgztowe i przenoszono na pozywke MS, jednocze-
$nie pobrano liscie do pomiaru zawartosci DNA za pomocg cytometru
przeptywowcego Partec CCA. Test Tukeya wykazal istotng rdznicg
w zawartosci DNA pomigdzy mikrosadzonkami, ktére wyrosty na za-
stosowanych pozywkach u ‘Lady Salmon’ i ‘Lady Apricot’, co zostato
nastepnie potwierdzone zmiang fenotypu w stadium petni kwitnienia
ro$lin. Dodatkowo, nicoczekiwanie u odmiany Lady Amber zmianic
ulegha takze barwa kwiatostanu, z czego wynika, ze za pomocg metody
cytometrycznej nie wykryto niewielkich zmian w zawartosci DNA.
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Liczba komérek blastodermalnych wskaznikiem
wezesnego rozwoju embrionalnego ptakow

KAMILA SAMEK, MAREK BEDNARCZYK

Katedra Biotechnologii Zwicrzat
Wydziat Hodowli i Biologii Zwierzat, UTP
ul. Mazowiecka 28. 85-084 Bydgoszez

Selekeja jest nieodzownym elementem hodowli drobiu. Efekty presji
selekcyjnej mozna zaobserwowaé juz na poziomie embrionalnym.
Najwczesniejszym mozliwym etapem, na ktérym mozna oceni¢ wplyw
selekcji na rozwo) zarodka jest stadium X — (wedlug Eyal-Giladi
1 Kochava). Na tym etapie tarczka zarodkowa skiada si¢ z pluripotent-
nych komorek blastodermalnych (BCs). Celem badan byta ocena liczby
BCs oraz komorek apoptycznych w X stadium rozwoju zarodkowego
przepiérki japonskiej (Coturnix japonica), poddanej réznej presji se-
lekeyinej. Badano zarodki pochodzace z linii niesnej, linii migsnej oraz
linii niesnej selekcjonowanej na podwyzszona zawartosé cholesterolu
w zottku jaja (HCh). Dodatkowo badano wpltyw zdolnosci reproduk-
cyjnej samcow (wysoka lub miska) pokolenia rodzicielskiego na roz-
woj zarodka. Koncentracjg BCs okreslono za pomocg hemocytometru
Neubauera. W celu okredlenia udzialu komorek apoptyczaych zastoso-
wano metod¢ magnetycznego sortowania komorek MACS (ang. Mag-
netic Activated Cell Sorting). W linit HCh wykazano istotne réznice
(P<0,01 lub P<0,05) w koncentracji BCs (odpowiednio 384500+£63877
~ dobra zdolnos¢ reprodukeyjna sameow, 44607155372 — niska zdol-
nos¢ reprodukcyjna samedw). Nie stwierdzono istotnych réznic w licz-
bie komorek apoptycznych, procentowym udziale komorek apoptycz-
nych w calej populacji BCs oraz przezywalnosci komérek. Porowna-
nie linii HCh z linig nie$na wykazalo istotne réznicc w koncentracji
BCs (odpowiednio 420416+65506 — linia HCh, 235208+71375 — linia
niesna), odsetku komorek apoptycznych (17,148,6% - linia HCh,
36,4+17,3% — linia niesna) oraz przezywalnosci (82,9+8,6% - linia
HCh, 66,0+13,3% - linia niesna). Odsctek komérek apoptycznych w li-
nii niesnej 1 migsnej wyniost odpowiednio 36,4:£17,3% 1 64,2+10,2%.



Diagnostyka molekularna mutacji BLAD i DUMPS u bydia
hodowlanego w wojewoddztwie kujawsko-pomorskim

PAULINA ZWIEWKA, MARIA SIWEK

Katedra Biotechnologii Zwierzat
Wydziat Hodowli 1 Biologii Zwierzgt, UTP
ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

