()

V)

Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego
Polskiej Akademii Nauk

Dr Renata Miltko

Rola orzeskow zwaczowych w przemianach
weglowodanow ze szczegolnym uwzglednieniem chityny.
Badania in vitro i in vivo.

AUTOREFERAT

Jablonna, 2017



1. Imie i Nazwisko: Renata Miltko

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania
oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

e Magister chemii — 12 czerwiec 2001 - Wydziat Chemii, Uniwersytet Warszawski;
Prace magisterska pt. ,, Entalpia mieszania uktadow binarnych typu n-alken +
n-alkohol” wykonywano pod kierunkiem prof. dr hab. Teresy Kasprzyckiej-Guttman w
Zaktadzie Technologii Chemicznej.

e Doktor nauk rolniczych w zakresie zootechniki — 29 czerwiec 2011 — Instytut
Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk; Prace
doktorska pt. ,,Zdolnosci chitynolityczne orzeskow Eudiplodinium maggii i ich udziat w
przemianach chityny w Zwaczu” wykonywano pod kierunkiem prof. dr hab. Tadeusza
Michalowskiego w Zakladzie Fizjologii Zywienia Zwierzat Przezuwajacych.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

Okres zatrudnienia Stanowisko i miejsce zatrudnienia

Adiunkt Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat im.
07.2011 do chwili obecnej | Jana K_ielanowskiego Polskiej Akademii Nauk;
Zaklad Zywienia Zwierzat

Asystent Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat im.
04.2004 — 06.2011 Jana Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk;
Zaklad Fizjologii Zywienia Zwierzat Przezuwajacych
Pracownik kontraktowy - wykonawca polskiej czesci
projektu badawczego pt. ,,Ciliates as monitors of the
2002 — 2005 environmental safety of GMO (acronym CIMES)”
V programu ramowego Unii Europejskiej; Numer
kontraktu: QLK3-CT-2002-02151

Pracownik kontraktowy - wykonawca polskiej czesci
projektu badawczego pt. ,,European rumen ciliate
2002 — 2003 culture collection (acronym ERCULE)” V programu
ramowego Unii Europejskiej; Numer kontraktu:
QLRI-CT-2000-01-01455

4. Wskazanie osiagni¢cia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

a) tytul osiaggniecia naukowego: ,Rola orzeskow zwaczowych w przemianach
weglowodanow ze szczegdlnym uwzglednieniem chityny. Badania in vitro i in vivo.”

b) wykaz publikacji wchodzacych w sklad osiagni¢cia naukowego:
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Miltko R., Betzecki G., Kowalik B., Skomiat J. 2016. Presence of carbohydrate-digesting
enzymes throughout the digestive tract of sheep. Turkish Journal of Veterinary and
Animal Sciences, 40: 271-277; (15 pkt MNiSW 2016; 1F2015=0,352).

Moj wklad w powstanie tej pracy polegat na: sformulowaniu koncepcji badan;
zaplanowaniu 1 organizacji  do$wiadczenia;  wspdtwykonaniu  pomiarow
morfometrycznych przewodu pokarmowego owiec; oznaczeniu szybkosci rozkladu
weglowodandéw  strukturalnych tresci pokarmowej; ilosciowych 1 jakosciowych
oznaczeniach mikrofauny zwaczowej; opracowaniu zebranych danych do$wiadczalnych;
przegladzie literatury oraz przygotowaniu publikacji do druku. Moj udziat procentowy
szacuje na 70%.

Miltko R., Kowalik B., Michatowski T., Betzecki G. 2015. Chitin as a source of energy
for the rumen ciliates. Journal of Animal and Feed Sciences, 24: 203-207;
(20 pkt MNiSW 2015; 1F2015=0,511).

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: sformulowaniu koncepcji badan;
prowadzeniu zachowawczych selektywnych hodowli pierwotniakow w warunkach in
Vitro; zaplanowaniu i organizacji doswiadczen hodowlanych polegajgcych na okresleniu
wplywu dodatku chityny na stan populacji orzgskow D. affine oraz E. caudatum w
warunkach hodowli in vitro; wykonaniu do$wiadczen polegajacych na porownaniu
wychwytu chityny przez badane gatunki pierwotniakow; wykonaniu do$wiadczen
majacych na celu okreslenie szybkosci fermentacji chityny przez badane gatunki
orzeskow; opracowaniu wynikow doswiadczalnych; przegladzie literatury, a takze
przygotowaniu publikacji do druku. Moj udziat procentowy szacujg¢ na 70%.

Miltko R., Belzecki G., Herman A., Kowalik B., Skomiat J. 2016. The effect of rumen
ciliates on chitinolytic activity, chitin content and the number of fungal zoospores in the
rumen fluid of sheep. Archives of Animal Nutrition, 6: 425-440; (30 pkt MNiSW 2016;
IF2015= 1,319).

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: sformulowaniu koncepcji badan;
zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczen na zwierzgtach; izolacji i hodowli orzeskow i
grzybow w warunkach in vitro; oznaczeniach aktywnosci chitynolitycznej i zawarto$ci
chityny w plynie zwacza; oznaczeniach iloSciowych mieszanej populacji orzeskow
zwaczowych (metoda mikroskopowa) i zoospor grzybow (Real-Time PCR);
opracowaniu zabranych danych doswiadczalnych, oraz dokonaniu ich analizy
statystycznej, a ponadto przegladzie literatury i przygotowaniu publikacji do druku. Mgj
udziat procentowy szacuj¢ na 60%.

Miltko R., Kowalik B., Majewska M.P., Betzecki G., Skomiat J. 2015. The influence of
supplementing heifers diet with yeast Saccharomyces cerevisiae on the activity of
polysaccharidases in the rumen. Journal of Animal and Feed Sciences, 24: 260-264;
(20 pkt MNiSW 2015; 1F2015=0,511).

