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Kalendarium

2001 Powstanie laboratorium analiz molekularnych przy Zakladzie Systematyki Roslin Na-
czyniowych i rozpoczgcie badan zmienno$ci DNA w IB PAN.

2004 Zasadniczy rozwdj pracowni zwigzany z zaangazowaniem w projekt badawczy INTRA-
BIODIV (6. Program Ramowy UE) i zakupem kapilarowego sekwencjonera automa-
tycznego.

2011  Wyodrebnienie Pracowni Analiz Molekularnych IB PAN jako osobnej jednostki badaw-
czej w IB PAN.

2012 Dalszy jako$ciowy rozwoj zaplecza aparaturowego, organizacja platformy do sekwen-
cjonowania nowej generacji (Next Generation Sequencing).

HISTORIA PRACOWNI

Pracownia Analiz Molekularnych jest najmtodsza jednostka naukowo-badawcza w Instytucie
Botaniki PAN. Zostala utworzona w potowie 2011 roku w oparciu o wydzielenie zaplecza
aparaturowego funkcjonujacego wczesniej w ramach Zaktadu Systematyki Roslin Naczy-
niowych. Poczatki rozwoju badan genetycznych w Instytucie wiazaty si¢ z organizacja
podstawowego laboratorium, ktore zostato utworzone w 2000 roku z inicjatywy i przy
wsparciu 6wczesnego dyrektora Instytutu, prof. dr hab. Zbigniewa Mirka. Istotny udziat
w tych pracach mieli pracownicy Zakladu Systematyki Roslin Naczyniowych — Elzbieta
Cieslak i Michal Ronikier, ktorzy przeszli odpowiednie szkolenia praktyczne (obstuga
aparatury), jak i teoretyczne. Pierwotne, niewielkie stanowiska laboratoryjne podlegaty
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stopniowej reorganizacji i rozszerzaniu w miarg realizacji kolejnych projektéw badaw-
czych, czgsciowo w oparciu o indywidualne granty, a czgsciowo o centralne granty
aparaturowe. W powiazaniu z nowymi inwestycjami i rosnacym do$wiadczeniem eks-
perymentalnym pracownikéw udoskonalano zaplecze sprzg¢towe i poszerzano spektrum
dostgpnych analiz.

Najwazniejsze etapy rozwoju w pierwszym okresie zwiazane byly z realizacja w Insty-
tucie dwodch projektow europejskich w ramach 6. Programu Ramowego: INTRABIODIV
(2004-2006) i ECOCHANGE (2007-2012), zainicjowanych i koordynowanych przez dr
Pierre’a Taberleta (Uniwersytet w Grenoble, Francja). Zespot badawczy w IB PAN odpo-
wiedzialny byl w nich m.in. za wykonanie kompleksowych analiz genotypowania. Dzigki
finansowaniu tych projektéw i komplementarnemu dofinansowaniu z Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego, mozliwy byt miedzy innymi zakup czterokapilarowego sekwen-
cjonera automatycznego ABI PRISM 3100-4vant (zmodernizowanego pozniej do nowszej
wersji ABI Prism 3130). Zorganizowane zostalo rowniez stanowisko do wysokowydajnej
izolacji DNA w ptytkach 96-dotkowych, co miato duze znaczenie dla efektywnosci pro-
wadzonych badan populacyjnych na duzej liczbie prob. W konsekwencji powstato w pelni
samodzielne zaplecze do analiz genetycznych, od izolacji po uzyskanie sekwencji DNA
czy profilow genotypowania.

Utworzenie Pracowni Analiz Molekularnych, jako niezaleznej jednostki, stanowito
jeden z aspektow restrukturyzacji podjetej w 2011 roku przez 6wczesna Dyrekcejg Instytutu
(prof. dr hab. K. Wotowski i prof. dr hab. B. Godzik). Powstanie Pracowni miato na celu
stymulacjg dalszego rozwoju nowoczesnych badan zwiazanych z analizami zmienno$ci DNA
poprzez utworzenie profesjonalnego zaplecza laboratoryjnego dostepnego dla wszystkich
zespotéw badawczych Instytutu. Na podstawie procedury konkursowe;j, funkcja kierownika
zostata powierzona dr Michatowi Ronikierowi, zwigzanemu od poczatku z organizacja
analiz genetycznych w IB PAN.

