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rozprawy doktorskiej mgr Renaty Miltko pt. ,,ZdolnoSci chitynolityczne

orzeskow Eudiplodinium maggii i ich udzial w przemianach chityny w zwaczu”

Zwacz mozna scharakteryzowaé uzywajac w przeno$ni terminu ,skomplikowanej
fabryki”, w ktorej odbywa si¢ degradacja i przemiana cukréw o tak zmienionej strukturze, ze
staja si¢ niedostgpne przy normalnym sposobie trawienia przez enzymy zwierzecia. Cukry te
zostaja w zwaczu degradowane aby w rezultacie dostarczy¢ zar6wno energii jak i sktadnikow
strukturalnych dla zwierzgcia, takich jak thuszcze i niektére aminokwasy. Jest to wigc fabryka
w ktérej odbywaja si¢ procesy przy zastosowaniu ,,wyrafinowanej biotechnologii”. W ten
sposob nastepuje przeniesienie energii w tancuchu pokarmowym, w ktérym energia promieni
stonecznych jest gromadzona w roslinach za posrednictwem fotosyntezy, jest nastgpnie
przenoszona na herbivora (posiadajacymi zwacz) nastgpnie na carnivora aby w koncu stuzy¢
cztowiekowi. Z tych powodow procesy zachodzace w zwaczu sa bardzo wazne zardéwno z
punktu widzenia teoretycznego, stanowigc wdzigczny temat do badania mechanizmdw
biologicznych oraz ze wzgledu na aspekty praktyczne, aby wykorzysta¢ badania w
poprawieniu produkcyjnosci zwierzat.

W Instytucie w Jabtonnie biologia mikroorganizméw zwacza zajmowal si¢ od
poczatku istnienia Instytutu dr Aleksander Ziotecki. Obecnie Jego dzieto kontynuuje prof. dr
hab. Tadeusz Michatowski z zespotem miody badaczy. Jego zespdt wysunat sie¢ na czoto

zespotow naukowych badajacych mikroorganizmy zwacza.



Obecna rozprawa jest kontynuacja bardzo waznych badan dotyczacych trawienia i
przemian chityny w zwaczu przez jego mikroorganizmy szczegdlnie przez orzeska
Eudiplodinium maggii. Orzgski izolowano z ptynu zwacza owiec i hodowano w warunkach in
vitro lub wszczepiano do zwacza zwierzat, ktorym usunigto poprzednio ich naturalng faune

orzgskow.

Autorka obrata jako przedmiot badan nastepujace zagadnienia i problemy:

1) wplyw dodatku chityny i zoospor grzybéw zwaczowych do podtoza hodowlanego na
przezywalno$¢ i liczebno$¢ populacji orzeskéw Eudiplodinium maggii w warunkach
in vitro,

2) zdolno$¢ trawienia chityny i zarodnikéw grzybéw zwaczowych przez orzeski oraz
wykorzystanie uzyskanych produktéw jako zZrédta wegla w przemianach
dostarczajacych im energii;

3) identyfikacja i charakterystyka enzymow katalizujacych rozktad chityny w
komorkach pierwotniakdw;

4) wptyw badanych orzgskéw na zawarto$é i produkcje chityny w zwaczu owiec;

5) udzial pierwotniakéw Eudiplodinium maggii w przemianach chityny w zwaczu owiec.

Rozprawa liczy 141 stron i sktada sie z 10 rozdziatow:
. Wstep; II. Materiat i metody; III. Wyniki; IV. Dyskusja; V. Wnioski; VI. Literatura; VIL

Spis tabel; VIII. Spis rysunkéw; IX. Streszczenie; X. Abstract.

We wstgpie Autorka omoéwita teoretyczne przestanki i aktualng wiedze, dotyczace
ssakow przezuwajacych, mikroorganizméw zwacza i ich roli biologicznej oraz

scharakteryzowata strukture i mechanizmy przemiany chityny w zwaczu. Wstep jest napisany



jasno z uwzglednieniem literatury naukowej, ale takze cytuje publikacje starsze, co nalezy
zauwazy¢ z aprobata, jak na przyklad publikacje prof. Zdzistawa Raabego z 1964 r., ktory byl
pionierem protozoologii w Polsce. Dla jasniejszego wykladu Autorka zamiescita w tym
rozdziale 6 rysunkow.

