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OCENA 

rozprawy doktorskiej mgr Renaty Miltko pt. „Zdolnosci chitynolityczne 

orz^skow Eudiplodinium maggii i ich udziai w przemianach chityny w zwaczu" 

Zwacz mozna scharakteryzowac uzywaj^c w przenosni terminu „skomplikowanej 

fabryki", w ktorej odbywa si? degradacja i przemiana cukrow o tak zmienionej strukturze, ze 

staj^ si§ niedost^pne przy normalnym sposobie trawienia przez enzymy zwierz^cia. Cukry te 

zostaj^ w zwaczu degradowane aby w rezultacie dostarczyc zarowno energii jak i skladnikow 

strukturalnych dla zwierz^cia, takich jak tiuszcze i niektore aminokwasy. Jest to wi§c fabryka 

w ktorej odbywaj^ si? procesy przy zastosowaniu „wyrafmowanej biotechnologii". W ten 

sposob nast?puje przeniesienie energii w lancuchu pokarmowym, w ktorym energia promieni 

slonecznych jest gromadzona w roslinach za posrednictwem fotosyntezy, jest nast^pnie 

przenoszona na herbivora (posiadajq.cymi zwacz) nast?pnie na carnivora aby w koncu stuzyc 

czlowiekowi. Z tych powodow procesy zachodz^ce w zwaczu ŝ  bardzo wazne zarowno z 

punktu widzenia teoretycznego, stanowi^c wdzi?czny temat do badania mechanizmow 

biologicznych oraz ze wzgl^du na aspekty praktyczne, aby wykorzystac badania w 

poprawieniu produkcyjnosci zwierz^t. 

W Instytucie w Jablonnie biologic mikroorganizmow zwacza zajmowal si? od 

pocz^tku istnienia Instytutu dr Aleksander Ziolecki. Obecnie Jego dzielo kontynuuje prof dr 

hab. Tadeusz Michalowski z zespolem mlody badaczy. Jego zespol wysun^l si? na czolo 

zespolow naukowych badaj^,cych mikroorganizmy zwacza. 
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Obecna rozprawa jest kontynuacj^ bardzo waznych badah dotycz^cych trawienia i 

przemian chityny w zwaczu przez jego mikroorganizmy szczegolnie przez orz^ska 

Eudiplodinium maggii. Orz^ski izolowano z plynu zwacza owiec i hodowano w warunkach in 

vitro lub wszczepiano do zwacza zwierz^t, ktorym usuni^to poprzednio ich naturaln^ faun? 

orz^skow. 

Autorka obrala jako przedmiot badan nast̂ pujê ĉe zagadnienia i problemy: 

1) wplyw dodatku chityny i zoospor grzybow zwaczowych do podloza hodowlanego na 

przezywalnosc i liczebnosc populacji orz^skow Eudiplodinium maggii w warunkach 

in vitro; 

2) zdolnosc trawienia chityny i zarodnikow grzybow zwaczowych przez orz^ski oraz 

wykorzystanie uzyskanych produktow jako zrodla w?gla w przemianach 

dostarczaj^cych im energii; 

3) identyfikacja i charakterystyka enzymow katalizuj^cych rozklad chityny w 

komorkach pierwotniakow; 

4) wplyw badanych orz^skow na zawartosc i produkcj? chityny w zwaczu owiec; 

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

Rozprawa liczy 141 stron i sklada si? z 10 rozdzialow: 

I . Wst?p; 11. Material i metody; I I I . Wyniki; IV. Dyskusja; V. Wnioski; V I . Literatura; VI I . 

Spis tabel; VII I . Spis rysunkow; IX. Streszczenie; X. Abstract. 

We wst?pie Autorka omowila teoretyczne przeslanki i aktualn^ wiedz?, dotycz^ce 

ssakow przezuwaj^cych, mikroorganizmow zwacza i ich roll biologicznej oraz 

scharakteryzowala struktur? i mechanizmy przemiany chityny w zwaczu. Wst?p jest napisany 



jasno z uwzgl?dnieniem literatury naukowej, ale takze cytuje publikacje starsze, co nalezy 
zauwazyc z aprobat^ jak na przyktad publikacje prof. Zdzislawa Raabego z 1964 r., ktory byl 
pionierem protozoologii w Polsce. Dla jasniejszego wykiadu Autorka zamiescita w tym 
rozdziale 6 rysunkow. 