Po utworzeniu Pracowni podjgte zostaty dziatania majace na celu jej dalszy rozwoj.
Wydzielono i wyposazono szereg stanowisk laboratoryjnych pozwalajacych na rownoczesna
prace wielu osob. W ramach przyznanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
dofinansowania celowego na restrukturyzacje w 2011 r. utworzono pierwsze stanowisko
naukowo-techniczne. Zostata na nim zatrudniona mgr Marta Satuga (absolwentka biologii
na Uniwersytecie Jagiellonskim), ktora w krotkim czasie biegle opanowata stosowane
w Pracowni procedury laboratoryjne i aktywnie zaangazowata si¢ zarbwno w biezace
prace zwiazane z funkcjonowaniem zaplecza badawczego, jak i w realizacje projektow
badawczych.

Dzigki dofinansowaniu przyznanemu w 2012 roku przez Ministerstwo Nauki i Szkol-
nictwa Wyzszego na zakup aparatury oraz §rodkom z realizowanego w Pracowni grantu
Polsko-Szwajcarskiego Programu Badawczego (por. Aneks II), mozliwa byla realizacja
inwestycji, ktéra otworzyta nowe mozliwosci technologiczne. Zorganizowano platforme
sekwencjonowania nowej generacji (NGS — Next Generation Sequencing), ktorej trzonem
jest aparat Illumina MiSeq (por. tez wykaz wyposazenia). Pracownia stata si¢ tym samym
pierwsza przyrodnicza jednostka badawcza w Polsce przystosowana do prowadzenia analiz
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z wykorzystaniem NGS, stanowiacych najbardziej aktualny trend w §wiatowych badaniach
genetycznych. Technologia NGS pozwala na realizacje bardzo kompleksowych analiz zmien-
nosci sekwencji DNA, obejmujacych np. sekwencjonowanie matych genoméw (np. chlo-
roplastowych), analizy ztozonych prob bioréznorodnosci (np. tzw. metabarkoding prob
srodowiskowych), analizy transkryptomow czy kompleksowe genotypowanie populacji
gatunkdéw w oparciu o sekwencje setek loci.

Z punktu widzenia zamierzen zwiazanych z restrukturyzacja Instytutu, Pracownia Analiz
Molekularnych posiada dwa zasadnicze aspekty swojej dziatalnosci naukowe;j: 1) jest odrgbna
jednostka badawcza skupiajaca si¢ na zastosowaniu analiz molekularnych w nowoczesnych
badaniach botanicznych, a zarazem stanowi 2) ogdlnoinstytutowe zaplecze techniczne
— platforme badan molekularnych nad r6znymi grupami roslin (rosliny naczyniowe, mszaki,
glony) i grzyboéw (wlaczajac porosty).

ORGANIZACJA LABORATORYJNEGO
ZAPLECZA BADAWCZEGO

Jednym z zadan Pracowni jest organizacja i koordynacja efektywnego uzytkowania za-
plecza laboratoryjnego przez wszystkie zainteresowane grupy badawcze Instytutu, jak tez
w ramach realizowanej wspolpracy zewngtrznej. W swoim zalozeniu, jednostka ta peini
rowniez rolg wspierajaca dla powstawania interdyscyplinarnych grup badawczych inte-
grujacych badaczy z réznych zaktadow w celu efektywnego wykorzystania mozliwosci
analiz genetycznych.

Pracownia posiada dobrze wyposazone zaplecze badawcze obejmujace m.in. stano-
wisko do izolacji DNA o duzej przepustowosci, kilka termocyklerow (w tym trzy umoz-
liwiajace prowadzenie reakcji w gradiencie temperatur), czterokapilarowy sekwencjoner
automatyczny ABI Prism 3130, sekwencjoner nowej generacji [llumina MiSeq oraz roz-
budowane wyposazenie peryferyjne (por. szczegblowy opis wyposazenia). Mozliwosci
aparaturowe oraz doswiadczenia Pracowni obejmuja szerokie spektrum stosowanych
technik analiz DNA, m.in. amplifikacj¢ DNA metoda PCR (Polymerase Chain Reaction),
tradycyjne sekwencjonowanie DNA (metoda Sangera), masowe sekwencjonowanie DNA
nowej generacji, genotypowanie AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism),
PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) czy analiz¢ regionow mikro-
satelitarnych.