Moj wklad w powstanie tej pracy polegat na: sformulowaniu koncepcji badan;
zaplanowaniu i1 nadzorowaniu doswiadczen na zwierzetach; oznaczeniach aktywnos$ci
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hydrolitycznej tresci zwacza w roznym czasie po karmieniu, a ponadto opracowaniu
przegladu literatury i przygotowaniu publikacji do druku. Méj udziat procentowy szacuje
na 60%.

* Oswiadczenia wspotautorow o udziale wlasnym w przygotowaniu prac stanowigcych
szczegblne osiggnigcia naukowe w Zataczniku 6.

C) omoéwienie celu naukowego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow wraz
z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Mikroorganizmy zasiedlajace zwacz naleza do czterech grup taksonomicznych
to jest: bakterii, archeondow, grzybow i pierwotniakéw. Drobnoustroje te nie tylko aktywnie
uczestnicza w przemianach wszystkich skladnikow pokarmowych [Hungate, 1966;
Chesson i Fosberg, 1997], ale rowniez dzigki procesom zachodzgcym w ich komoérkach
(np. synteza biatka mikroorganizmow, wbudowywanie nienasyconych kwaséw ttuszczowych),
stanowig znaczace zrodlo skladnikow pokarmowych dla przezuwaczy [Demeyer i Doreau,
1999]. Ich liczebno$¢, proporcje oraz zachodzace migdzy nimi interakcje, s3 czynnikami
decydujacymi o pokryciu potrzeb bytowych zwierzat oraz o uzyskaniu odpowiedniej ilosci 1
jakosci produktow pochodzenia zwierzgcego [DeVries 1 wsp., 2009; Roche 1 wsp., 2009].

Pierwotniaki pod wzglegdem liczebno$ci oraz zawartoSci biomasy sg drugg
po bakteriach grupg drobnoustrojéw bytujacych w zwaczu. Najliczniejsze, spos$rod nich
sg orzeski, ktore nalezg do dwoch rzedow, to jest Entodiniomorphida i Vestibulopherida,
odgrywajacych znaczaca role w funkcjonowaniu zwacza. Ich zdolno$ci trawienia
1 wykorzystania we¢glowodandw rozpuszczalnych, a takze wielocukréw strukturalnych
1 zapasowych dostarczanych w paszy byty przedmiotem licznych badan. Natomiast, udziat
pierwotniakow w przemianach weglowodanéw syntetyzowanych w zwaczu pozostaje wcigz
mato poznany. Do wielocukréw strukturalnych, pochodzenia mikrobiologicznego, nalezy
chityna i mureina. Wymienione weglowodany sg sktadnikami $ciany komoérkowej odpowiednio
grzybow 1 bakterii zwaczowych. Dostepne w literaturze dane oraz wyniki wcze$niejszych
badan wilasnych sugeruja, ze bakterie 1 grzyby sg pobierane przez orzeski bytujace w zwaczu
[Newbold i1 Hilman, 1990; Betzecki i wsp., 2013; Miltko i wsp., 2014]. Przyjmuje sig,
ze bakterie sg glownym zrodlem biatka dla pierwotniakow [Williams i Coleman, 1997].
Natomiast udziat grzybéw zwaczowych w zaspokajaniu potrzeb pokarmowych orzeskow jest
poznany jedynie w niewielkim stopniu. Orpin [1989] podaje, Zze biomasa grzybow nalezacych
do rodziny Neocallimasigaceae moze stanowi¢ okoto 8% biomasy wszystkich drobnoustrojow
w zwaczu. Grzyby te, a zwlaszcza ich ruchliwe zarodniki, z uwagi na dogodne rozmiary
komoérek moga by¢, potencjalnym zrodlem biatka 1 weglowodanow dla orzgskéw. Jednym
z tych weglowodanow jest chityna, bedaca liniowym polisacharydem, zlozonym z reszt
N-acetyloglukozaminy potaczonych wigzaniami 1,4-B-glikozydowymi. Struktura chemiczna
chityny jest zblizona do celulozy.

Dotychczasowe badania wykonane w warunkach in vivo nie pozwalaja na jednoznaczna
ocene wptywu pierwotniakow na stan populacji grzybow w zwaczu. Niektorzy badacze podaja,
ze rozwojowi mikrofauny Zwacza towarzyszy zmniejszenie gesto$ci populacji zoospor
grzybow [Orpin, 1977; Romulo i wsp., 1986], ktore moze wynika¢ z intensywnego pobierania
zarodnikow przez te mikroorganizmy [Newbold i Hilman, 1990]. Inni z kolei nie
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zaobserwowali istotnego wplywu orzeskow na liczbe zoospor w ptynie zwacza [Ushida i wsp.,
1989]. Przeciwstawne wyniki uzyskali Williams i Withers [1993], ktorzy wykazali, ze rozwoj
mikrofauny w zwaczu zdefaunowanych owiec spowodowat wzrost liczebnos$ci zoospor
grzybow. Potwierdzenie stymulujacego wptywu orzeskow na populacje grzybow zwaczowych
wykazano réwniez w toku badan wiasnych, ktére dotyczyly okreslenia zdolnosci
chitynolitycznych orzeskéw Eudiplodinium maggii i ich udziatu w przemianach chityny w
zwaczu. W toku badan stwierdzono, ze E. maggii dysponuje kompletem enzymow
umozliwiajacych rozktad chityny, jednocze$nie wykazano, ze pelni on drugorzedna role w
przemianach tego weglowodanu w zwaczu [Miltko i wsp., 2012; 2014].