Wrodzony niedobér leukocytarnych czasteczek adhezyjnych (BLLAD)
Jest autosomalng chorobg o charakterze recesywnym, wywotang po-
jedynczg mutacja (A0G) nukleotydu 383 w genie CD18. Mutacja ob-
Jjawila si¢ obnizeniem poziomu ekspresji podjednostek [Br-integryn,
powodujgc nieprawidtowosci w funkcjonowaniu leukocytéw i ogdlne
obnizenie odpornosci organizmu. Liczne infekcje, zapalenia przewodu
pokarmowego oraz uktadu oddechowego prowadza do opdznionego
wzrostu i rozwoju cielat. Dotknigte chorobg zwierzeta zwykle padaja
w pierwszych miesigcach zycia. Innym przykiadem autosomalnej cho-
roby bydia o charakterze letalnym jest DUMPS — dziedziczny niedo-
bor enzymu syntazy urydyno-5’-monofosforanu, powodowany poje-
dyncza mutacjg (COT) w 5 eksonie kodonu 405. Zaburzony proces
syntezy pirymidyn w komérkach macierzystych skutkuje zamieraniem
homozygot zmutowanego genu okoto 40 dnia cigzy, w okresie im-
plantowania si¢ zarodka w macicy. Celem prezentowanych badan byto
opracowanie metodyki pozwalajacej na wiarygodne zdiagnozowanie
choroby, z wykorzystaniem narz¢dzi molekularnych. Wykorzystujac
metode PCR-RFLP analizowano DNA uzyskane z cebulek wlosowych
40 osobnikdw. Zarowno w reakcji PCR, jak i pdZniejszych trawieniach
enzymami restrykeyjnymi (BLAD — Tagl, DUMPS — Aval) zastoso-
wano kilka wariantéw pordwnawczych, majacych na celu ustalenie
optymalnych warunkéw prowadzonych badan. Gtowne réznice doty-
czyty skladu mieszaniny rcakcyjnej PCR oraz temperatury 1 czasu
dzialania enzymow restrykcyjnych. Mimo licznych analiz nic udato
sie uzyskaé wynikow jednoznacznie potwierdzajacych badz wyklu-
czajacych wystepowanie mutacji u badanych osobnikow. Efekty prze-
prowadzonych badan Swiadczg o tym, ze materiat DNA z cebulek
wtosowych nie jest odpowicdni do prowadzenia tego typu analiz gene-
tycznych.
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Polimorfizm genu bialka prionowego owiec

KAROLINA DALECKA, AGNIESZKA MARKOWSKA,
EwA WISNIEWSKA, SLAWOMIR MROCZKOWSKI

Katedra Genetyki 1 Podstaw Hodowli Zwierzat
Wydziat Hodowli 1 Biologii Zwierzat, UTP
ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

Trzgsawka (scrapie) jest chorobg prionowa owiec i koz, nalezacg do
grupy pasazowalnych encefalopatii gabczastych (TSE). Gen biatka
prionowego (PRNP) warunkuje kodowanie biatka prionowego ko-
morkowego (PrP?). Polimorfizm tego genu, wystepujacy w kodonach
136, 154 1 171, jest $cisle zwigzany z opornoscia/podatnoscia owiec
na trzgsawke. Badania prowadzone nad owczym genem biatka prio-
nowego potwierdzajg wystgpowanie polimorfizmu w okoto 30 triple-
tach. Celem pracy byto wykrycie polimorfizmow w genie PrP owiec
w kodonie 127 (walina/seryna/glicyna), 151 (cysteina/arginina), 171
(lizyna) 1 189 (glutamina/leucyna). Badaniami objeto 74 owce rasy
merynos polski: 72 samice oraz 2 samce. Zwierzgta pochodzity z tere-
now wojewodztwa kujawsko-pomorskiego. Material biologiczny do
badan stanowila krew obwodowa owiec pobrana z zyly jarzmowej.
DNA izolowano za pomoca zestawu MasterPure™ DNA Purification
Kit for Blood (Fermentas). W celu wykrycia zmiennosci w genie PrP
w kodonach 127, 151, 171 1 189 zastosowano metod¢ PCR-RFLP,
przy uzyciu enzymow restrykeyjnych dla kodonow: 127 Haelll, 151
Avall, 171 Mbol 1 189 Alul. Badana populacja zwierzat byta mono-
morficzna. Nie wykazano zadnej zmiennosci w analizowanych kodo-
nach. Wszystkie zwierzeta posiadaly genotyp Vi27C 51X,7/Qiso/
V127C151X71Qus0 (gdzie X w kodonie 171 oznacza brak wystgpowania
mutacji odpowiedzialnej za kodowanie aminokwasu lizyny K).
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Polimorfizm genu receptora prolaktyny
i jego wplyw na cechy rozrodu loch rasy wielka biata polska