Rozdziat II. Materiat i metody — zawiera oméwienie metodyki badan zastosowanych
w pracy. Nalezy podkresli¢ z uznaniem wprowadzenie bardzo nowoczesnej metodyki liczenia
zarodnikow grzybow przy zastosowaniu techniki real time PCR. W tym rozdziale
umieszczono 2 tabele i 7 rysunkéw. Zauwazylem biad w tabeli 2.1.: druga pozycja od dotu
jest NaHPO4 x H,O a powinno by¢: NaH,PO4 x H,O.

Rozdzial III. Wyniki — zawiera rezultaty przeprowadzonych badan. W tym rozdziale
umieszczono 7 tabel i 19 rysunkow.

Rozdziat IV. Dyskusja — zawiera oméwienie wynikow na tle badan swiatowych w tej
dziedzinie.

Rozdzial VI. Literatura — zawiera 242 pozycje cytowane w zwiazku z wykonanymi

badaniami.

Badania Autorki przeprowadzone in vitro wykazaly, ze przezywalno$¢ orzgskow
Eudiplodinium maggii hodowanych na podtozu zawierajacym roztwér soli o statym sktadzie
chemicznym i chityne albo zarodniki grzybéw nie przekraczata 4 dni. Dodanie do podtoza
plynu zwacza i glutenu wydtuzalo przezywalnos¢ tych orzeskow do kilku dalszych dni i
dtuzej. Podloze zawierajace ten sam roztwor i siano Iakowe oraz gluten pszenny pozwalato na
przezywalno$é orzeskéw przez okoto 28 dni. Dodatek chityny do tego podioza stymulowat
wzrost populacji tego orzeska w sposob istotny. Dalsze eksperymenty wykazaly, ze inkubacja
Eudiplodinium maggii z chityna i zoosporami grzyboéw zwaczowych indukowata biosynteze

lotnych kwaséw ttuszczowych: kwasu octowego, ktory stanowit 72,0 1 77,7% wszystkich



kwasow, kwas mastowy — 21,1 i 12,2% i kwas propionowy 6,9 i 11,0%, odpowiednio.
Ogoblna aktywnos¢ chitynolityczna Eudiplodinium maggii, przy uzyciu surowego preparatu
enzymatycznego tych orzeskéw, wynosita okoto 0,035 uM  uwolnionej N-
acetyloglukozoaminy /mg biatka/min. Preparat enzymatyczny powodowat catkowity rozktad
chityny a koncowymi produktami byly N-acetyloglukozoamina, chitobioza i chitotrioza.
Badania zymograficzne wykazaty, ze w preparacie orzeskow Eudiplodinium maggii byty
obecnie nastepujace enzymy: endochitynaza, egzochitynaza i chitobiaza. Oczyszczanie biatka
pochodzacego od tych orzeskow na zsieciowanym dekstranie Seph. G-150 wykazalo, ze
enzymy endochitynaza i chitobiaza wyplywaty z kolumny w tych samych frakcjach,
natomiast enzymy o cechach egzochitynazy wyplywaly z kolumny nieco pozniej, co
sugerowalo ich wigksza masg¢ czasteczkowa. Autorka okreslita mase czasteczkowg
endochitynazy 62 kDa, chitobiazy — 51 kDa i egzochitynazy — 41 kDa. Badania in vivo
wykonano uzywajac trzy owce, ktorym zatozono trwale przetoki zwacza. W okresie
kontrolnym owce nie posiadaly zadnych orzeskéw w zwaczu, a w okresie doswiadczalnym
posiadaty orzeski Eudiplodinium maggii. Stwierdzono, Ze chityna obecna w zarodnikach
grzybéw zwacza stanowita 81-99% calkowitej zawartosci chityny i odpowiadata liczbie
zoospor. Catkowita zawarto$é chityny, z ktérej mogly korzysta¢ orzgski w ciagu 12 godzin
wynosila 6,2 g. Intensywno$¢ trawienia chityny wynosita okoto 3%/godzing.