Rozdzial II. Material i metody - zawiera omowienie metodyki badan zastosowanych 
w pracy. Nalezy podkreslic z uznaniem wprowadzenie bardzo nowoczesnej metodyki liczenia 
zarodnikow grzybow przy zastosowaniu techniki real time PCR. W tym rozdziale 
umieszczono 2 tabele i 7 rysunkow. Zauwazylem bl^d w tabeli 2.1.: druga pozycja od dotu 
jest NaHP04 x H2O a powinno bye: NaH2P04 x H2O. 

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

Rozdzial IV. Dyskusja - zawiera omowienie wynikow na tie badan swiatowych w tej 
dziedzinie. 

Rozdzial VI. Literatura - zawiera 242 pozycje cytowane w zwi^zku z wykonanymi 
badaniami. 

Badania Autorki przeprowadzone in vitro wykazaly, ze przezywalnosc orz^skow 
Eudiplodinium maggii hodowanych na podlozu zawieraj^cym roztwor soli o stalym skladzie 
chemicznym i chityn§ albo zarodniki grzybow nie przekraczala 4 dni. Dodanie do podloza 
plynu zwacza i glutenu wydluzalo przezywalnosc tych orz^skow do kilku dalszych dni i 
dluzej. Podloze zawieraj^ce ten sam roztwor i siano l^kowe oraz gluten pszenny pozwalalo na 
przezywalnosc orz^skow przez okolo 28 dni. Dodatek chityny do tego podloza stymulowat 
wzrost populacji tego orz^ska w sposob istotny. Dalsze eksperymenty wykazaly, ze inkubacja 
Eudiplodinium maggii z chityny i zoosporami grzybow zwaczowych indukowaia biosyntez? 
lotnych kwasow tluszczowych: kwasu octowego, ktory stanowil 72,0 i 77,7% wszystkich 
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kwasow, kwas maslowy - 21,1 i 12,2% i kwas propionowy 6,9 i 11,0%, odpowiednio. 

Ogolna aktywnosc chitynolityczna Eudiplodinium maggii, przy uzyciu surowego preparatu 

enzymatycznego tych orz^skow, wynosila okoio 0,035 | i M uwolnionej N -

acetyloglukozoaminy /mg biaika/min. Preparat enzymatyczny powodowal calkowity rozklad 

chityny a koncowymi produktami byly N-acetyloglukozoamina, chitobioza i chitotrioza. 

Badania zymograficzne wykazaly, ze w preparacie orz^skow Eudiplodinium maggii byly 

obecnie nast^puj^ce enzymy: endochitynaza, egzochitynaza i chitobiaza. Oczyszczanie biaika 

pochodz^cego od tych orz^skow na zsieciowanym dekstranie Seph. G-150 wykazato, ze 

enzymy endochitynaza i chitobiaza wypiywaly z kolumny w tych samych frakcjach, 

natomiast enzymy o cechach egzochitynazy wypiywaly z kolumny niece pozniej, co 

sugerowalo ich wi^ksz^ mas§ cz^steczkow^. Autorka okreslila mas? cz^steczkow^ 

endochitynazy 62 kDa, chitobiazy - 51 kDa i egzochitynazy - 41 kDa. Badania in vivo 

wykonano uzywaj^c trzy owce, ktorym zalozono trwate przetoki zwacza. W okresie 

kontrolnym owce nie posiadaly zadnych orz^skow w zwaczu, a w okresie doswiadczalnym 

posiadaly orz^ski Eudiplodinium maggii. Stwierdzono, ze chityna obecna w zarodnikach 

grzybow zwacza stanowila 81-99% calkowitej zawartosci chityny i odpowiadala liczbie 

zoospor. Catkowita zawartosc chityny, z ktorej mogly korzystac orz^ski w c i ^ u 12 godzin 

wynosila 6,2 g. Intensywnosc trawienia chityny wynosila okolo 3%/godzin§. 