JUDYTA GADZINOWSKA, AGATA MILCZEWSKA,
SLAWOMIR MROCZKOWSKI

Katedra Genetyki 1 Hodowli Zwierzat
Wydziat Hodowli i Biologii Zwierzgt, UTP
ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

Swinia domowa jest jednym z wazniejszych gatunkow zwierzat gospo-
darskich pod wzgledem liczebnosci poglowia na swiecie i w Polsce.
Intensyfikacja produkeji swin wywiera takze wplyw na postep w ba-
daniach nad ich genomem, co obecnie pozwala na identyfikacje po-
szezegolnych polimorficznych loci gendw, ktore majg zwigzek migdzy
innymi z reprodukcjg gatunku. Materiat do badan stanowito 88 loch
rasy wielka biata polska (wbp), pochodzacych ze stad bedacych pod
kontrola Polskiego Zwigzku Hodowcdw i Producentow Trzody Chlew-
nej ,,POLSUS” regionu kujawsko-pomorskiego. Polimorfizm genu re-
ceptora prolaktyny okreslono metoda PCR-RFLP, poddajac produkty
PCR trawieniu restryktaza A/ul, identyfikujac dwa allele genu PRLR
(A 1 B) oraz trzy genotypy: AA, AB 1 BB. Wsrdd badanych loch rasy
wbp najwickszy udziat miaty zwierzeta o genotypie BB/PRLR (frek-
wencja 0,39), zblizone frekwencje wykazywaly homozygoty AA/PRLR
(frekwencja 0,35). Najmniej liczna grupe stanowity natomiast hetero-
zygoty AB/PRLR, a ich frekwencja wynosita 0,26. Lochy o genotypie
AA/PRLR (12 szt.) oraz BB/PRLR (11 szt.) rodzity 1 odchowywaly
nieco liczniejsze mioty w pordwnaniu z heterozygotami AB/PRLR
(9 s7t.). W grupie badanych loch najkrotszy okres migdzymiotu odno-
towano u heterozygot AB/PRLR (168 dni).
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Polimorfizm genu kalpastatyny (CAST)
w populacji merynosa polskiego

DOROTA GOLEBIOWSKA, MAGDALENA SZKUDLAREK-KOWALCZYK,
SEAWOMIR MROCZKOWSKI

Katedra Genetyki 1 Podstaw Hodowli Zwierzat
Wydziat Hodowli i Biologii Zwierzat, UTP
ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

Kalpastatyna jest specyficznym inhibitorem kapalin. Biatka te, przy
niskich stgzeniach jonéw wapnia, tworza kompleks kalpaina-kalpa-
statyna (CCS), ktory obecny jest w tkankach ssakéw i wykazuje ak-
tywnos¢ w okresie ich wzrostu i rozwoju w okresie postnatalnym oraz
w proteolizie biatek post mortem, decydujac o cechach jakosci migsa:
kruchosci, wigzaniu wody, wycieku naturalnym. Celem badan bylo
okreslenie polimorfizmu genu kalpastatyny w populacji merynosa
polskiego. Materiatem badawczym bylo genomowe DNA, wyizolo-
wane z krwi obwodowej 80 owiec, pochodzacych ze stada utrzymy-
wanego na terenie wojewodztwa kujawsko-pomorskiego. Polimorfizm
genu CAST okreslano stosujac metodg PCR-RFLP wg Palmera 1 in.
(1998). W tym celu amplifikowano fragment egzonu 1C/1D CAST
o wielkosci 622pz. Nastgpnie produkt amplifikacji poddano trawieniu
enzymami restrykcyjnymi Mspl, Hin6 (Fermentas) oraz Neol (New
England BioLabs). Rozdzial produktow trawienia oraz markera
pUC19 DNA/Mspl (Fermentas) prowadzono na 1,5% zelu agarozo-
wym z dodatkiem barwnika Midori Green (Nippon) przez 90 minut.
Nastepnie obliczono frekwencje alleli i genotypéw w badancj popula-
cji zwierzat. Przeprowadzona analiza wykazata obecno$¢ dwoch alleli
M i N w locus CAST/Mspl 1 allela M w locus CAST/Ncol oraz alleli
A i B w locus CAST/Hin6. Z najwigksza frekwencjg wystepowat allel
M/Ncol (100%), A/Hin6 (78,1%) oraz M/Mspl (71,3%). Genotypami
o najwyzszych frekwencjach okazaty sic: MM/Ncol (100%),
MM/ Mspl (50%) oraz. AA/Hin6 (62,5%), przy czym frekwencja geno-
typu MN/Mspl byta porownywalna z MM/Mspl i wynosita 42,5%,
natonuast frekwencja genotypu AB/Hin6 wyniosta 31,3%.
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Polimorfizm genu leptyny w populacji koni zimnokrwistych

