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IX. STRESZCZENIE

Zdolnosci chitynolityczne orzeskéw Eudiplodinium maggii i ich udzial w przemianach

chityny w zwaczu

Orzeski sa grupa drobnoustrojow, majaca znaczacy udzial w przemianach
skladnikéw pokarmowych w zwaczu. Ich =zdolnoéci trawienia i wykorzystania
wielocukréw  strukturalnych i zapasowych dostarczanych w paszy byly wielokrotnie
przedmiotem badaf. Natomiast, udzial pierwotniakéw w przemianach weglowodanow
syntetyzowanych w zwaczu pozostaje ciagle niezbadany. Do wielocukréw strukturalnych,
produkowanych w tej komorze zoladka przezuwaczy, nalezy chityna i mureina.
Wymienione weglowodany sa skladnikami $ciany komérkowej grzyboéw i bakterii
zwaczowych, odpowiednio. Z danych literaturowych wynika, ze bakterie i grzyby sa
pobierane przez orzgski bytujace w zwaczu. Przyjmuje si¢, ze bakterie sa glownym
zrodtem biatka dla pierwotniakow. Natomiast udziat grzybéw w zaspokajaniu wymagan
pokarmowych orzgskow jest w rzeczywisto$ci nieznany. Grzyby zwaczowe, a zwlaszcza
ich wolno plywajace, ruchliwe, zarodniki sa potencjalnym zrédlem biatka i
weglowodanéw. Jednym z tych weglowodandéw jest chityna. Jednak, dotychczasowa
wiedza na temat mozliwosci jej wykorzystania przez orzeski ogranicza sie do danych na
temat ogolnej aktywnosci chitynolitycznej naturalnej fauny zwacza oraz dwoch gatunkow
pierwotniakéw. Istnieja takze dane o enzymach katalizujacych rozklad chityny.
Mozliwoséci wykorzystania tego weglowodanu przez inne gatunki orzeskéw oraz udziat
pierwotniakow w przemianach chityny w zwaczu nie byly dotychczas badane.
Wymienione zagadnienia stanowity cel badan przedstawionych w niniejszej rozprawie. Ich
obiektem badah byly orzeski FEudiplodinium maggii, ktore naleza do pospolitych
przedstawicieli fauny zwaczowej. Pierwotniaki izolowano z plynu zwacza owiec i
hodowano w warunkach in vitro lub wszczepiano do zwacza osobnikéw, ktérym usunigto

ich naturalng faune orzeskow.

Przedmiotem badan byly: 1) wplyw dodatku chityny i zoospor grzybow
zwaczowych do podioza hodowlanego na przezywalno$é i liczebno$é populacji orzeskow
Eudiplodinium maggii w warunkach in vitro, 2) zdolno$é trawienia chityny i zarodnikéw
grzybow zwaczowych przez orzeski oraz wykorzystanie uzyskanych produktéw jako

zrédia wegla w przemianach dostarczajacych im energii; 3) identyfikacja i charakterystyka
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enzymOw katalizujacych rozklad chityny w komorkach pierwotniakéw; 4) wplyw
badanych orzeskow na zawarto$¢ i produkcje chityny w zwaczu owiec; 5) udziat
pierwotniakow Fudiplodinium maggii w przemianach chityny w zwaczu.

Doswiadczenia wykonane w warunkach in vitro wykazaly, ze przezywalnos¢
pierwotniakow na podtozu ztozonym z roztworu soli i chityny (0,12, 0,25 i 0,37 mg/ml/d)
lub liofilizowanych zarodnikoéw grzybow (0,25 mg/ml/d) byta krétsza niz 4 dni.
Stwierdzono, rowniez, ze wielko$¢ dawki chityny nie miata wplywu na przezywalnos¢
pierwotniakow. Uzupelnienie podtoza liofilizowanym ptynem zwacza (3,75 mg/ml/d) i
glutenem pszennym (0,08 mg/ml/d) przedtuzalo przezywalnos$¢ pierwotniakow do 4 i 8
dni, odpowiednio. Podtoze ztozone z roztworu soli, siana takowego (0,3 mg/ml/d) i glutenu
pszennego (0,08 mg/ml/d) stwarzalo warunki do utrzymywania si¢ orzeskow przez co
najmniej 28 dni. Dodatek chityny do tego podioza stymulowatl rozwéj populacji
Eudiplodinium maggii. Stwierdzono, pozytywna korelacje miedzy dawka chityny a
liczebnoscia populacji orzgskow. Wptyw dodatku liofilizowanych zarodnikow grzybéw do
takiego samego podioza byl mniej wyrazny a ich pozytywne oddzialywanie zaznaczylo si¢
dopiero w ostatnich 8 dniach hodowli.