Przedstawione powyzej informacje wskazujag na potrzebe dalszych badan w tej
dziedzinie, ale jednoczesnie pozwalaja na sformutowanie hipotezy badawczej, zgodnie, z ktora
pierwotniaki uczestniczag w przemianach zar6wno weglowodanow dostarczanych
w paszy jak 1 pochodzenia mikrobiologicznego. Hipoteze te, postanowiono sprawdzié
w odniesieniu do pierwotniakow Entodinium caudatum i Diploplastron affine nalezacych do
powszechnie wystepujacych przedstawicieli fauny zwaczowej. Omawiane badania wykonano
w kilku etapach, ktore obejmujg do§wiadczenia w warunkach in vitro i in vivo. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze prowadzenie selektywnych hodowli orzeskow zwaczowych wymaga duzej
wiedzy 1 doswiadczenia z zakresu postepowania z mikroorganizmami w warunkach
beztlenowych. Ponadto, badania te sg bardzo czasochlonne i nastrgczaja wielu trudnosci,
wynikajagcych m.in z ograniczeh w mozliwosci wyizolowania czystych komdrek
pierwotniakow. W zwigzku z powyzszym sg one prowadzone jedynie w nielicznych osrodkach
badawczych na $wiecie. Nalezy do nich nasz zespot, ktory rozpoczat je pod kierunkiem prof.
T. Michatowskiego, a obecnie ze wzgledu na posiadane metody identyfikacji, izolacji i hodowli
nadal je kontynuuje i rozwija. Unikatowe wyniki uzyskane w toku tych badan stanowig cenng
informacj¢ trudng jednak do zweryfikowania w literaturze Swiatowe;j.

Etap | — Badania pilotazowe

Miltko R., Befzecki G., Kowalik B., Skomiat J. 2016. Presence of carbohydrate-digesting
enzymes throughout the digestive tract of sheep. Turkish Journal of Veterinary and Animal
Sciences. 40: 271-277.

Glownym kierunkiem uzytkowania owcy jest produkcja mi¢sa — jagnigciny, mniejszym
mleka 1 marginalnym welny i skor. Ze wzgledu na preferencje pokarmowe, nalezy ona do
przezuwaczy roslinozernych preferujacych pokarm bogaty w celuloze "grass/roughage eaters”
[Hoffman, 1989]. Budowa przewodu pokarmowego w duzej mierze zalezy od rodzaju
pobieranego pokarmu. Zwierzgta przezuwajace wyksztalcily szereg przystosowan do pokarmu
o matej warto$ci odzywczej. Najwazniejszym z nich jest obecno$¢ czterokomorowego Zoladka.
Trawienie pokarmu w trzech pierwszych komorach to jest w zwaczu, czepcu i ksiggach odbywa
si¢ wylacznie dzigki enzymom syntetyzowanym przez mikroorganizmy symbiotyczne. W
pozostatych odcinkach przewodu pokarmowego w trawieniu biora udzial enzymy wilasne
zwierzgcia oraz enzymy pochodzenia mikrobiologicznego. Wigkszo$¢ informacji dostepnych
w literaturze koncentruje si¢ wokot zagadnien zwiazanych z procesami trawienia zachodzacymi
w zZwaczu, a niewiele z nich opisuje trawienie w innych cze$ciach przewodu pokarmowego
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przezuwaczy. Celem podjetych badan byta charakterystyka rozktadu weglowodanow w catym
przewodzie pokarmowym dorostych owiec. Badania te wykonano w poczatkowej fazie prac
wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego.

Doswiadczenie wykonano na sze$ciu owcach rasy merynos polski o sredniej masie ciata
55,3 kg. Zwierzeta karmiono dawka zawierajaca 85,2% siana tgkowego, 13,7% S$ruty
jeczmiennej oraz 1,1% mieszanki mineralno-witaminowe;j.

Pomiary morfometryczne wykazaly, ze calkowita masa przewodu pokarmowego
stanowita okoto 32% masy ciala owiec, natomiast udziat wielokomorowego zoladka w masie
zwierzat wynosit do 25%. Najwicksza czgscia zoladka byl zwacz, ktory stanowit
okoto 75% jego masy. Pomiary morfometryczne wykazaty rdwniez, ze najdluzszym odcinkiem
bylo jelito cienkie, ktore stanowito okoto 80% calkowitej dlugosci jelit. W celu dokonania
charakterystyki tresci poszczegdlnych odcinkéw przewodu pokarmowego oznaczono
pH, potencjat redoks, oraz zawarto$¢ suchej masy. Wyniki pomiarow wykazaly, najmniejszg
wartos¢ pH w trawiencu, co bylo spowodowane wydzielaniem kwasu solnego przez gruczotly
zoladkowe, a najwicksza w jelicie cienkim, co najprawdopodobniej bylo zwigzane
z wydzielaniem silnie alkalicznego soku trzustkowego. Ponadto, stwierdzono,
ze potencjat redoks przedzotadkow, jelita Slepego 1 jelita grubego byt nizszy niz w ksiggach
1 jelicie cienkim. Stwierdzone réznice prawdopodobnie zalezaly od skladu tlenowych
1 beztlenowych mikroorganizméw. Aktywnos$¢ beztlenowych bakterii jest wigksza, kiedy
potencjat redoks zmienia si¢ w zakresie od 50 do -400 mV, za$ tlenowych od 400 do -200 mV
[Baldwin i Emery, 1960]. Najwyzszg zawartos¢ suchej masy stwierdzono w ksiegach, co byto
prawdopodobnie spowodowane wchlanianiem wody w tym przedzotadku [Afzalzadeh
i de. B Hovell, 2002].

Wyniki oznaczen ilosciowych orzeskow zwaczowych wykazaty, ze $rednia gestos¢
populacji tych mikroorganizmoéw, wahata si¢ od 37,2 x 10* do 54,0 x 10* komorek/ ml ptynu
zwacza. Zidentyfikowane orzeski nalezaly do rodziny Ophryoscolecidae i rodzajow:
Entodinium, Diplodinium i Ophryoscolex oraz do rodziny Isotrichidae i rodzajow: Isotricha
i Dasytricha. Wykazano, ze najliczniejsze wsrod orzeskow byty Entodinia, ktore stanowity
okoto 88,0% calkowitej liczebnos$ci pierwotniakow w zwaczu.