DAWID FRYMARSKL, MARTA BOHACZYK, SLAWOMIR MROCZKOWSKI

Katedra Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat
Wydziat Hodowli i Biologii Zwierzat, UTP
ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

Gen leptyny (LEP) odpowiada za ekspresje biatkowego hormonu lep-
tyny. Pelni ona w organizmie zwierzgcym wiele waznych funkcji me-
tabolicznych, reprodukcyjnych i odpornosciowych. U koni i innych
gatunkéw mutacje w genie LEP prowadza do niewlasciwego wydzie-
lania leptyny. Mogg one zatem wywiera¢ silny, niekorzystny wptyw
na wiele cech uzytkowych. Celem podjgtych badan byta analiza poli-
morfizmu genu LEP w populacji koni zimnokrwistych. Materiatem
badawczym byta krew obwodowa pobrana z zyty jarzmowej. Izolacje
DNA przeprowadzono z uzyciem kitu MasterPure™ DNA (Epicentre
Technologies). Badania wykonano metodg PCR-RFLP. Amplifikacje
fragmentu DNA diugosci 1700 pz prowadzono w zoptymalizowanych
warunkach chemicznych i termicznych. W wyniku analizy restrykeyj-
nej enzymem Tagl uzyskano fragmenty restrykcyjne dlugosci: 961
1739 pz dla genotypu AA, 961, 739, 668 i 293 pz dla AB oraz 739,
668 1293 pz dla BB. Obliczono frekwencje genow i genotypéw LEP
w catej badanej populacji oraz z uwzglednieniem ptci osobnikow. Dla
populacji w ujeciu tgcznym wynosita ona odpowiednio: 41% dla genu
A oraz 59% dla B. W grupie ogierow uzyskano frekwencje: 44% dla
allela A i 56% dla B; dla klaczy za$: 38% dla genu A i 62% dla B.
Czestoscl genotypow AA, AB oraz BB leptyny dla catej badanej po-
pulacji wynosity odpowiednio: 12, 58 oraz 30%. W grupie ogierow
czestos¢ genotypow wynosita odpowiednio: 16, 56 oraz 28%; w po-
pulacji klaczy natomiast: 8, 60 i 32%. Poréwnano obserwowane fre-
kwencje genotypow z ich czgstosciami oczekiwanymi, wynikajacymi
z prawa Hardy ego-Weinberga. Stwierdzono, Ze analizowane grupy
pozostawaly w stanie rownowagl genetyczncj pod wzgledem genu
LEP (p < 0,01). Brak rownowagi stwierdzono jedynie w populacji kla-
czy (p < 0,05). Potwierdzaja to uzyskane wartosct testu Y.
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Ocena stanu mikrobiologicznego powietrza
w centrum Bydgoszczy i dzielnicy Fordon

AGNIESZKA DZIEGIEL, MARTA MALECKA-ADAMOWICZ,
WOJCIECH DONDERSKI

Zaktad Mikrobiologii, Instytut Biologii Eksperymentalnej
Wydziat Nauk Przyrodniczych, UKW
ul. Chodkiewicza 30, 85-064 Bydgoszcz