Juz z perspektywy krotkiego okresu funkcjonowania Pracowni jako odrebnej jednostki
(jeden rok), mozna stwierdzi¢, ze nastapit znaczacy rozwdj zainteresowania badaniami
molekularnymi. Oprocz prowadzonych juz wczesniej badan nad roslinami naczyniowymi,
zainicjowane zostaty m.in. prace nad glonami (Zaklad Fykologii), grzybami (Zaktad
Mykologii) czy porostami (Zaktad Lichenologii). Realizowana jest rowniez przez Pracownig
stala lub okresowa wspoélpraca z grupami badawczymi spoza Instytutu (por. podrozdziat
0 wspotpracy).
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TEMATYKA BADAWCZA

Wilasna dzialalno$é naukowa Pracowni

Prowadzenie wlasnej dziatalnosci badawczej w oparciu o zastosowanie analiz molekularnych
nalezy do gtéwnych zadan Pracowni. W zwiazku z tym, Ze jest to jednostka nowa i nie-
wielka — personel obejmuje aktualnie jednego pracownika naukowego i jednego technicz-
nego — zakres dzialalno$ci naukowe;j jest zdeterminowany zainteresowaniami badawczymi
kierownika Pracowni, ktore poczawszy od pracy magisterskiej zwiazane byty z funkcjono-
waniem i bioréznorodnoscia ekosystemow wysokogorskich. Tematyka prac koncentruje sig
na zagadnieniach struktury bioréznorodno$ci i dynamiki jej zmian w czasie i przestrzeni,
dla ktérych podstawowym modelem biologicznym badan sa organizmy ekosystemow zim-
nych (alpejskich i arktycznych). Dziatalno$¢ naukowa w tym zakresie skupia si¢ wokot
zainicjowanej i koordynowanej przez Pracownig¢ interdyscyplinarnej grupy badawczej
“Molecular Biogeography”. Poza ta gtéwna osia tematyczna, Pracownia prowadzi rowniez
inne badania zwiazane z zastosowaniem analiz genetycznych do rozwiazywania problemow
przyrodniczych, m.in. z zakresu filogeografii, filogenetyki i ewolucji czy tzw. genetyki
konserwatorskiej.

Biogeografia molekularna — badania wysokogorskiej bioty gor Europy
ze szczeg6lnym uwzglednieniem Karpat

W realizowanych projektach biogeograficznych techniki analiz molekularnych stosowane sa
do badan zmiennosci i dywergencji populacji organizméw srodowisk zimnych o dysjunktyw-
nych zasiegach. Umozliwiaja one rekonstrukcje ich historii biogeograficznej i populacyjnych
procesow genetycznych, m.in. w konteks$cie zmian klimatu (wptywu zmian historycznych
oraz prob modelowania dynamiki przysztych zmian w rozmieszczeniu i zmienno$ci organi-
zmow wysokogorskich). Pod wzgledem geograficznym prace te obejmuja zasiggi wysoko-
gorskich i arktyczno-alpejskich gatunkow roslin i grzybow, w szczegolnosci koncentrujac si¢
na wyspowych siedliskach alpejskich Karpat i innych gér Europy Srodkowej (Ryc. 1, 2).

Do najwazniejszych zagadnien badawczych nalezy poréwnawcza filogeografia i analiza
historii zasiggéw wysokogorskich gatunkow roélin i grzybow w gorach Europy Srodkowej
(Karpaty, Alpy, Sudety, gory Polwyspu Batkanskiego [np. 4265, 4381; por. tez wczesniejsze
prace w ramach Zaktadu Systematyki Roslin Naczyniowych: 3895-3897] oraz w szerszej
skali geograficznej (np. zasiegdw cyrkumpolarnych) [4373]. Prowadzone sa takze szczego-
lowe badania wyspowych siedlisk alpejskich Karpat pod katem ewolucji wysokogorskich
gatunkéw roélin 1 grzybow, struktury i odrgbnosci genetycznej populacji w Karpatach
Zachodnich, Wschodnich i Poludniowych, a takze identyfikacji obszarow o szczegélnie
wysokiej zmiennosci genetycznej populacji.