Wyniki badan enzymatycznych wykazaty, ze wszystkie badane weglowodany bytly
trawione w catym przewodzie pokarmowym owiec. Stwierdzono, ze ksylan, celuloza, pektyna
1 inulina byly najefektywniej trawione w czepcu, co moglo by¢ zwigzane z wickszg iloScig
matych czastek obecnych w tej komorze i w efekcie wigkszg powierzchnig mikrobiologicznego
ataku [Akin, 1976]. Skrobia w odrdznieniu od pozostatych roslinnych weglowodanow byta
najszybciej trawiona w jelicie cienkim wynikalo to najprawdopodobniej z wydzielania
a-amylazy trzustkowej. W jelicie cienkim stwierdzono rowniez najwigksza aktywnos¢
chitynolityczng (wyrazona, jako ilo§¢ uwolnionej N-acetyloglukozaminy/ g SM tresci
pokarmowej na minute), co moglo by¢ zwigzane ze stosunkowo duza koncentracja tego
grzybowego weglowodanu w tej cze$ci przewodu pokarmowego [Rezaeian i wsp., 2004].
Ponadto, wykazano ze w$rdd badanych weglowodanoéw najszybciej rozkladana byta skrobia,
anajwolniej - chityna. Uzyskane wyniki potwierdzaja opinig, ze zwacz jest gldwnym miejscem
trawienia u przezuwaczy. Aktywno$¢ hydrolityczna tego segmentu stanowita 75% calkowite]
aktywnosci tresci przewodu pokarmowego.



Uzyskane wyniki wykazaly, Ze trawienie weglowodanow strukturalnych
i zapasowych odbywa si¢ we wszystkich odcinkach przewodu pokarmowego owiec.
Szczegolnym osiagnieciem jest wykazanie najwi¢kszej szybkosci trawienia chityny w
jelicie cienkim, przy jednoczesnym stwierdzeniu najwi¢ckszego rozkladu tego
weglowodanu w zwaczu.

Etap Il - Badania in vitro — okreslenie zdolnosci orzeskow E. caudatum i D. affine
do trawienia i wykorzystania chityny

Miltko R., Kowalik B., Michatowski T., Belzecki G. 2015. Chitin as a source of energy for
the rumen ciliates. Journal of Animal and Feed Sciences, 24: 203—-207.

Pierwotniaki wystepujace w zwaczu nalezag do dwoch rzgdoéw, to jest
Entodiniomorphida i Vestibulopherida. Najliczniejsze sposrod Entodiniomorphida sa gatunki
z rodziny Ophryoscolecidae, ktorych liczba u bydta, owiec i koz karmionych pasza tresciwag
moze przekraczaé 10° osobnikow/ g tresci pokarmowej [Jouany, 1989; Jouany i Ushida, 1990].

Pierwotniaki aktywnie uczestniczg w trawieniu 1 przemianach wszystkich sktadnikow
pokarmowych w tym weglowodanéw strukturalnych 1 zapasowych obecnych w Zwaczu
[Williams 1 Coleman, 1992]. Polisacharydy te, mozna podzieli¢ na dostarczane z pasza
1 pochodzenia mikrobiologicznego. Weglowodanem strukturalnym syntetyzowanym w zwaczu
jest chityna, bedaca liniowym polisacharydem zlozonym z reszt N-acetyloglukozaminy
polaczonych wigzaniami 1,4-B-glikozydowymi. Chityna jest drugim po celulozie, najbardziej
rozpowszechnionym, naturalnym biopolimerem. Jednak, piSmiennictwo dotyczace trawienia
tego weglowodanu w zwaczu jest bardzo ubogie. Celem podjetych badan bylo, okreslenie
zdolnosci badanych gatunkow orzgskow do trawienia i wykorzystania chityny.

Do badan wybrano pierwotniaki pospolicie wystepujace w zwaczu o skrajnie
odmiennych preferencjach pokarmowych to jest: skrobiolubne - Entodinium caudatum oraz
nalezace do grupy pierwotniakow o wiasciwosciach fibrolitycznych - Diploplastron affine.
Przeprowadzone badania obejmowaty dlugookresowe do$wiadczenia hodowlane oraz 12 lub
24 godzinne inkubacje.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze podloze ztozone z roztworu soli
“caudatum”, siana tgkowego, glutenu pszennego i maczki jeczmiennej (E. caudatum) lub
mikrokrystalicznej celulozy (D. affine) stwarzalo warunki niezb¢dne do utrzymywania si¢
orzeskoéw przez okres, co najmniej 28 dni. Dodatek chityny do tego podloza stymulowat rozwoj
populacji obu badanych gatunkow. Ponadto, odnotowano, pozytywna korelacje miedzy
stosowang dawka chityny, a liczebnoscig populacji orzgskow. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
wzrost koncentracji pierwotniakow byt wiekszy w przypadku orzeskow D. affine.

Zdolno$¢ pobierania chityny przez badane gatunki orzeskow okreslono podczas
24 godzinnych inkubacji. Kultury do$wiadczalne stanowily pierwotniaki, karmione chityna,
natomiast kultury kontrolne byly glodzone. Stwierdzono, Zze bezposrednio przed podaniem
chityny cze$¢ osobnikow D. affine (13,3%) i E. caudatum (15,3%) zawierata niestrawione
czastki pokarmu. Ilo$¢ tych komoérek wzrosta w obu przypadkach w ciggu pierwszych
2 godzin po karmieniu, po czym obserwowano jej zmniejszenie. Uzyskane wyniki moga



swiadczy¢ o tym, ze pobrana chityna podlegata trawieniu w komoérkach orzeskéw. Ponadto,
stwierdzono, ze ilo§¢ osobnikéw zawierajacych ten weglowodan byta wigksza w przypadku
D. affine niz E. caudatum.