Powietrze nie jest naturalnym srodowiskiecm bytowania drobnoustro-
jow. Jest ono jedynie miejscem ich okresowego przebywania i osrod-
kiem umozliwiajacym przemieszanie si¢. Mimo to, mikroflora jest w nim
nieustannie obecna. Drobnoustroje dostaja si¢ do powietrza z gleby,
z wydzielin zwierzat, wod ptynacych i stojacych oraz z gornych drog
oddechowych cztowieka. Celem pracy byta ilociowa 1 jakosciowa
ocena stanu mikrobiologicznego powietrza w centrum Bydgoszczy
oraz w dzielnicy Fordon. Badania obejmowaty oznaczenie ogolnej
liczby bakterii heterotroficznych, gronkowcow, bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae, bakierii z rodzaju Escherichia coli, Pseudomonas
Sluorescens, promieniowcow oraz grzybow plesniowych. Poboru prob
dokonywano w cyklu sezonowym za pomoca dwoch metod badaw-
czych: sedymentacyjnej 1 zderzeniowej. Po izolacji szczepdw bakte-
ryjnych okreslono ich morfologie oraz opormnos¢ na wybrane antybio-
tyki. Badania mikrobiologiczne wykazaty, ze wsrdéd mikroflory po-
wietrza najliczniej wystepowaty bakterie heterotroficzne, nicco mniej
liczng grupe stanowity grzyby plesniowe, za$ bakterie z rodziny Entero-
bacteriaceae i bakterie z rodzaju Escherichia coli byly nieliczne wsrdd
ogotu mikroflory. Najwiccej drobnoustrojéw stwierdzono w centrum
Bydgoszczy przy ulicy Gdanskiej. Wérod grzybdéw plesniowych domi-
nowaty grzyby z rodzaju Cladosporium z Dematiaceae (78%), Alter-
naria (1%), Fusarium (9%), Penicillium (4%) i inne (2%).
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Wplyw zastosowania ré6znych form azotu oraz pozywek
mineralnych na przebieg i wydajnos$¢ fermentacji
alkoholowej oraz sklad lotnych produktow ubocznych

BEATA GORSKA, DAWID MIKULSKI, GRZEGORZ KLOSOWSKI

Zaktad Biotechnologii, Instytut Biologii Eksperymentaine;j
Wydziat Nauk Przyrodniczych, UKW
ul. Chodkiewicza 51, 85-667 Bydgoszez

Przebieg fermentacji alkoholowej z udziatem drozdzy Saccharomyces
cerevisiae jest uzalezniony od dostgpnosci wielu zwigzkow biogen-
nych. Zrodlo przyswajalnego azotu jest niezbedne nie tyltko do uzy-
skania wiasciwej biomasy komérek, ale determinuje rowniez ich ak-
tywnos$¢ metaboliczng oraz wywiera wptyw na sklad lotnych produk-
tow ubocznych fermentacji, decydujacych o cechach sensorycznych
spirytusu i napojow alkoholowych. Celem badan bylo okreSlenie
wplywu azotu aminowego i amonowego na przebieg 1 wydajnosé fer-
mentacji oraz jakos¢ destylatow. Modelowe podloza na bazie glukozy
17% w/v wzbogacano o zrodlo azotu w formie aminowej (ekstrakt
drozdzowy) oraz mieszaning soli amonowych (NH4)>SO; i (NH4),HPO,
w roznych proporcjach. Oceniano uzyskane st¢zenie etanolu, produk-
tywnos¢ 1 wydajno$¢ fermentacji, ekstrakt pozorny 1 rzeczywisty.
Skiad lotnych produktéw ubocznych fermentacji w destylatach badano
metodg kapilarnej chromatografii gazowej na urzadzeniu firmy Hewlett
Packard serii 6890 z wysokopolarna kolumng Chrompack CP-Wax 57CB
o dtugoséci 50 m i srednicy 0,32 mm. Stwierdzono, ze niezaleznie od
zastosowancj dawki wzbogacenie podtoza w zrodio azotu aminowego
pozwala na uzyskanie najwyzszego stgzenia etanolu (9,9% v/v) oraz
maksymalnej wydajnosci etanolu na poziomie 58,24 Lgon/100 kg glu-
kozy. Jednoczesnie zaobserwowano wzrost produktywnos¢ fermenta-
¢ji w poszczegolnych fazach. Zamiana formy aplikowanego azotu
z aminowej na wylgcznic amonowg spowodowata istotny spadek ste-
zenia etanolu o ok. 4,5% v/v i pogorszenie pozostatych wskaznikow
procesu. W zaleznosci od zastosowanej formy azotu oraz dodatkéw
mineralnych, stwierdzono istotne réznice w st¢zentach lotnych pro-
duktéw ubocznych fermentacji, w szczegolnosci alkoholi wyzszych
(fuzlowych), aldehydu octowego oraz octanu etylu.



