
Recenzja 
rozprawy doktorskiej mgr Renaty Miltko pt. „Zdolnosci 

cnitynolityczne orz^skow Eudiplodinium maggii i ich udziat w 
przemianach chityny wzwaczu" 

Wsrod ssakow bardzo interesuj^c^grup^s^zwierz^ta 

przezuwaj^ce (poligastryczne), a to ze wzgl^du na odmienny, w 

porownaniu z ssakami monogastrycznymi, sposob trawienia przez nie 

pokarmu. Ich zot^dek sktada si§ bowiem z czterech cz^sci, z ktorych 

zwacz jest najwi^ksz^, b^d^c^w zasadzie komor^fermentacyjn^ ze 

wzgl^du na fakt, ze odbywaj^ce siQ tarn przemiany sktadnikow 

pokarmowych zachodz^w warunkach beztlenowych. Zatem jego 

wn^trze jest doskonatym srodowiskiem do rozwoju drobnoustrojow 

beztlenowych. Mozna go tez uwazac za swoisty ekosystem, ktorego 

biotopem jest tresc pokarmowa, a biocenoz^ zasiedlaj^ce go 

mikroorganizmy. 

Dotychczasowe badania wykazaty, ze mikroorganizmy 

zasiedlaj^ce zwacz (bakterie, grzyby, pierwotniaki) petni^ kluczow^ rol^ 

w procesie trawienia i przyswajania skladnikow pokarmowych u 

przezuwaczy. Szczegolnie bakterie byty dotychczas obiektem licznych 

badan, natomiast stosunkowo niewiele prac poswi^cono roll 

pierwotniakow zwaczowych, wsrod ktorych orz^ski {Clliata), b^d^ce 

obiektem badah recenzowanej rozprawy doktorskiej, pod wzgl^dem 

swojej biomasy mog^ dorownywac bakteriom. W tym miejscu chciatbym 

z satysfakcj^ podkreslic os i^n i^c ia zespotu badawczego kierowanego 

przez Prof. Tadeusza Michatowskiego dotycz^ce procesow trawiennych 

przezuwaczy z udziatem tej wlasnie grupy pierwotniakow. Swego czasu 

miatem okazj§ recenzowac rozprawQ doktorsk^ p. Krzysztofa Wereszki z 

tego Instytutu, dotycz^c^ aktywnosci celulitycznej i ksylanolitycznej 

orz^skow zwaczowych, obecna rozprawa dotyczy zdolnosci 
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chitynolitycznych, i jak wykaz^ w dalszej cz^sci tej recenzji, jej tematyka 

badawcza jest bardzo wazna, aktualna i ma duze znaczenie poznawcze, 

a takze moze miec znaczenie praktyczne w hodowli zwierz^t. Przeciez 

cicigle jeszcze dodaje si^ do paszy m^czk^ z kryla, a na pewno w roznej 

postaci drozdze. Powstaje pytanie, czy jest sens by to czynic? Czy 

zawarta w nich chityna jest trawiona i wykorzystywana? 

Zrodtem chityny w zwaczu sstgtownie grzyby: ich grzybnia, ktora 

jest zwi^zana scisle ze stalymi fragmentami tresci pokarmowej, oraz ich 

zarodniki (zoospory) wolno plywajstce w zwaczu. Mogatone stanowic 

okolo 8 % biomasy wszystkich drobnoustrojow zwaczowych, co 

niewa[tpliwie stawia je w rz^dzie waznego zrodta w^gla, co niew^tpiiwie 

uzasadnia podj^cie wnikliwych badah zwi^zanych z ich udziatem w 

procesach trawiennych przezuwaczy. 

Zasadniczym celem recenzowanej rozprawy bylo zbadanie roli 

orz^skow z gatunku Eudiplodinium maggii\N przemianach chityny w 

zwaczu owiec. Badania te polegafy przede wszystkim na doktadnym 

okresleniu ich aktywnosci chitynolitycznej, oraz identyfikacji glownych 

enzymow uczestnicz^cych w trawieniu, zarowno czystej chityny 

(komercyjnej), jak i zoospor grzybow zwaczowych, w komorce tego 

pierwotniaka w warunkach in vitro. Doswiadczenia przedstawione w tej 

cz^sci rozprawy zaiiczytbym do jej najwazniejszych os i^n i^c , zostafy 

bowiem wykonane w scisle okreslonych warunkach, z uwzgl^dnieniem 

licznych i dobrze zaplanowanych eksperymentow kontrolnych, co nie 

zawsze mozna byto wykonac w przypadku badah in vivo. 