W celu potwierdzenia zdolno$ci badanych orzgskow do wykorzystania chityny, jako
zrodta wegla wykonano 12 godzinne inkubacje pierwotniakdw z chityng w obecnosci
antybiotykow. Kontrole stanowily orzeski, glodzone. Wykonane oznaczenia wykazaty,
ze stezenie lotnych kwasow tluszczowych (LKT) wzrastalo wraz z uptywem czasu zar6wno
w przypadku kultur kontrolnych jak i do$wiadczalnych. Jednak, obserwowany przyrost byt
istotnie wigkszy w przypadku kultur inkubowanych z chityng niz w przypadku kultur
glodzonych. Z przedstawionych danych wynika rowniez, ze chityna byla najintensywniej
metabolizowana w ciggu pierwszych 8 godzin. Ponadto, na podstawie zmian stezenia LKT
1 liczby pierwotniakéw obliczono $rednie tempo produkcji LKT w przeliczeniu na komorke
orzgska. Wykazano, ze bylo one prawie 8 krotnie wigksze w przypadku orzgskow D. affine
w poréwnaniu z E. caudatum. W trakcie doswiadczen fermentacyjnych stwierdzono rowniez,
ze glownymi produktami fermentacji chityny byl kwas octowy, nast¢pnie mastowy
a najmniejsza cze$¢ ogolnej produkceji stanowit kwas propionowy. Uzyskane wyniki dowodza,
ze chityna byla wykorzystywana w przemianach dostarczajacych pierwotniakom energii.

Zdolnosci chitynolityczne D. affine i E. caudatum okre$lano na podstawie wynikow
inkubacji koloidalnej chityny z surowym preparatem enzymatycznym orzgskow. Stwierdzono,
ze szybko$¢ rozkladu chityny zalezata od $rodowiska reakcji. Optymalne warunki dla obu
badanych gatunkéw pierwotniakéw wynosity pH 5,0 i temperatura 45°C. Ponadto wykazano,
ze szybko$¢ rozktadu chityny byta prawie 1,5 raza mniejsza W przypadku surowego preparatu
enzymatycznego orzgskow D. affine w porownaniu z preparatem E. caudatum.

Wykonane doswiadczenia wykazaly, ze oba badane gatunki orzeskow sa zdolne do
trawienia i wykorzystania chityny. Na podstawie pomiarow lotnych kwasow thuszczowych
wykazano, ze orzeski D. affine w wiekszym stopniu uczestnicza w rozkladzie tego
weglowodanu niz E. caudatum. Nie potwierdzaja jednak tej zaleznos$ci oznaczenia
szybkos$¢ trawienia chityny przez surowy preparat enzymatyczny orzeskow.

Etap Ill — Badania in vivo - okreslenie wplywu orzeskéw zwaczowych na aktywnos$¢
chitynolityczng, zawartos¢ chityny oraz na populacje zoospor grzybéw w plynie zwacza
owiec

Miltko R., Betzecki G., Herman A., Kowalik B., Skomiat J. 2016. The effect of rumen ciliates on
chitinolytic activity, chitin content and the number of fungal zoospores in the rumen fluid of
sheep. Archives of Animal Nutrition, 6: 425-440.

Fizjologiczne, enzymatyczne i metaboliczne wilasciwosci beztlenowych bakterii,
grzybow 1 pierwotniakow wskazuja, ze mikroorganizmy te odgrywaja istotng rol¢ w trawieniu
weglowodandéw strukturalnych i zapasowych w zwaczu. Utrzymanie stabilnego konsorcjum
mikroorganizméw zalezy od rodzaju diety, poziomu i czgstotliwosci podawania paszy
zwierzetom, a takze interakcji pomiedzy mikroorganizmami [Wolin i wsp., 1997]. Interakcje,
te moga by¢ zarowno pozytywne jak i negatywne wystgpujace wewnatrz i pomi¢dzy ré6znymi
rodzajami drobnoustrojéw [Dehority, 2003].



Wspolzaleznos¢ pierwotniaki-grzyby byla przedmiotem licznych badan opisanych w
literaturze. Inspiracjg do rozszerzenia tematyki z tego zakresu byly wyniki badan wlasnych
[Miltko 1 wsp., 2012; 2014] oraz opublikowane prace innych autoréw [Orpin, 1977;
Romulo 1 wsp., 1986; Ushida i wsp., 1989; Newbold i Hilman, 1990; Williams i Withers, 1993].
Nalezy podkresli¢, ze powyzsze badania nie pozwalaja na jednoznaczng ocen¢ wplywu
pierwotniakow na stan populacji grzybow w zwaczu. Rozbiezne wyniki, a takze znaczacy
udziat tych mikroorganizmow w trawieniu wiokna w zwaczu, sprawilo, ze celem podjetych
badan bylo okreslenie wplywu pospolitych gatunkow orzeskow E. caudatum i D. affine
na szybko$¢ trawienia i stezenie chityny oraz na liczebno$¢ zoospor grzybow w ptynie zwacza
owiec.

Doswiadczenie wykonano na trzech dorostych owcach rasy merynos polski o sredniej
masie ciata wynoszacej 50,0-56,2 kg zaopatrzonych w przetoki do Zzwacza. Zwierzgta karmiono
dawkg zawierajacg 83,9% siana tgkowego, 13,8% S$ruty jeczmiennej oraz 2,3% mieszanki
mineralno-witaminowej. Doswiadczenie bylo podziclone na cztery okresy. W pierwszym
(kontrolnym) owce pozbawiono pierwotniakow (defaunacja), a nast¢gpnie w Kolejnych
monofaunowano je E. caudatum oraz D. affine, po czym refaunowano naturalng mieszang faung
zwacza. Material badawczy stanowita tres¢ oraz ptyn zwacza, ktory pobierano tuz przed
porannym karmieniem oraz 4, 8 i 12 godzin po podaniu owcom paszy.