Opublikowano pierwsze szczegdtowe analizy struktury genetycznej populacji przedsta-
wicieli flory wysokogorskiej Karpat. Wyniki wskazuja na dtuga izolacje regionalnych grup
populacji i historyczne znaczenie szeregu barier dla przeplywu gendw, takich jak gtowne
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Ryc. 1. Rozpoczgty w 2012 r. grant finansowany w ramach Polsko-Szwajcarskiego Programu Badawczego
dotyczy biogeografii molekularnej uktadu ekologicznego tworzonego przez Dryas octopetala L. 1 obligatoryjnie
zwiazanymi z nim saprobiontycznym grzybem i pasozytniczym motylem. Na zdjgciu populacja D. octopetala
na Spitsbergenie Zachodnim, Archipelag Svalbard (Fot. M. Ronikier).

obnizenie Srodkarpackie (Beskid Niski) czy dolina rzeki Olt w obrebie Karpat Potudniowych.
Wyniki z opublikowanych prac dotyczace populacji karpackich zostaly zebrane w pierwszej
przegladowej pracy na temat filogeografii wysokogorskiej Karpat [4265].

Zebranie dostgpnych danych pozwolito stwierdzié, Zze historia biogeograficzna flory
Karpat obejmuje zarowno procesy dlugiej izolacji i genetycznej dywergencji populacji
w poszczegolnych czgsciach tancucha, jak i zdarzenia prawdopodobnej dyspersji dale-
kiego zasiggu. Przyklad analizy filogeograficznej catego zasiggu wysokogorskiego jaskra
Ranunculus glacialis L. wskazuje (w kontekscie Karpat), ze historia jednego gatunku moze
obejmowac wielokrotng kolonizacjg i wspotistnienie linii genetycznych pochodzacych ze
stosunkowo niedawnej kolonizacji z liniami reliktowymi, ktore trwaty w masywach kar-
packich nawet przez szereg cykli klimatycznych czwartorzedu [4373]. Co wazne, badania
filogeografii R. glacialis wskazuja na duza stabilno$¢ regionalnych grup genetycznych
w gorach strefy umiarkowanej. Swiadczaca tez o potencjalnie duzej odpornosci gatunkow
wysokogorskich na fluktuacje klimatyczne.

W ramach wspolpracy z Instytutem Botaniki UJ (dr Alina Stachurska-Swakon) badania
nad flora wysokogorska Karpat rozszerzono o analizy filogeograficzne gatunkéow zioto-
roslowych, ktore stanowia wazny element flory pigtra subalpejskiego w goérach Europy
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Ryc. 2. Zbiér materiatdw populacyjnych do badan molekularnych — goéry Komovi na pograniczu Czarnogéry
i Albanii, 2009 (Fot. A. Ronikier).

[4381] (Stachurska-Swakon et al. 2013). Do aktualnych nurtow badawczych w Pracowni
naleza rdwniez analizy szczegdlowej struktury genetycznej populacji wysokogorskiej flory
w mniejszej skali geograficznej, w szczegdlnosci Tatr, w kontekscie jej historii oraz wspot-
czes$nie zachodzacych procesow populacyjnych w srodowisku wysokogdrskim (M. Ronikier,
dane niepubl.).

Wazne aspekty ksztaltowania si¢ zasiggow geograficznych, takie jak dynamika i zakres
dyspersji, badane byly na przykladzie wybranych gatunkow roslin arktyczno-alpejskich
w ramach zakonczonego w 2012 r. projektu ECOCHANGE (por. Aneks II). Zastosowane
zostaly tu nowatorskie analizy pozwalajace na oszacowanie przestrzennego zakresu dys-
persji na podstawie markerow genetycznych. Byl to jeden z elementow kompleksowego
projektu poswigconego opracowaniu udoskonalonych projekcji zmian biordéznorodnosci
ekosystemow ladowych Europy w ramach modelowania wplywu prognozowanych zmian
klimatycznych.
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Rozwijajac realizowane koncepcje badawcze, Pracownia stopniowo zmierza od prac
nad pojedynczymi gatunkami czy grupami populacji ku kompleksowym projektom po-
rownawczym. W badaniach nad biota Karpat prowadzone sg analizy majace na celu po-
znanie roznych aspektow biogeograficznych flory wysokogorskiej w oparciu o metody
filogeografii porownawczej. W 2012 roku rozpoczgto rowniez prace nad dwoma nowymi
projektami dotyczacymi biogeografii uktadow ekologicznych zwiazanych z Dryas octo-
petala L., jednym z kluczowych gatunkow ekosystemow arktyczno-alpejskich. W ramach
polsko-szwajcarskiego projektu DRYADE — “The fate of ecological interactions in a changing
climate: using next-generation sequencing technologies to unravel adaptive and historical
processes in a community of interrelated arctic-alpine organisms”, badana jest ewolucja
i dynamika biogeograficzna powiazanych arktyczno-alpejskich uktadow ekologicznych.
Wykorzystywanym modelem biologicznym jest D. octopetala oraz obligatoryjnie zwigzane
z tym gatunkiem organizmy: grzyb saprobiontyczny Rhizomarasmius epidryas (Kiihner
ex A.Ronikier) A.Ronikier & M.Ronikier oraz pasozytniczy motyl Stigmella dryadella
O.Hofmann, 1868.