Do bardzo interesujc[cych celow podj^tych w tej rozprawie bylo tez 

zbadanie zawartosci i przemian chityny in vivo, a wi^c w samym zwaczu, 

w jego tak specyficznym dIa mikroorganizmow ekosystemie i to pomimo, 

ze jak zaznaczytem powyzej, nie we wszystkich przypadkach mozna 

bylo zastosowac odpowiednie kontrole. Chociaz i tutaj, nie widzialbym 
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przeciwwskazan, by zarowno w pierwszym (podczas defaunacji), jak i w 

drugim (refaunacji) etapach badan in vivo, podawac owcom antybiotyki, 

podobnie jak to czyniono w doswiadczeniacii in vitro w celu pozbycia si§ 

bakterii. Oczywiscie zabieg taki nie wyeliminowalby calkowicie 

ewentualnycli bakterii cliitynolitycznych na dtugi czas (np. 30 dni trwania 

pierwszego etapu), ale przynajmniej w krotkim okresie, warunki 

doswiadczenia byfyby porownywalne. 

Innym celem prezentowanych badan byto okreslenie wpiywu 

wybranego gatunku pierwotniakow na zawartosc i produkcj^ chityny w 

zwaczu owiec (punkt 4, str. 21). Byto to duzym zaskoczeniem dia mnie 

jako recenzenta, gdyz tego typu badan nie zapowiada tytui rozprawy, 

dotycz^cy chitynolitycznych wlasciwosci badanego gatunku 

pierwotniakow. Synteza chityny w zwaczu, to przede wszystkim domena 

zyj^cych w nim grzybow. Wyjasnienie tej wsitpliwosci znalaztem dopiero 

na samym kohcu rozdzialu Wyniki. To nie badane pierwotniaki 

syntetyzowaty chityny, ale stymulowaty one wzrost liczby zoospor 

grzybow, a tym samym posrednio zwi^kszala si^ ilosc chityny w zwaczu, 

po refaunacji owiec. Ewidentnie wi^c ten punkt w celach pracy zostal 

niewtasciwie sformutowany. A tak na marginesie, chciatbym prosic 

Autork^ podczas obrony rozprawy o szersze, niz jest to w cz^sci 

Dyskusja (str. 92), wyjasnienie mechanizmu takiej stymulacji. 

Przedstawiona praca zawiera bardzo obszerny material 

doswiadczalny do zgromadzenia, ktorego niezb^dne bylo dobre 

opanowanie przez Autork^ roznych metod badawczych, zwi^zanych z 

prowadzeniem hodowli pierwotniakow zwaczowych in vitro, a przede 

wszystkim konieczna byla znajomosc licznych technik biochemicznych, 

w tym rowniez biologii molekularnej. 

Obszerny Wst^p, licz^cy 20 stron, to bardzo dobre i kompetentne 

wprowadzenie do tematyki rozprawy. Zawarte w nim, bowiem informacje 

3 



nie tyiko dotycza[ charakterystyki badanych pierwotniakow, ich roli w 

procesach trawiennych u przezuwaczy, ale zawiera takze wszystkie 

istotne dane na temat mikroflory i mikrofauny tego tak bardzo 

specyficznego ekosystemu, jakim jest srodowisko zwacza. W 

konsekwencji otrzymuje si? przekonujq^ce dowody z cytowanego 

pismiennictwa, uzasadniaj^ce cele rozprawy, ktore w uproszczonej 

formie przedstawitem powyzej. 

Cz^sc dotycz^ca zastosowanych metod badawczych zostala w 

zasadzie dobrze i wyczerpuj^co przedstawiona. Wlasciwie nie mam 

zadnych bardzo istotnych uwag dotycz£[cycli cz^sci biocliemicznej, w 

tym metod enzymatycznycl i . Na podkreslenie zasluguje zastosowanie 

nowoczesnych teciinik biologii molekularnej (18S rRNA - PGR) w 

badaniach liczebnosci populacji zoospor grzybow w plynie zwacza, 

zarowno owiec defaunowanych jak i refaunowanycli. Szkoda tyIko, ze 

dia weryfikacji poprawnosci tych oznaczen nie przeprowadzono 

cliociazby wst^pnycl i badah z zastosowaniem zliczania zoospor pod 

mikroskopem. Metod? tak^ stosowano z powodzeniem w badaniacli in 

vitro. Moim zdaniem, lepiej byloby zdecydowac si? na j e d n ^ metod? 