W wyniku przeprowadzonych oznaczen iloSciowych, okreslono $rednig gestos¢
populacji pierwotniakow, ktéra wahata sie od 6,1 x 10* (D. affine) do 42,2 x 10
komorek/ ml ptynu zwacza (naturalna mieszana fauna zwacza). Stwierdzono, ze koncentracja
mieszanej populacji orzeskow byla blisko 1,5 raza wigksza niz E. caudatum i okoto 7 razy
wigksza w porownaniu z liczebnoscig D. affine. Ponadto, odnotowano ten sam cykl dobowych
zmian liczebnos$ci orzeskow niezalezny od gatunku pierwotniaka. Najwiekszg gestos¢ populacji
stwierdzono przed porannym i wieczornym karmieniem owiec, a najmniejsza w 4 godziny po
karmieniu. Zmniejszenie st¢zenia pierwotniakdéw po podaniu paszy moglo by¢ zwigzane
z rozcienczeniem wodg i/ lub pasza, a takze przeptywem tresci zwacza [ Ankrah i wsp., 1990],
podczas gdy wzrost liczebnosci stwierdzony przed karmieniem byt prawdopodobnie zwigzany
z podziatem komorek orzeskow [Michatowski, 1990].

Wszczepienie pierwotniakow do zwacza zdefaunowanych owiec spowodowato wzrost
wszystkich badanych parametrow. Wyniki oznaczen enzymatycznych wykazaly statystycznie
istotny wzrost szybkosci rozktadu chityny niezalezny od gatunku orzgska. Obserwowany
wzrost aktywnos$ci chitynolitycznej stwierdzony w 4 godziny po podaniu paszy mogt
by¢ spowodowany rozwojem populacji bakterii chitynolitycznych [Simunek 1 wsp., 2001] oraz
populacji zarodnikow grzyboéw [Warner, 1966; Orpin, 1974; Edwards i wsp., 2008; Miltko 1
wsp., 2014]. Liczebno$¢ populacji zarodnikow grzybow w plynie zwacza okreslano na
podstawie liczby kopii gendw kodujacych 18S rRNA tych mikroorganizméw. Uzyskane wyniki
wykazaly, ze we wszystkich badanych okresach eksperymentalnych obecnos$¢ pierwotniakoéw
w zwaczu spowodowala wzrost liczebnos$ci zarodnikéw grzybow, a tym samym zwigkszenie
zawarto$ci chityny w poréwnaniu do owiec pozbawionych orzeskow. Stwierdzono, Ze chityna
zoospor stanowita 75,8-94,7% catkowitej zawartosci tego polisacharydu w ptynie Zwacza owiec
1 ze wykazuje ona wahania zbiezne z wahaniami liczby zoospor. Ponadto, stwierdzono,
ze zawarto$¢ chityny oznaczonej wewnatrz komorek orzgskow wynosita w przypadku
E. caudatum i D. affine odpowiednio 3,3% i 4,8% calkowitej zawartosci tego polisacharydu w
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ptynie zwacza. Wykazano réwniez, ze ilo$¢ chityny stwierdzona w pojedynczej komodrce
D. affine odpowiada koncentracji tego polisacharydu w jednej zoosporze, podczas gdy jej
stgzenie w przeliczeniu na komorke E. caudatum bylo 8 krotnie mniejsze. Warto podkresli¢, ze
oznaczenia te byly mozliwe dzigki wczesniejszym badaniom wiasnym, w ktorych okreslono
zawarto$¢ chityny w pojedynczym zarodniku oraz, ze informacja ta byla pierwsza na $wiecie
[Miltko i wsp., 2014]. Ponadto, odnotowano ten sam cykl dobowych zmian zawartosci chityny
w komorkach obu badanych gatunkéw, zgodnie, z ktorym najwieksza koncentracj¢ chityny
stwierdzono w 4 godziny po porannym karmieniu, a nastgpnie obserwowano staly spadek.
Zmniejszenie ilosci chityny moze $swiadczy¢ o tym, ze byla ona trawiona wewnatrz komérek
orzeskow. Oznaczona szybko$¢ rozktadu chityny, byta niezalezna od gatunku orzgskow
1 wynosita 7,2% na godzing.

Przedstawione powyzej wyniki badan wykazaly, ze wszczepienie pierwotniakow do
zwacza defaunowanych owiec stymuluje rozwdj populacji grzybow (tworzenie si¢ nowych
zarodni i powstawanie zwi¢gkszonej liczby zarodnikow) oraz wplywa na wzrost zawartosci
i szybkos¢ degradacji chityny. Jednocze$nie wykazaly one, Ze weglowodan ten wydaje sie
pelni¢ role jedynie uzupelniajacego zrodla wegla w przemianach energetycznych
badanych gatunkow orzeskow.

Etap IV — Wplyw zastosowania preparatu drozdzowego, jako naturalnego zrédla chityny
na procesy trawienne zachodzace w zwaczu

Miltko R., Kowalik B., Majewska M.P., Belzecki G., Skomiaf J. 2015. The influence
of supplementing heifers diet with yeast Saccharomyces cerevisiae on the activity
of polysaccharidases in the rumen. Journal of Animal and Feed Sciences, 24: 260-264.