Wykazano, ze podczas inkubacji pierwotniakéw z chityng i z zoosporami grzybow
zwaczowych wzrastato stezenie lotnych kwasow thuszczowych, zas tempo ich produkcji
wynosito 45 i 46,3 pM LKT/pierwotniaka/godzine. Produkcja endogenna nie przekraczata
31 pM LKT/pierwotniaka/godzing. Stwierdzono, ze kwas octowy stanowit 72,0 i 77,7%
ogolu produkowanych kwaséw, kwas mastowy — 21,1 i 12,2 a kwas propionowy 6,9 i
11,0%, odpowiednio. Uzyskane wyniki dowodza, ze chityna i weglowodany obecne w
zarodnikach grzybow byly wykorzystywane w przemianach dostarczajacych
pierwotniakom energii.

Do badan zdolnosci chitynolitycznych pierwotniakoéw uzyto surowego preparatu
enzymatycznego orzeskow Eudiplodinium maggii. Stwierdzono, ze ogoélna aktywno$é
chitynolityczna wynosita okoto 0,035 uM uwolnionej N-acetyloglukozaminy/mg biatka
/min. Optymalne warunki rozkladu koloidalnej chityny stwierdzono przy pH 4,5
i temperaturze - 50°C. Wykazano, ze surowy preparat enzymatyczny umozliwiat catkowity
rozklad chityny a konicowymi produktami reakcji byly: N-acetyloglukozamina, chitobioza i
chitotrioza. Badania zymograficzne wykazaty, ze w surowym preparacie enzymatycznym
orzeskow Eudiplodinium maggii byty obecne enzymy o wiasciwosciach: endochitynazy,

egzochitynazy i chitobiazy. Stwierdzono po dwa enzymy z kazdej grupy.
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Swoistymi substratami do okreslenia aktywnosci poszczegélnych grup enzymow
byty: karboksymetylochityna, p-nitrofenylo-N-acetyloglukozamina oraz p-ntrofenylo-N,N-
diacetylochitobioza. Najszybszy rozktad pierwszego z nich stwierdzono przy pH 35,5
i temperaturze 50°C. Natomiast, optymalne warunki do rozkladu dwéch pozostatych to pH
4,5 oraz temperatura 55 i 45°C, odpowiednio. Szybko$é rozkladu CM-chityny, oraz
nitrofenylowych pochodnych chitobiozy i chitotriozy wynosita 0,028, 0,067 i 0,033 uM
uwolnionego produktu/mg bialka/min, odpowiednio. Przedstawione dane wskazuja, ze
najmniejsza aktywno$¢ wykazywaly enzymy o wiasciwosciach endochitynazy
a najwieksza - chitobiazy.

Rozdzial biatka pierwotniaczego na zlozu Sephadex G-150 wykazal, ze enzymy
chitynolityczne o wiaéciwos$ciach endochitynazy i chitobiazy wyptywaly z kolumny w tych
samych frakcjach to jest: 16-25, natomiast enzymy o cechach egzochitynazyazy lokowaty
sie¢ we frakcjach 19-25. Stwierdzono, ze w uzyskanych frakcjach byly obecne pojedyncze
enzymy z kazdej grupy. Stwierdzono, ze masa czasteczkowa endochitynazy, chitobiazy i
egzochitynazy wynosita okoto 62, 51 i 41 kDa, odpowiednio. Wykazano, ze rozdziat
surowego preparatu enzymatycznego metoda saczenia molekularnego umozliwit
czesSciowe oczyszczenie badanych enzymow.