Badania wykazaly réwniez, ze orzeski Eudiplodinium maggii sa zdolne do trawienia i
wykorzystania chityny syntetyzowanej w zwaczu. Na podstawie przeprowadzonych badan,
analizy wynikéw oraz po wykonaniu obliczen statystycznych, przy uzyciu programow Excel
2003 i Statistica 6.0 i analizy statystycznej wynikow wykonanych metoda jedno- i
dwuczynnikowej analizy wariancji: Autorka sformutowata nastgpujace wnioski, majace pelne

uzasadnienie w otrzymanych wynikach badan:



)

2)

3)

4)

5)

6)

Siano lakowe jest niezbednym sktadnikiem podioza hodowlanego w badaniach
wplywu chityny i liofilizowanych zarodnikow grzybéw zwaczowych na liczebnos¢
orzeskow Eudiplodinium maggii podczas dhugookresowej hodowli in vitro.
Stymulujacy wptyw chityny i zarodnikow grzybéw na rozwdj populacji
Eudiplodinium maggii byt wynikiem wzbogacenia podtoza hodowlanego o te
sktadniki odzywcze, ktére umozliwiaja pokrycie kosztéw zwiekszonej syntezy
komorek orzgskow.

Przyrost stezenia lotnych kwasow tluszczowych w podtozu, obserwowany podczas
wykonywania do$wiadczen fermentacyjnych wskazuje, ze chityna i weglowodany
zawarte w zoosporach grzybéw byly trawione i wykorzystywane jako zrodfo wegla w
procesach dostarczajacych pierwotniakom energii.

W trawieniu chityny w komorkach orzgskéw Eudiplodinium maggii uczestnicza
enzymy o wlasciwoséciach endochitynazy i chiobiazy. Endochitynaza moze by¢
uwazana jako enzym wyznaczajacy szybko$¢ trawienia chityny.

Gtéwnym zrodtem chityny w plynie zwacza sa zarodniki grzybow. Pierwotniaki
Eudiplodinium maggii, stymulujac rozwoj grzybow w zwaczu sprzyjaja tworzeniu sig
nowych zarodni i powstawaniu zwigkszonej liczby zarodnikow. Wynikiem tych
procesow jest przyrost zawartosci chityny w ptynie zwacza.

Orzeski Eudiplodinium maggii wykorzystuja niewielka czg$¢ chityny syntetyzowanej
w zwaczu. Pelnia one drugorzedna role w przemianach tego weglowodanu w zwaczu.
Jedna z przyczyn tego stanu rzeczy wydaje si¢ by¢ bardzo maty wychwyt zarodnikow

grzybéw, ktore sa gléwnym zrédlem chityny dla pierwotniakow.



Nie analizuje doktadnie wszystkich drobnych btedow stownych (np. s. 136, wiersz 12 od
gory: ,.egzochitynazyazy” czy uzycie stowa ,puryfikacja”), poniewaz nie umniejszaja one
nawet w najmniejszym stopniu, wartosci rozprawy a beda usunigte przed oddaniem
manuskryptu do druku.

Podsumowujac moja oceng rozprawy uwazam, Ze rozprawa ta jest wazna i cenna pozycja
naukowa, jest wielkim osobistym osiagnieciem naukowym Autorki a posrednio takze zespotu

badawczego 1 Instytutu.

Stwierdzam z glebokim przekonaniem, ze Rozprawa Doktorska Mgr Renaty Miltko pt.
,Zdolnosci chitynolityczne orzgskow Eudiplodinium maggii i ich udzial w przemianach
chityny w zwaczu” spetnia wszystkie warunki stawiane rozprawom doktorskim przez Ustaweg
7z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. Nr 65 z 16 kwietnia 2003 r., poz. 595) wraz ze zmianami wprowadzonymi
Ustawa — Prawo o szkolnictwie wyzszym z dnia 27 lipca 2005 r. (Dz.U. Nr 164 poz.1365).

Dlatego tez wnosze¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat
im. Jana Kielanowskiego PAN o przyjecie niniejszej rozprawy.

Wnosze rowniez o przyjecie tej rozprawy z wyrdznieniem.
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