Wysokoprodukcyjne zwierzeta przezuwajgce, szczegolnie krowy wysokomleczne
wymagaja intensywnego zywienia dawkami pokarmowymi, z duzym udzialem pasz
tresciwych. Dlugotrwale stosowanie tego typu pasz moze prowadzi¢ do zaburzen proceséw
trawiennych, destabilizacji ekosystemu zwacza, a w konsekwencji do probleméw zdrowotnych,
zmniejszenia wydajnosci i pogorszenia skladu mleka. Aby temu zapobiec do dawek
pokarmowych dodawane sg roézne dodatki paszowe, ktére moga w znacznym stopniu
modyfikowaé sktad mikroorganizméw zwaczowych, a tym samym wpltywaé na przemiany
pokarmowe zachodzace w Zwaczu oraz na zaopatrzenie przezuwacza w biatko i energie.

Preparaty drozdzowe powszechnie stosowane w zywieniu przezuwaczy wplywaja
korzystnie na stabilizacje ekosystemu zwacza [Chung i wsp., 2011] oraz na wzrost
produkcyjnoéci zwierzat [Moharrery i Asadi, 2009]. Sciana komoérkowa drozdzy
Saccharomyces cerevisiae jest bogatym zrodtem weglowodanow strukturalnych sktadajacych
si¢ z: glukanéw (okolo 60%), mannandéw (40%), oraz chityny (okoto 5%), ktére moga
dostarcza¢ energii dla mikroorganizmow zwacza. Drozdze wykorzystujac niewielkie ilosci
tlenu obecnego w zwaczu [Newbold i wsp., 1996] stymuluja rozwoj bakterii celulolitycznych
[Callaway i Martin, 1997] oraz orzeskow zwaczowych [Kowalik i wsp., 2011] co poprawia
strawno$¢ weglowodandéw  strukturalnych 1 sprzyja efektywniejszemu wykorzystaniu
produktow ich rozktadu przez przezuwacze.



Przedstawione powyzej dane pozwolity sformulowac hipoteze, zgodnie, z ktérg zywe
drozdze i ich metabolity moga wpltywaé na aktywnos$¢ enzyméw hydrolitycznych poprzez
modyfikacje populacji mikroorganizméw zwacza. Celem podj¢tych badan bylo okreslenie
szybkosci rozkladu weglowodandéw dostarczanych w paszy: celulozy, ksylanu, pektyny i skrobi
oraz pochodzenia mikrobiologicznego: chityny w zwaczu jalowek.

Doswiadczenie wykonano na trzech jaldéwkach rasy jersey o $redniej masie ciata
350 kg. Zwierzeta karmiono dawka kontrolng (7,0 kg SM/ dzien) zawierajaca 87,5% siana
takowego, 12% mieszanki pasz tresciwych ($ruta jeczmienna, poekstrakcyjna $ruta rzepakowa,
poekstrakcyjna $ruta sojowa) oraz 0,5% mieszanki mineralno-witaminowej. Zwierzeta
doswiadczalne otrzymywaly diete¢ kontrolng, wzbogacong zywymi kulturami drozdzy
S. cerevisiae (10 g/ dzien) lub ich metabolitami (60 g/ dzien).

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze zastosowanie zywych drozdzy
S. cerevisiae zwigkszylo aktywno$¢ celulolityczng i amylolityczng tresci zwacza przed
karmieniem 1 4 godziny po karmieniu zwierzat w poréwnaniu z grupg kontrolng. Wzrost
szybkos$ci trawienia celulozy mogt by¢ zwigzany ze zwigkszeniem liczebnosci bakterii
celulolitycznych [Newbold i wsp., 1995] oraz orzeskow, nalezacych do rodzaju Diplodinium
lub Ophryoscolex [Dehority, 1993; Michatowski, 2001]. Zwigkszenie szybkosci rozktadu
skrobi moglo by¢ spowodowane wzrostem gestosci  bakterii amylolitycznych
[Kmet i wsp., 1992], oraz populacji orzeskow nalezacych do rodzaju Isotricha i Dasytricha
[Williams, 1986] jak rowniez Entodinium [Kowalik i wsp., 2008], ktore aktywnie uczestnicza
w trawieniu 1 przemianach tego weglowodanu. Uzupehienie diety w preparaty drozdzowe
(zarbwno w zywe kultury jak 1 ich metabolity) zmniejszylo aktywno$¢ ksylanazy,
oraz pektynazy w poréwnaniu z grupg kontrolng. Zaobserwowane zmniejszenie aktywnosci
enzyméw moglo by¢ wynikiem hamujacego wplywu stosowanych dodatkow na populacje
mikroorganizmow ksylanolitycznych 1 pektynolitycznych w zwaczu. Ponadto, wykazano,
ze zastosowanie drozdzy nie miatlo wplywu na aktywno$¢ chitynolityczng tresci zwacza,
co moglo by¢ spowodowane znikoma koncentracja tego weglowodanu w $cianach
komorkowych drozdzy, a tym samym jego niewielka dostgpnoscig dla mikroorganizméw
zwacza.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, Ze stosowane preparaty
drozdzowe moga modyfikowaé aktywnos¢ enzymoéw hydrolitycznych w zwaczu. Jednak
prawdopodobnie ze wzgledu na malg zawarto$¢ chityny nie wplynely na aktywnos¢
chitynolityczng tresci Zzwacza.