Z kolei w ramach grantu MNiSW pt. ,,Analiza uwarunkowan wystepowania grzybow
arktyczno-alpejskich w gorach strefy umiarkowanej” (koordynowanego przez dr Anng
Ronikier z Zaktadu Mykologii) badane sa uwarunkowania wystgpowania grzybow ark-
tyczno-alpejskich oraz stopnia stato$ci powiazania z nimi arktyczno-alpejskich roslin
mykoryzowych w kontek$cie zmian zasiggdw. Podstawa tego projektu jest porownawcza
analiza molekularna zbiorowisk grzybow mykoryzowych w reliktowych populacjach
D. octopetala w pigtrze lesnym Karpat w stosunku do wysokogorskich populacji tego
gatunku.

We wspoélpracy z Uniwersytetem w Lozannie (dr Nadir Alvarez) realizowane sa w Pra-
cowni rowniez (w ramach pracy doktorskiej) badania mgr Tomasza Suchana nad genetyka
koewolucyjnego, mutualistycznego uktadu ekologicznego Trollius europaeus — muchowki
z grupy Chiastocheta, w kontek$cie uwarunkowan $rodowiska wystgpowania badanych
populacji (tzw. landscape genetics) w Karpatach, Sudetach, Alpach i Jurze.

Inne badania 7 zastosowaniem analiz zmiennosci DNA

W szerokim ujgciu obszar zainteresowan badawczych Pracowni obejmuje zastosowanie
analiz genetycznych w rozwigzywaniu problemow z zakresu taksonomii, filogenezy i ewo-
lucji, a takze ekologii. Prowadzone sa wieloaspektowe analizy zmienno$ci genetycznej
w kontekscie bioréznorodnosci ekosystemow oraz historycznych i wspotczesnych czynnikow
ksztaltujacych przestrzenny rozktad tej zmiennosci.

Badania prowadzone w ramach projektu INTRABIODIV (realizowanego jeszcze w ra-
mach Zaktadu Systematyki Roslin Naczyniowych) wykazaty, na przyktadzie modelowego
uktadu wysokogorskiej flory Alp i Karpat, Ze bior6znorodno$¢ na poziomie gatunkowym nie
jest skorelowana z bior6znorodnos$cia na poziomie wewnatrzgatunkowym (genetycznym).
Wskazuje to, ze r6zne historyczne i wspolczesne czynniki majg znaczenie dla ksztattowania
si¢ tych dwoch integralnych sktadnikéw réznorodnosci biologicznej [4390].
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W ramach prac z zakresu taksonomii i filogenezy, do najwazniejszych dtugofalowych
tematdéw naleza badania ewolucyjno-taksonomiczne mieszancowych taksonow w rodzaju
Potamogeton, prowadzone we wspolpracy z dr hab. Joanna Zalewska-Gatosz (Instytut
Botaniki Uniwersytetu Jagiellonskiego). Zastosowanie analiz zmiennosci genetycznej ma
kluczowe znaczenie dla doktadnej identyfikacji mieszancow, a takze dla prob okreslenia
ich ewolucyjnego znaczenia w populacjach [np. 4289, 4410]. W wyniku tych prac opisane
zostaly m.in. dwa nowe taksony mieszancowe Potamogeton — P. Xassidens Z.Kaplan,
Zalewska-Gat. & M.Ronikier oraz P. maemetsiae Zalewska-Gat. & M.Ronikier.