(mikroskopow^ lub PGR) zarowno w badaniach in vitro i in vivo. Bylaby 

to tez dodatkowa, oprocz przedstawionych w pracy, kontrola wlasciwie 

wykonanych starterow. Z drugiej jednak strony, metoda q-PGR miala t? 

zaiet?, ze mozna bylo stosowac do analizy materialu liofilizowanego i 

zamrazanego, a nawet utrwalanego formaline^, co bylo duzym 

ulatwieniem przy organizacji badah. Zwykle wykonuje si? tez reakcj? 

PGR na samych tyIko starterach, dIa potwierdzenia prawidlowej ich 

syntezy, czego Autorka nie wykonywala, polegaj^c na renomie firmy 

Genomed, ktora je zaprojektowala i wykonala. 

Inne moje uwagi odnosnie stosowanych metod badawczych 

dotycz^ kontroli zwi^zanych z ewentualn^obecnosci^bakter i i 
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chitynolitycznych w badanych probach. Wprawdzie Autorka stosowata 

zestaw trzech antybiotykow (chloramfenikol, streptomycyn^ i ampicylin^) 

do ich wyeliminowania z zawiesiny pierwotniakow, ale po pierwsze, nie 

stosowano ich w badaniach in vivo, a po drugie, mogty one bye oporne 

na te antybiotyki. Czy na wst^pie nie nalezato wykonac tzw. 

antybiogramow? 

Mniej istotne uwagi to: brak informacji o czystosci stosowanej 

chityny z pancerzy krabow firmy Sigma (str. 24) i brak podanej firmy i 

st^zeh uzytych do badah enzymow chitynolitycznych (str. 34). 

Mimo tych zastrzezeh Autorka uzyskala bardzo interesujs[ce i dose 

jednoznaczne wyniki. Najwazniejszym, moim zdaniem, osisigni^ciem 

recenzowanej rozprawy jest stwierdzenie, ze badane orz^ski z gatunku 

Eudiplodinium maggii bior^ udzial w trawieniu chityny, dzi^ki posiadaniu 

enzymow o wtasciwosciach chitynolitycznych. W tym aspekcie wniosek 2 

(str. 160), ze orz^ski te prawdopodobnie wykorzystujc[ chityny do 

„pokrycia kosztow zwi^kszonej syntezy materii komorkowej.." jest, moim 

zdaniem, zbyt ostrozny. Wydaje mi s'\q (jestem tego pewien), ze Autorka 

uzyskata przekonywuj^ce dowody pod tym wzgl^dem. 

Drugim, bardzo waznym osi^ni^c iem tej pracy jest stwierdzenie, 

ze zarowno chityna komereyjna jak i znajduj^ea si^ w zoosporach 

grzybow, byty trawione przez badane pierwotniaki i wykorzystywane jako 

zrodio w^gla w ich przemianach energetycznych, eo ustalano na 

podstawie badania st^zeh uwalnianyeh w tym procesie lotnych kwasow 

ttuszczowych (LKT). Tu uwaga do punktu 3 Wnioskow, w ktorym 

Autorka, zamiast stwierdzenia wprost, ze chityna znajduj^ca si§ w 

zoosporach byta trawiona, uzywa terminu „w§glowodany zawarte w 

zoosporach grzybow byty trawione.." Czy oprocz chityny, chodzilo 

jeszcze o jakies inne w^glowodany? W tym miejseu, cheiatbym tez 

prosic o wyjasnienie kwestii skladu uwalnianyeh podczas procesu 
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fermentacji chityny. Autorka pisze, ze w uwalnianych LKT, w 

zdecydowanej przewadze byl kwas octowy, co jak wiemy, charakteryzuje 

glownie fermentacji cliityny przez bakterie cliitynolityczne. Natomiast w 

czasie rozkladu chityny przez pierwotniaki uwalniany jest raczej kwas 

mastowy, ktory wystepowat w najnizszym st^zeniu. Czy przypadkiem nie 

potwierdzatoby to mojego poprzedniego przypuszczenia, ze stosowane 

antybiotyki nie eliminowaty catkowicie bakterii z badanych probek? 

