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IX. STRESZCZENIE 

Zdolnosci chitynolityczne orz^skow Eudiplodinium maggii i ich udziat w przemianach 

chityny w zwaczu 

Orz^ski grup^ drobnoustrojow, maj^c^ znacz^cy udzial w przemianach 

skladnikow pokarmowych w zwaczu. Ich zdolnosci trawienia i wykorzystania 

wielocukrow strukturalnych i zapasowych dostarczanych w paszy byly wielokrotnie 

przedmiotem badan. Natomiast, udzial pierwotniakow w przemianach w§glowodan6w 

syntetyzowanych w zwaczu pozostaje c i^ Ie niezbadany. Do wielocukrow strukturalnych, 

produkowanych w tej komorze zoi^dka przezuwaczy, nalezy chityna i mureina. 

Wymienione w^glowodany ŝ  skladnikami sciany komorkowej grzybow i bakterii 

zwaczowych, odpowiednio. Z danych literaturowych wynika, ze bakterie i grzyby ŝ  

pobierane przez orz^ski bytuj^ce w zwaczu. Przyjmuje si§, ze bakterie ŝ  glownym 

zrodlem bialka dla pierwotniakow. Natomiast udzial grzybow w zaspokajaniu wymagan 

pokarmowych orz^skow jest w rzeczywistosci nieznany. Grrzyby zwaczowe, a zwlaszcza 

ich wolno plywaj^ce, ruchliwe, zarodniki ŝ  potencjalnym zrodlem bialka i 

w?glowodan6w. Jednym z tych w§glowodan6w jest chityna. Jednak, dotychczasowa 

wiedza na temat mozliwosci jej wykorzystania przez orz?ski ogranicza si? do danych na 

temat ogolnej aktywnosci chitynolitycznej naturalnej fauny zwacza oraz dwoch gatunkow 

pierwotniakow. Istniej^ takze dane o enzymach katalizxyXcych rozklad chityny. 

Mozliwosci wykorzystania tego w^glowodanu przez inne gatunki orz^skow oraz udzial 

pierwotniakow w przemianach chityny w zwaczu nie byly dotychczas badane. 

Wymienione zagadnienia stanowily eel badah przedstawionych w niniejszej rozprawie. Ich 

obiektem badah byly orz^ski Eudiplodinium maggii, ktore nalezy do pospolitych 

przedstawicieli fauny zwaczowej. Pierwotniaki izolowano z plynu zwacza owiec i 

hodowano w warunkach in vitro lub wszczepiano do zwacza osobnikow, ktorym usuni^to 

ich naturaln^ faun? orz?sk6w. 

Przedmiotem badah byly: 1) wplyw dodatku chityny i zoospor grzybow 

zwaczowych do podloza hodowlanego na przezywalnosc i liczebnosd populacji orz?sk6w 

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 
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enzymow katalizuj^cych rozJdad chityny w komorkach pierwotniakow; 4 ) wptyw 
badanych orz^skow na zawaitosc i produkcj? chityny w zwaczu owiec; 5 ) udzial 
pierwotniakow Eudiplodinium maggii w przemianach chityny w zwaczu. 

Doswiadczenia wykonane w warunkach in vitro wykazaly, ze przezywalnosc 
pierwotniakow na podlozu zlozonym z roztworu soH i chityny (0 ,12 , 0 ,25 i 0 , 3 7 mg/ml/d) 
lub liofilizowanych zarodnikow grzybow (0 ,25 mg/ml/d) byla krotsza niz 4 dni. 
Stwierdzono, rowniez, ze wielkosc dawki chityny nie miala wplywu na przezywalnosc 
pierwotniakow. Uzupelnienie podloza liofilizowanym plynem zwacza (3 ,75 mg/ml/d) i 
glutenem pszennym (0 ,08 mg/ml/d) przedluzalo przezywalnosc pierwotniakow do 4 i 8 
dni, odpowiednio. Podloze zlozone z roztworu soli, siana l^owego (0,3 mg/ml/d) i glutenu 
pszennego (0 ,08 mg/ml/d) stwarzalo warunki do utrzymywania si? orzQskow przez co 
naj mniej 2 8 dni. Dodatek chityny do tego podloza stymulowal rozwoj populacji 
Eudiplodinium maggii. Stwierdzono, pozytywn^ korelacje miedzy dawk^ chityny a 
liczebnosci^ populacji orz^skow. Wplyw dodatku liofilizowanych zarodnikow grzybow do 
takiego samego podloza byl mniej wyrazny a ich pozytywne oddzialywanie zaznaczylo si? 
dopiero w ostatnich 8 dniach hodowli. 