Badania w warunkach in vivo wykonano uzywajac trzech owiec zaopatrzonych w
trwale przetoki zwacza. Badania podzielono na dwa okresy, to jest: kontrolny i
doswiadczalny. W okresie kontrolnym owce nie posiadaty zadnych orzgskow w zwaczu.
Faung zwaczowa owiec w okresie do$wiadczalnym tworzyly orzeski Eudiplodinium
maggii, ktére wszczepiono tym samym zwierz¢tom po zakoficzeniu doswiadczen
kontrolnych.

Wykonane do§wiadczenia wykazaty, ze liczebno$¢ rozwinigtej populacji orzeskow
Eudiplodinium maggii wynosita 14,2 - 20,3 x 10°/ml. Liczebno$¢ zarodnikéw grzybéw w
okresie kontrolnym miescita si¢ w zakresie 9,2 - 10,3 x 10°/ml a w doswiadczalnym — 10,0
- 12,2 x 10°/ml. Oznaczenia wykonano metoda q-PCR. Istotne statystycznie rdznice
miedzy liczebnoscia zarodnikéw w okresie kontrolnym i do$wiadczalnym wystapity 4 i 8
godzin po karmieniu. Aktywno$¢ chitynolityczna ptynu zwacza owiec w okresie
kontrolnym i do§wiadczalnym wynosita 2,4 - 3,41 3,1 - 3,9 uM N-acetyloglukozoaminy/g
s.m. plynu/min, odpowiednio (p<0,05). Stwierdzono, ze aktywno$¢ chitynolityczna
pierwotniakéw stanowila tylko okoto 7,7 - 13,9% ogoélnej aktywnosci chitynolitycznej

plynu zwacza.
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Na podstawie wykonanych badaf stwierdzono, ze w okresie kontrolnym zawartosé
chityny w ptynie 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
najwiecej 4 godziny po podaniu paszy zwierzetom. Wykazano réwniez, ze chityna obecna
w zarodnikach grzybéw stanowila 81 - 99% ogolnej ilosci tego weglowodanu w pltynie
zwacza i wykazywala wahania zbiezne z wahaniami liczby zoospor. Stwierdzono, ze sucha
masa pojedynczego zarodnika wynosita 2,1 ng a zawarto$¢ chityny w jego komérce —

0,23 ng, to jest okolo 11% suchej masy.

Wykazano, ze catkowita zawartogé chityny w plynie zwacza owiec w okresie
kontrolnym i doswiadczalnym wynosita 2,1 i 3,1 8, odpowiednio (p<0,05). Natomiast
produkcja tego weglowodanu netto - 2,313,1 g/12 godz, odpowiednio (p<0,05). Calkowita
ilo§¢ chityny, z ktérej mogly korzystaé orzeski w ciagu 12 godzin wynosita
6,2g.

Stwierdzono, ze zawartos§é chityny w pierwotniakach izolowanych ze zwacza przed
karmieniem owiec wynosita 1,1 mg/g suchej masy orzeskdw i zwigkszyla sie o0 36% w
ciagu 4 godzin po podaniu paszy. Zmniejszenie si¢ jej zawartosci o 13% stwierdzono w
ciagu nastepnych 4 godzin. To sugerowato, ze intensywnosé trawienia chityny wynosita
okolo 3% na godzine. Obliczono, ze sucha masa pierwotniaka wynosita 196,5 ng a
zawarto$¢ chityny okolto 0,27 ng. Uzyskane wyniki pozwolily oszacowaé, ze zawartosé
tego weglowodanu we wszystkich komérkach orzesk6w wynosita okolo 54 mg i stanowita

1,7% chityny w ptynie zwacza owiec.

Podsumowanie: Wykonane badania wykazaly, ze pierwotniaki Eudiplodinium
maggii s3 zdolne do trawienia i wykorzystania chityny syntetyzowanej w zwaczu. Jednak
ten weglowodan wydaje si¢ petnié rol¢ jedynie uzupehiajacego zrodia wegla w

przemianach energetycznych badanego gatunku orzeskow.
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