Wreszcie trzecim, bardzo waznym osi^ni^c iem rozprawy, jest 

zidentyfikowanie trzech enzymow chitynolitycznych badanego gatunku 

pierwotniaka. Badania te przeprowadzono z godn^ podziwu precyzj£[ i 

starannosci^. Wykorzystano w nich nowoczesne metody s^czenia 

molekularnego, a przede wszystkim trudn^ metody zymografii, po 

uprzednim, elektroforetycznym rozdziale biatka na zelu 

poliakrylamidowym. Zas kohcowe produkty hydrolizy chityny 

identyfikowano metodc[chromatografii cienkowarstwowej (TLC). 

Bardzo dobrze opracowan^ cz^sciat pracy jest jej dyskusja, w ktorej 

Autorka wykazata si^ sporym tadunkiem krytycyzmu, co bardzo 

podwyzsza wartosc recenzowanej pracy. Wynikaj^z niej rowniez 

propozycje badah na przysztosc, jak chociazby interesuj^ca obserwacja 

dotycz^ca wykorzystania zoospor grzybow przez badane pierwotniaki. 

Istotnie, zastanawiaj^cym jest, diaczego dopiero po 20-28 dniach od 

dodania liofilizowanych zarodnikow grzybow nast^powat wyrazny wzrost 

liczby pierwotniakow? Autorka ttumaczy, ze w tym przypadku, badane 

„orzeski wymagaty stosunkowo dtugiego okresu adaptacji do zarodnikow 

jako zrodta sktadnikow odzywczych. Co w tym przypadku kryje si^ pod 

terminem „adaptacja" 1 jakie towarzysz^ jej procesy? To z pewnosci^ 

moze bye bardzo ciekawe i wazne zagadnienie dia przysztych badah. 

Praca zostata napisana dobrym j^zykiem polskim i czyta si^ j ^ z 

duz£[ przyjemnoscic[. Oczywiscie wolatbym by zamiast „lzolacja i 
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puryfikacja DNA" (str. 45) uzyto terminu „oczyszczanie DNA", czy 

zamiast wyrazenia „..spowodowala numeryczny przyrost liczby 

zoospor..." (str. 71), napisac, „spowodowata wzrost liczby zoospor". 

Jednakze podobne „uchybienia" stosunkowo nieliczne, jak na ok. 140 

stronicowy tekst. Oprocz tego, do slownictwa naukowego wchodz^ 

nowe, obcoj^zyczne, wyrazenia i nalezy je przyjmowac jako signum 

temporis\ 

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji 

rozprawa doktorska mgr Renaty Miltko pt. „Zdolnosci chitynolityczne 

orz^skow Eudiplodinium magii i ich udziaf w przemianach chityny w 

zwaczu" jest powaznym wkladem do naszej wiedzy o udziale 

pienA/otniakow w procesach trawiennych zachodz^cych w zot^dku 

zwierz^t przezuwaj^cych. Na podkreslenie zastuguje bardzo dobre 

opanowanie przez Autork^ nowoczesnych metod biochemicznych i 

biologii molekularnej. Szczegolnie godne uwagi jest zastosowanie 

elektroforezy biaiek do przeprowadzenia trudnych technik 

zymograficznych. 

Stosujc[c te metody, Autorka byta w stanie scharakteryzowac sktad 

enzymow chitynolitycznych wyst^pujstcych u Eudiplodinium maggi, co 

jest bardzo duzym osi^ni^c iem. 

Przedstawionct mi do recenzji rozpraw? oceniam wysoko 1 

proponuj? Radzie Naukowej Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierz^t im. 

Jana Kielanowskiego PAN w Jablonnie jej przyj^cie i dopuszczenie mgr 

Renaty Miltko do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Proponuj^ 

tez wyroznienie tej rozprawy odpowiednia nagrod^. 

Warszawa, dnia 12.05.2011 Prof, dr hab. Bropfistaw Cymborowski 
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