Zastosowanie analiz sekwencji DNA w kontekscie filogenetycznym pozwolito row-
niez na ustalenie wlasciwej pozycji taksonomicznej Rhizomarasmius epidryas (Kithner ex
A.Ronikier) A.Ronikier & M.Ronikier, jednego z najbardziej typowych przedstawicieli
mykobioty arktyczno-alpejskiej [4266].

PUBLIKACJE

Dorobek naukowy, ktory powstal w oparciu o wykorzystane mozliwos$ci analityczne obu
laboratoriow molekularnych (Zaktadu Systematyki Roslin Naczyniowych i PAM) obejmuje
kilkadziesiat publikacji i abstraktow konferencyjnych. W samej tylko Pracowni Analiz Mole-
kularnych, w ciagu kilku miesigcy jej dziatalnosci jako odrgbnej jednostki, opublikowanych
zostato osiem prac naukowych, m.in. w najlepszych czasopismach z zakresu biogeografii,
botaniki i ekologii, takich jak: Ecology Letters, Molecular Ecology czy Taxon.

WSPOLPRACA Z OSRODKAMI KRAJOWYMI

Pracownia jest powiazana stata wspotpraca przede wszystkim z Instytutem Botaniki Uniwersy-
tetu Jagiellonskiego. W ramach wspdlnej dziatalnosci naukowej realizowane sa np. komplek-
sowe studia nad taksonomia i ewolucja waznego dla ekosystemow stodkowodnych rodzaju
Potamogeton L. (dr hab. J. Zalewska-Gatosz), badania nad filogeografia gatunkéw budujacych
subalpejskie zbiorowiska ziotoroslowe w Karpatach (dr A. Stachurska-Swakon) czy analizy
roéznorodnosci grzyboéw mikoryzowych powiazanych z Dryas octopetala L. (dr Piotr Mleczko).
Okresowo nawiazywana jest rowniez wspoOlpraca z innymi krajowymi osrodkami badawczymi,
takimi jak Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu czy SGGW w Warszawie.

WSPOLPRACA MIEDZYNARODOWA

Dziatalno$¢ naukowa Pracowni opiera si¢ w duzej mierze na wspotpracy migdzynaro-
dowej. Aktywna wspolpraca utrzymywana jest przede wszystkim z osrodkami zajmujacymi
si¢ zagadnieniami biogeografii i ekologii organizméw wysokogorskich. We wspotpracy
z o§rodkami szwajcarskimi (Department of Ecology and Evolution, Université de Lausanne
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i Research Unit Biodiversity and Conservation Biology, WSL Birmensdorf) realizowany
jest od 2012 roku projekt finansowany przez Polsko-Szwajcarski Program Badawczy (por.
Aneks II).

Bliska wspotpracg dotyczaca badan molekularnych flory wysokogorskiej Pracownia
utrzymuje réwniez z oSrodkami w Austrii (Institut fiir Botanik, Universitit Innsbruck)
i Francji (Laboratoire d’Ecologie Alpine, Université de Grenoble). Szczegolnie wazna jest
tez wspotpraca z osrodkami badawczymi w krajach karpackich, przede wszystkim z Rumunia
(Institutul de Cercetari Biologice i Gradina Botanica ,,Alexandru Borza” — Universitatea
Babes-Bolyai, Cluj-Napoca) i Stowacja (Botanicky tstav SAV, Bratystawa).

Odrebnym zagadnieniem sa migdzynarodowe badania terenowe obejmujace zbiory
materiatow do badan genetycznych w wielu obszarach gorskich Europy i §wiata. Wy-
prawy terenowe organizowane byty m.in. we wszystkie czesci Karpat (Stowacja, Rumunia
i Ukraina), gory Potwyspu Batkanskiego (m.in. Bulgaria, Grecja, Macedonia, Czarno-
gora, Serbia), Alpy (Austria, Francja, Szwajcaria, Wtochy), Pireneje i gory Potwyspu
Iberyjskiego (Francja i Hiszpania), Gory Potwyspu Skandynawskiego (Finlandia, Nor-
wegia, Szwecja), Spitsbergen (archipelag Svalbard, Norwegia), Gory Skaliste (Ameryka
Péinocna).