Wykazano, ze podczas inkubacji pierwotniakow z chityny i z zoosporami grzybow 
zwaczowych wzrastalo st?zenie lotnych kwasow thiszczowych, zas tempo ich produkcji 
Avynosilo 4 5 i 46 ,3 pM LKT/pierwotniaka/godzin?. Produkcja endogenna nie przekraczala 
3 1 pM LKT/pierwotniaka/godzin?. Stwierdzono, ze kwas octowy stanowil 72,0 i 7 7 , 7 % 
o g ^ produkowanych kwasow, kwas maslowy - 21 ,1 i 12,2 a kwas propionowy 6,9 i 
11,0%, odpowiednio. Uzyskane wyniki dowodz^ ze chityna i wQglowodany obecne w 
zarodnikach grzybow byly wykorzystywane w przemianach dostarczaj^cych 
pierwotniakom energii. 

Do badan zdolnosci chitynolitycznych pierwotniakow uzyto surowego preparatu 
enzymatycznego orzQskow Eudiplodinium maggii. Stwierdzono, ze ogolna aktywnosc 
chitynolityczna wynosila okolo 0 , 035 JJM uwolnionej N-acetyloglukozaminy/mg bialka 
/min. Optymalne warunki rozkladu koloidalnej chityny stwierdzono przy pH 4,5 
i temperaturze - 50*'C. Wykazano, ze surowy preparat enzymatyczny umozliwial calkowity 
rozklad chityny a koncowymi produktami reakcji byly: N-acetyloglukozamina, chitobioza i 
chitotrioza. Badania zymograficzne wykazaly, ze w surowym preparacie enzymatycznym 
orz?sk6w Eudiplodinium maggii byly obecne enzymy o wlasciwosciach: endochitynazy, 
egzochitynazy i chitobiazy. Stwierdzono po dwa enzymy z kazdej grupy. 
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Swoistymi substratami do okreslenia aktywnosci poszczegolnych grup enzymow 
byiy: karboksymetylochityna, p-nitrofenylo-N-acetyloglukozamina oraz p-ntrofenylo-N,N-
diacetylochitobioza. Najszybszy rozkiad pierwszego z nich stwierdzono przy pH 5,5 
i temperaturze 50°C. Natomiast, optymalne warunki do rozldadu dwoch pozostaiych to pH 
4,5 oraz temperatura 55 i AS'^C, odpowiednio. Szybkosc rozkladu CM-chityny, oraz 
nitrofenylowych pochodnych chitobiozy i chitotriozy wynosila 0,028, 0,067 i 0,033 \iM 
uwolnionego produktu/mg bialka/min, odpowiednio. Przedstawione dane wskazuj% ze 
najmniejsz^ aktywnosc wykazywaly enzymy o wlasciwosciach endochitynazy 
a najwi?kszq^ - chitobiazy. 

Rozdziat bialka pierwotniaczego na zlozu Sephadex G-150 wykazal, ze enzymy 
chitynolityczne o wlasciwosciach endochitynazy i chitobiazy wyplywaly z kolumny w tych 
samych frakcjach to jest: 16-25, natomiast enzymy o cechach egzochitynazyazy lokowaly 
si? we frakcjach 19-25. Stwierdzono, ze w uzyskanych frakcjach byly obecne pojedyncze 
enzymy z kazdej grupy. Stwierdzono, ze masa cz^steczkowa endochitynazy, chitobiazy i 
egzochitynazy wynosila okolo 62, 51 i 41 kDa, odpowiednio. Wykazano, ze rozdzial 
surowego preparatu enzymatycznego metod^ s^czenia molekulamego umozliwil 
cz^sciowe oczyszczenie badanych enzymow. 