42

Analiza wystepowania krazacych kompleksow
immunologicznych w surowicach zwierzat hodowlanych

KRZYSZTOF SONDEJ, ALEKSANDRA SZULCZEWSKA, RYSZARD GOLDA

Zaktad Biochemii 1 Biologii Komorks, Instytut Biologii Eksperymentalnej
Wydziat Nauk Przyrodniczych, UKW
ul. Chodkiewicza 30, 85-064 Bydgoszcz

Krazace kompleksy immunologiczne (KKI) sa wynikiem reakceji ukta-
du odpornosciowego na pojawianie sie w organizmie immunogenow
zewnatrzpochodnych i/lub wewnatrzpochodnych. Zrodiem antygenow
wewnatrzpochodnych moga by¢ np. komérki nowotworowe, uwalnia-
jace zhuszczajace si¢ biatka blonowe czy produkty komoérkowego roz-
padu. Z kolei do grupy antygenow zewngtrzpochodnych moga naleze¢
bialka wirusowe, bakteryjne, mykoantygeny, toksyny, biatka z bion
komorkowych pasozytdow. Duza rdéznorodnos¢ antygenowa deter-
minuje ztozonos¢ budowy KKI, co utrudnia ich charakterystyke. Izo-
lacja KKI z surowic badanych zwierzat, dysocjacja i identyfikacja ich
czescl antygenowej, moze stanowi¢ podstawe do roznicowania popu-
lacji osobnikow zdrowych od chorych, a w obrebic chorych moze
dostarcza¢ informacji na temat aktywnosci proccsu chorobowego.
Celem pracy bylo przedstawienie zestawu wybranych procedur labo-
ratoryjnych, umozliwiajacych tatwsg wstepnag analize ilos$ciowg oraz
jakosciowa, czyli okreslenie wystepowania atypowych biatek w obre-
bie krazgcych kompleksow immunologicznych, wyizolowanych z su-
rowic zwierzat. Poziomy kompleksow immunologicznych w surowi-
cach okreslono metoda Haskowej. Opisano sposdb izolacji, dysocjacji
KKI oraz metody jakosciowe (elcktroforeza SDS-PAGE) wstgpnie
charakteryzujace sktadowe immunokomplcksow, pochodzace od osob-
nikéow zdrowych i chorych.



Préba izolacji i analizy wystepowania
krazacych komplekséw immunologicznych
w mleku krowim

ALEKSANDRA SZULCZEWSKA, KRZYSZTOF SONDEJ, RYSZARD GOLDA

Zaktad Biochemii i Biologii Komorki, Instytut Biologii Eksperymentalnej
Wydzial Nauk Przyrodniczych, UKW
ul. Chodkiewicza 30, 85-064 Bydgoszcz

Mleko stanowi pokarm dla oseskow. Jest ono rowniez podstawg bier-
nej nabytej odpornosci u noworodkéw ssakow. Zawiera ono immuno-
globuliny specyficzne dla antygenéw wystepujgcych w srodowisku
bytowania krowy oraz inne elementy uktadu immunologicznego, jak
cytokiny czy komorki zerne. Wystepujgce w mleku sktadowe uktadu
odpornosciowego stanowig takze ochrong dia samego gruczotu mle-
kowego, ktory jest idealnym srodowiskiem dla rozwoju patogenow ze
wzgledu na pozywnos¢ wydzieliny, odpowiednig temperature oraz fat-
wy dostep podczas laktacji. Odzwierciedleniem patologicznych zmian
w obrgbic zarowno gruczotu mlecznego, jak 1 ogolnoustrojowej walki
z patogenem, jest powstawanie komplekséow immunologicznych. Ze
wzgledu na sktad mleka oraz jego znaczenie w rozwoju noworodka,
a takze dostepnosé materiatu badawczego, celowym jest przeprowa-
dzenic analizy wystgpowania i sktadu krazgcych kompleksow immu-
nologicznych izolowanych z krowiego mleka. Analizowano préby
mleka od kréw zdrowych oraz z infekcjg gruczotu mlecznego — masti-
tis, uzyskane dzigki uprzejmoscei Panstwowego Instytutu Weterynarii,
oddziat w Bydgoszczy.
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Wplyw lagodnej hipertermii na morfologi¢c komoérek linii
biataczek ludzkich HL-60 i K-562

KORYNA KROLIKOWSKA, ALINA GRZANKA

Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii
Wydziat Lekarski, Collegium Medicum UMK
ul. Kartowicza 24, 85-092 Bydgoszcz