DZIALALNOSC DYDAKTYCZNA I POPULARYZATORSKA

Pracownia realizuje zréznicowana dziatalnos¢ dydaktyczna, mimo ze nie nalezy ona do
gtownych nurtéw jej aktywnosci. Regularnie prowadzony jest cykl wyktadow poswigco-
nych zastosowaniu analiz DNA w badaniach botanicznych dla Migdzynarodowego Studium
Doktoranckiego PAN w Krakowie. W ramach umowy z Akademia Gorniczo-Hutnicza
w Krakowie prowadzony jest cyklicznie autorski kurs teoretyczno-laboratoryjny ,,Podstawy
Analiz DNA” dla studentow Fizyki Medycznej AGH (we wspotpracy z dr E. Cieslak z Za-
ktadu Systematyki i Fitogeografii Roslin Naczyniowych IB PAN). W Pracowni realizowane
sa rowniez indywidualne szkolenia i staze. W roku 2012 staze takie na r6znych poziomach
ksztatcenia (skierowane do studentow lub doktorantéw i programy doskonalenia zawodo-
wego), trwajace od miesiaca do pot roku, odbyto pig¢ 0soéb z réznych osrodkoéw z Krakowa,
Lublina i Wroclawia. Pracownia uczestniczy rowniez w ogolnoinstytutowych imprezach
popularyzujacych nauke, takich jak Festiwal Nauki w Krakowie.

Metody analityczne i zaplecze aparaturowe
Pracowni Analiz Molekularnych

Pracownia dysponuje kompletna aparatura niezbgdna do realizacji analiz zmiennosci DNA
na bazie wielu szeroko stosowanych technik badawczych. Izolacja catkowitego DNA ge-
nomowego z roslin i grzybow mozliwa jest zar6wno metodami opartymi na precypitacji
(np. CTAB), na adsorpcji w kolumnach ze zlozem krzemionkowym, jak i na wigzaniu na
ztozach magnetycznych. Mozliwa jest izolacja DNA z pojedynczych probek, jak roéwniez



48 M. RONIKIER

w systemach o wysokiej przepustowosci (plytki 96x). Do najwazniejszych stosowanych
metod analiz genetycznych naleza:

(1) genotypowanie AFLP (Admplified Fragment Length Polymorphism),

(2) analiza loci mikrosatelitarnych,

(3) sekwencjonowanie pojedynczych amplikonow DNA (metoda Sangera), opcjonalnie
z klonowaniem DNA z zastosowaniem wektorow plazmidowych,

(4) wysokowydajne sekwencjonowanie DNA nowej generacji (Next-Generation Sequ-
encing) 1 analizy pochodne (np. genotypowanie w oparciu o markery RAD).

Pracownia jest podzielona na cztery strefy funkcjonalne (A, B, C, D), z ktérych kazda
dysponuje odrgbnym, kompleksowym wyposazeniem laboratoryjnym:

A. Strefa izolacji DNA (Ryc. 3). Stanowisko jest przystosowane do izolacji catkowitego
DNA zar6wno metodami opartymi na precypitacji (np. CTAB), na adsorpcji w kolumnach

Ryc. 3. Stanowisko do izolacji DNA z materiatu biologicznego (Fot. M. Ronikier).
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Ryc. 4. Stanowiska amplifikacji DNA (PCR) w Pracowni Analiz Molekularnych IB PAN (Fot. A. Ronikier).

ze ztozem krzemionkowym oraz na wiazaniu na ztozach magnetycznych. Mozliwa jest
izolacja DNA z pojedynczych probek, jak réwniez izolacja DNA w systemach o wysokiej
przepustowosci (plytki 96x). Wyposazenie stanowiska obejmuje m.in.:

(1) wagg precyzyjna Max WPS 210/C/2 (Radwag) z doktadnoscia odczytu do 1 mg,
do odwazania porcji materialu biologicznego do izolacji DNA,

(2) homogenizatory MM200 i Tissue Lyser Il (Retsch) do wydajnego rozdrabniania
materiatu ros$linnego do izolacji DNA lub RNA (z opcja dla pojedynczych probéwek
1 plytek 96°x),

(3) wirdwka Sigma 4-16K do ptytek 96x z chlodzeniem,

(4) wirdwka prozniowa CentriVap Concentrator (Labconco),

(5) spektrofotometr GeneQuant pro RNA/DNA Calculator (Pharmacia — GE Healthcare).