Badania w warunkach in vivo wykonano uzywaj^c trzech owiec zaopatrzonych w 
trwale przetoki zwacza. Badania podzielono na dwa okresy, to jest; kontrolny i 
doswiadczalny. W okresie kontrolnym owce nie posiadaly zadnych orz?sk6w w zwaczu. 
Faun? zwaczow^ owiec w okresie doswiadczalnym tworzyly orz^ski Eudiplodinium 
maggii, ktore wszczepiono tym samym zwierz^tom po zakonczeniu doswiadczen 
kontrolnych. 

Wykonane doswiadczenia wykazaly, ze liczebnosc rozwini?tej populacji orz^skow 
Eudiplodinium maggii wynosila 14,2 - 20,3 x 10^/ml. Liczebnosc zarodnikow grzybow w 
okresie kontrolnym miescila si? w zakresie 9,2 -10,3 x lOVml a w doswiadczalnym - 10,0 
- 12,2 X 10^/ml. Oznaczenia wykonano metod^ q-PCR. Istotne statystycznie roznice 
mi?dzy liczebnosci^ zarodnikow w okresie kontrolnym i doswiadczalnym wyst^ily 4 i 8 
godzin po karmieniu. Aktywnosc chitynolityczna plynu zwacza owiec w okresie 
kontrolnym i doswiadczalnym wynosila 2,4 - 3,4 i 3,1 - 3,9 N-acetyloglukozoaminy/g 
s.m. plynu/min, odpowiednio (p<0,05). Stwierdzono, ze aktywnosc chitynolityczna 
pierwotniakow stanowila tylko okolo 7,7 - 13,9% ogolnej aktywnosci chitynolitycznej 
plynu zwacza. 
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Na podstawie wykonanych badan stwierdzono, ze w okresie kontrolnym zawartosc 
chityny w plynie zwacza owiec wynosila 6,1 - 6,8 a w doswiadczalnym - 6,7 - 8,1 mg/g 
s.m. plynu zwacza (p<0,05). Najmniej chityny stwierdzono przed karmieniem owiec, a 
najwi?cej 4 godziny po podaniu paszy zwierzQtom. Wykazano rowniez, ze chityna obecna 
w zarodnikach grzybow stanowila 81 - 99% ogolnej ilosci tego w^glowodanu w plynie 
zwacza i wykazywata wahania zbiezne z wahaniami liczby zoospor. Stwierdzono, ze sucha 
masa pojedynczego zarodnika wynosila 2,1 ng a zawartosc chityny w jego komorce -
0,23 ng, to jest okdo 11% suchej masy. 

Wykazano, ze calkowita zawartosc chityny w plynie zwacza owiec w okresie 
kontrolnym i doswiadczalnym wynosila 2,1 i 3,1 g, odpowiednio (p<0,05). Natomiast 
produkcja tego w^glowodanu netto - 2,3 i 3,1 g/12 godz, odpowiednio (p<0,05). Calkowita 
ilosc chityny, z ktorej mogly korzystac orz^ski w c i ^ 12 godzin wynosila 
6,2 g. 

Stwierdzono, ze zawartosc chityny w pierwotniakach izolowanych ze zwacza przed 
karmieniem owiec wynosila 1,1 mg/g suchej masy orz?sk6w i zwi^kszyla si? o 36% w 
c i ^ 4 godzin po podaniu paszy. Zmniejszenie si? jej zawartosci o 13% stwierdzono w 
c i ^ nast?pnych 4 godzin. To sugerowalo, ze intensywnosc trawienia chityny wynosila 
okoio 3% na godzin?. Obliczono, ze sucha masa pierwotniaka wynosila 196,5 ng a 
zawartosc chityny okoio 0,27 ng. Uzyskane wyniki pozwolily oszacowac, ze zawartosc 
tego w?glowodanu we wszystkich komorkach orz?sk6w wynosila okoio 54 mg i stanowila 
1,7% chityny w plynie zwacza owiec. 

Podsumowanie: Wykonane badania wykazaly, ze pierwotniaki Eudiplodinium 
maggii s\e do trawienia i wykorzystania chityny syntetyzowanej w zwaczu. Jednak 
ten w?glowodan wydaje si? pd^nic rol? jedynie uzupelniaj^cego zrodla w?gla w 
przemianach energetycznych badanego gatunku orz?sk6w. 
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