Hipertermia to stan podwyzszonej temperatury obejmujacy caty orga-
nizm lub jedynie jego cz¢s$¢, a w odniesieniu do pojedynczej komorki
oznaczajacy wystapienie temperatury wyzszej od optymalnej dla danej
linii komérkowej. Obecnie stan ten wywotuje sig celowo poprzez pod-
noszenie temperatury komorek 1 tkanek nowotworowych do 40-46°C,
w celu ich zniszezenia lub zahamowania wzrostu. Wezesniejsze bada-
nia potwierdzajg, ze hipertermia prowadzi zarowno do zmian fizjolo-
gicznych, jak i strukturalnych w komorkach wszystkich organizméw.
Zmiany te dotycza przede wszystkim zaburzenia homcostazy jonowej
komorki, organizacji chromatyny, regulacji ekspresji genow oraz syn-
tezy kwasow nukleinowych i biatek, a takze dysfunkcji bton komor-
kowych 1 cytoszkieletu. Dowiedziono rowniez, ze wysoka temperatura
moze prowadzi¢ do $mierci komorek nowotworowych, bez ryzyka
uszkodzenia tkanek zdrowych. Celem badan byfa occna wptywu la-
godnej hipertermii na morfologi¢ komérek linii biataczek ludzkich.
Material stanowity linie komérkowe HL-60 1 K-562 traktowane tem-
peraturag 40°C przez 2h. Po zakonczeniu dziatania tempcratury, ko-
morki zostaty pozostawione na 3h i 6h w celu ich regencracji. Kontrole
stanowity komoérki obu linii nie poddawane dziataniu podwyzszonej
temperatury. Oceniano przezycie komoérek oraz ich morfologi¢ przy uzy-
ciu mikroskopu swietlnego, a takze ultrastrukturg na poziomie mikro-
skopu elektronowego. Obserwowano komorki zmienione, o fenoty-
pach apoptozy, wtérnej nekrozy oraz katastrofy mitotycznej. Wraz ze
wzrastajagcym czasem regeneracji, wzrastata ilog¢ komoérek zmienio-
nych, a takzc malata ich przezywalnos¢. Uzyskane wyniki wykazaty
mozliwos¢ stosowania nieznacznie podwyzszonej temperatury w tera-
pii nowotworowe;j.



Wplyw tréjtlenku arsenu na ekspresje¢ bialka aktyny
w linii komoérkowej CHO AAS

DAWID LEWANDOWSKI, ALINA GRZANKA

Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii
Wydziat Lekarski, Collegium Medicum UMK
ul. Kartowicza 24, 85-092 Bydgoszcz

Szkielet komdrkowy okreslany jest jako sie¢ widknistych struktur
biatkowych wystepujacych w komérkach eukariotycznych. Jednym
7 trzech gloéwnych elementow cytoszkieletu sa filamenty aktynowe,
ktore maja wptyw na wzrost, proliferacje 1 réznicowanie komorek,
a takze na ich ksztatt, przyleganie do podtoza oraz endocytoze. Z kli-
nicznego punktu widzenia najistotniejszy wydaje si¢ jednak udziat
cyloszkieletu aktynowego w kontrolowanej $mierci komorki. Celem
badan byto okre$lenie wptywu tréjtlenku arsenu (ATO) na aktyne w li-
nii komorkowej CHO AAS. Ze wzgledu na fakt mutacji w obrebie genu
supresorowego p53 istotne bylo rowniez okreslenie rodzaju indukowa-
nej $mierci. Po 24-godzinnej hodowli komorki poddano dziataniu
wzrastajacych stezen trgjtlenku arsenu (I; 2; 3 ug-em™). Kontrolg
stanowity komorki nie traktowane cytostatykiem. Pierwszym etapem
badan byto okreslenie morfologii komoérek w mikroskopie swietlnym
(metoda HE). Rozmicszczenie oraz reorganizacj¢ filamentow aktyno-
wych okreslano wykorzystujac Alexa fluor 488 phatloidin (Invitrogen)
i obserwowano w mikroskopie fluorescencyjnym. Natomiast zmiany
na poziomie ultrastrukturalnym obserwowano w transmisyjnym mikro-
skopic elektronowym po wezesniejszym wyznakowaniu aktyny zfo-
tem skoniugowanym ze streptawidyna. Wyniki przeprowadzonych
doswiadczen wskazuja na zalezny od dawki wptyw ATO na przezycie,
morfologi¢, ultrastruktur¢ oraz organizacje szkieletu aktynowego.
Zmienionc morfologicznie komorki wykazywaty cechy fenotypowe
charakterystyczne dla apoptozy i katastrofy mitotycznej.