Badania wykazaly rowniez, ze orz^ski Eudiplodinium maggii ŝ  zdolne do trawienia i 

wykorzystania chityny syntetyzowanej w zwaczu. Na podstawie przeprowadzonych badan, 

analizy wynikow oraz po wykonaniu obliczen statystycznych, przy uzyciu programow Excel 

2003 i Statistica 6.0 i analizy statystycznej wynikow wykonanych metod^ jedno- i 

dwuczynnikowej analizy wariancji: Autorka sformulowala nast^puj^ce wnioski, maj^ce peine 

uzasadnienie w otrzymanych wynikach badan: 
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1) Siano l^owe jest niezb^dnym skladnikiem podioza hodowlanego w badaniach 

wptywu ehityny i liofilizowanyeh zarodnikow grzybow zwaezowyeh na liczebnosc 

orz^skow Eudiplodinium maggii podczas diugookresowej hodowli in vitro. 

2) Stymuluj^cy wpiyw chityny i zarodnikow grzybow na rozwoj populacji 

Eudiplodinium maggii byl wynikiem wzbogaeenia podioza hodowlanego o te 

skiadniki odzywcze, ktore umozliwiaj^ pokrycie kosztow zwiekszonej syntezy 

komorek orz^skow. 

3) Przyrost st^zenia lotnych kwasow tiuszczowych w podlozu, obserwowany podczas 

wykonywania doswiadczeh fermentacyjnych wskazuje, ze chityna i w^glowodany 

zawarte w zoosporach grzybow byly trawione i wykorzystywane jako zrodto w^gla w 

procesach dostarczaj^cych pierwotniakom energii. 

4) W trawieniu chityny w komorkach orz^skow Eudiplodinium maggii uczestnicz^ 

enzymy o wiasciwosciach endochitynazy i chiobiazy. Endochitynaza moze bye 

uwazana jako enzym wyznaczaj^cy szybkosc trawienia chityny. 

5) Glownym zrodlem chityny w piynie zwacza zarodniki grzybow. Pierwotniaki 

Eudiplodinium maggii, stymuluj^c rozwoj grzybow w zwaczu sprzyjaj^tworzeniu si§ 

nowych zarodni i powstawaniu zwiekszonej Hczby zarodnikow. Wynikiem tych 

procesow jest przyrost zawartosci chityny w plynie zwacza. 

6) Orz^ski Eudiplodinium maggii wykorzystuj^ niewielk^, cz^sc chityny syntetyzowanej 

w zwaczu. Peinî ^ one drugorz^dn^ rol? w przemianach tego w^glowodanu w zwaczu. 

Jedn^ z przyczyn tego stanu rzeczy wydaje si? bye bardzo maiy wychwyt zarodnikow 

grzybow, ktore ŝ  giownym zrodiem chityny dla pierwotniakow. 



Nie analizuj? dokladnie wszystkich drobnych bt^dow slownych (np. s. 136, wiersz 12 od 

gory: „egzochitynazyazy" czy uzycie slowa „puryfikacja"), poniewaz nie umniejszaj^ one 

nawet w najmniejszym stopniu, wartosci rozprawy a b?d^ usuni^te przed oddaniem 

manuskryptu do druku. 

Podsumowuj^c moj^ ocen§ rozprawy uwazam, ze rozprawa ta jest wazn^ i cenn^ pozycj^ 

naukow^ jest wielkim osobistym osi^ni?ciem naukowym Autorki a posrednio takze zespolu 

badawczego i Instytutu. 

Stwierdzam z gl^bokim przekonaniem, ze Rozprawa Doktorska Mgr Renaty Miltko pt. 

„Zdolnosci chitynolityczne orz^skow Eudiplodinium maggii i ich udzial w przemianach 

chityny w zwaczu" spelnia wszystkie warunki stawiane rozprawom doktorskim przez Ustaw? 

z 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 

Ustawcj.- Prawo o szkolnictwie wyzszym z dnia 27 lipca 2005 r. (Dz.U. Nr 164 poz. 1365). 

Dlatego tez wnosz? do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierz^t 

im. Jana Kielanowskiego PAN o przyj^cie niniejszej rozprawy. 

Wnosz§ rowniez o przyj^cie tej rozprawy z wyroznieniem. 

Prof, dr hab. Kazimierz Kochman 

Warszawa, dnia 10 maja 2011 r. 