B. Strefa przygotowywania reakcji enzymatycznych (Ryc. 4). Obejmuje szereg sta-
nowisk do przygotowania reakcji trawienia DNA, amplifikacji DNA (reakcje PCR), itp.
oraz termocyklery do inkubacji reakcji enzymatycznych w $cisle okreslonych warunkach
cieplnych:

(1) termocykler 96-dotkowy z gradientem Veriti (Applied Biosystems),

(2) dwa termocyklery 96-dotkowe Genedmp PCR System 9700 (Applied Biosys-

tems),
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(3) termocykler z dwoma niezaleznymi blokami 48-dotkowymi C7000 (BioRad),
(4) termocykler 96-dotkowy z gradientem P7TC-200 (MJ Research),
(5) blok grzewczy do probéwek CH-100 (Biosan).

C. Strefa sekwencjonowania DNA (Ryc. 5, 6). Umozliwia zaréwno uzyskanie sekwencji
pojedynczych fragmentéw DNA, jak i masowe sekwencjonowanie duzych zestawow ma-
tryc DNA. Obejmuje dwie platformy do sekwencjonowania wraz z wyposazeniem pery-
feryjnym:

(1) sekwencjoner 4-kapilarowy ABI Prism 3130 (Applied Biosystems),

(2) sekwencjoner nowej generacji Miseq Personal Sequencer (Illumina),

(3) fluorometr Qubit 2.0 (Invitrogen),

(4) aparat do automatycznego, precyzyjnego frakcjonowania DNA Pippin Prep (Sage

Science).

D. Strefa elektroforezy DNA. Umozliwia przeprowadzenie rozdziatu czasteczek DNA
w zelach elektroforetycznych agarozowych i poliakrylamidowych oraz wizualizacje DNA
i dokumentacj¢ wynikoéw. Najwazniejsze wyposazenie obejmuje:

(1) zasilacz do elektroforezy EPS 3501 XL (Amersham Biosciences),

(2) zasilacz do elektroforezy EPS-250 (CBS Scientific Company),

(3) komory do elektroforezy agarozowej SubCell GT (Biorad),

Ryc. 5. Stanowisko sekwencjonowania DNA ‘nowej generacji’ — aparat Illumina MiSeg (Fot. M. Ronikier).
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Ryec. 6. Stanowisko sekwencjonera kapilarowego ABI 3130 (Fot. M. Ronikier).

(4) komore do elektroforezy poliakrylamidowej Hoefer SE 600 z systemem kontroli
temperatury Multitemp III (Amersham Biosciences),

(5) zintegrowany system do wizualizacji 1 archiwizacji zeli elektroforetycznych obej-
mujacy transiluminator, kamere i komputer — GeneGenius (Syngene).

Oprécz wymienionej aparatury dedykowanej do poszczegdlnych stref pracy, podstawowe
wyposazenie Pracowni obejmuje rOwniez:

(1) zestawy pipet automatycznych o zmiennej nastawie, jedno- i wielokanatowych,
mechanicznych i elektronicznych — Gilson, Matrix,

(2) wirdwki stotowe Minispin, 5424, 5415D (Eppendorf),

(3) mieszadta mechaniczne (worteks) Reax Top (Heidolph),

(4) wiréwke z wymiennymi rotorami i chtodzeniem 5804R (Eppendorf),

(%) taznie wodne LW 102, MLL 147 do inkubacji mieszanin,

(6) inkubator BD53 (Binder),

(7) inkubator z wytrzasaniem i regulacja temperatury Incubator 1000 / Unimax 1010
(Heidolph),

(8) komora laminarna do pracy w warunkach sterylnych Lamil Plus 10,

(9) destylator wody Rel 5 (Polna S.A.),

(10) stacja dejonizujaca do produkcji wody ultraczystej na potrzeby biologii molekularnej,

typu I (18,2 MQ/cm) — Water Pro PS (Labconco),



52 M. RONIKIER

(11) autoklaw SterilClave 18B (Cominox),

(12) zamrazarki szafowe szufladowe, lodowko-zamrazarki, lodowki — Liebherr,
(13) zamrazarki glebokiego zamrazania — Nuaire,

(14) wytwornica lodu AF80 (Scotsman),

(15) waga laboratoryjna WPS 210/C (Radwag),

(1/6) mieszadto magnetyczne VarioMag.
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