PODSUMOWANIE

Prace, przedstawione, jako jednolity cykl publikacji pozwalaja wyjasni¢ rolg¢ badanych
mikroorganizméw w trawieniu weglowodanéw, co jest szczegdlnie wazne przy bardzo
ograniczonej liczbie takich badan na S$wiecie. Na podstawie uzyskanych wynikoéw
sformutowano nast¢pujace wnioski:
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Chityna stosowana, jako dodatek do podioza hodowlanego stymuluje rozwoj populacji
orzgskow Entodinium caudatum i Diploplastron affine w warunkach dlugookresowe;j
hodowli in vitro;

Przyrost stezenia lotnych kwaséw thuszczowych w podiozu, obserwowany podczas
doswiadczen fermentacyjnych wskazuje, ze chityna byla trawiona i wykorzystywana,
jako zrédlo wegla w przemianach dostarczajacych pierwotniakom energii;

Trawienie weglowodandw strukturalnych i zapasowych odbywa si¢ we wszystkich
odcinkach przewodu pokarmowego owiec;

Zastosowanie preparatow drozdzowych bedacych naturalnym zréodlem chityny
w zywieniu przezuwaczy moduluje aktywnos$¢ hydrolityczng zwacza;

Orzeski zwaczowe E. caudatum i D. affine posiadaja enzymy zdolne do rozkladu
chityny;

Pierwotniaki stymulujac rozwo6j grzybow w zwaczu sprzyjaja tworzeniu si¢ nowych
zarodni 1 powstawaniu zwiekszonej liczby zarodnikéw. Wynikiem tych proceséw
jest wzrost aktywnosci chitynolitycznej 1 zawartosci chityny w plynie zwacza.
Powyzsze parametry sg zalezne od skfadu gatunkowego mikrofauny zwacza;

Badane gatunki orzeskow petnia, drugorzedng role w przemianach chityny w zwaczu,
co moze by¢ zwigzane z bardzo malym wychwytem zarodnikow grzybow, bedacych
gldéwnym zrodiem tego weglowodanu dla pierwotniakow.

Powyzsze wnioski nie tylko stanowig uzupetnienie dotychczasowej wiedzy dotyczacej

interakcji pomiedzy symbiotycznymi mikroorganizmami, ale rOwniez mogg by¢ wykorzystane
w praktyce do opracowania metod lepszego wykorzystania sktadnikéw pokarmowych przez
przezuwacze poprzez modyfikacje ich mikrobiomu.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych.

Mikroorganizmy (bakterie, grzyby, pierwotniaki) petnig kluczowa rolg w procesach
trawiennych zachodzacych w przedzoladkach przezuwaczy. Zdolnosci trawienne
pierwotniakow 1 ich genetyczne uwarunkowanie sg jednak stabo poznane. Waznym
biologicznie i rowniez malo zbadanym zagadnieniem jest zmienno$¢ osobnicza tych
drobnoustrojow. Zagadnienia te staly si¢, przedmiotem moich zainteresowan naukowych
po rozpoczeciu pracy w Instytucie Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego
Polskiej Akademii Nauk, w Jablonnie w 2002 roku. Badania rozpocz¢tam, jako pracownik
(asystent) kontraktowy, zatrudniony do realizacji dwoch projektow badawczych w V Programie
Ramowym Unii Europejskiej w okresie 2002-2005. W grantach tych uczestniczyly zespoty
(partnerzy) z Francji, Holandii, Niemiec, Polski, Stowacji i Szkocji. Celem pierwszego z nich
pt. ,,European rumen ciliate culture collection (ERCULE)” bylo stworzenie banku czystych
kultur orzeskow oraz bibliotek gendw najbardziej pospolitych gatunkéw wystepujacych
w zwaczu. Zespot polski, kierowany przez prof. T. Michatlowskiego, ze wzgledu na posiadane
metody identyfikacji, izolacji i hodowli pierwotniakow w jednogatunkowych kulturach, pehit
kluczowa rolg w tym projekcie. Opanowanie powyzszych metod pozwolilo mi na czynny udziat
we wszystkich realizowanych zadaniach. Badania filogenetyczne wykonano na 32 gatunkach
orzeskow zwaczowych wyizolowanych ze zwacza owiec 1 krow. Do badan zmiennosci
w obrgbie gatunku izolowano pojedyncze orzeski. Badania 18S rRNA pierwotniakow
nalezacych do rodzaju Ophryoscolex, wykonano metoda analizy restrykcyjnej po amplifikacji
DNA pojedynczych komoérek roznigecych si¢ budowa morfologiczng. Nie wykazano roznic
wskazujacych na przynalezno$¢ poszczegdlnych form morfologicznych do odrgbnych
gatunkow. Uzyskane wyniki moga $wiadczy¢ o tym, ze opisane w literaturze gatunki sg
roznymi formami tego samego gatunku oraz wskazuja na konieczno$¢ rewizji taksonomii
rodziny Ophryoscolecidae z uzyciem metod biologii molekularnej. Efektem wspdlnych prac
bylo stworzenie banku czystych kultur 16 gatunkéw oraz bibliotek cDNA 15 gatunkow
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orzgskow zwaczowych z rodziny Ophryoscolecidae i Isotrichidae. Kolekcja kultur zostata
zdeponowana w INRA w Clermont-Ferrand (Francja), a biblioteki cDNA w RRI w Aberdeen
(Szkocja). Obecnie stuza one, jako materiat badawczy dla placowek naukowych na catym
Swiecie, ktore sg zainteresowane badaniami dotyczacymi biologii orzeskow zwaczowych, a nie
dysponuja metodami ich identyfikacji i hodowli. Celem drugiego projektu pt. ,,Ciliates as
monitors of the environmental safety of GMO (acronym CIMES)” byto zbadanie mozliwosci
1 czestosei transferu genow lateralnych z genetycznie modyfikowanej kukurydzy do genomu
pierwotniakow zwaczowych wykazujacych zdolnosci celulolityczne. W ramach projektu
prowadzono dlugookresowe hodowle orzgskow zwaczowych, ktorym jako gtdéwny sktadnik
pokarmu podawano wysuszone i sproszkowane liScie genetycznie transformowanej kukurydzy
BT 176 z dodanym genem odpornosci na zakazenia grzybicze. W toku badan dokonano
optymalizacji metod utrwalania pierwotniakow, zaprojektowano specyficzne sondy
molekularne oraz wykonano pomiary ich autofluorescencji. W celu §ledzenia transferu genu
z kukurydzy do makronuklearnego DNA orzeskéw stosowano metode hybrydyzacji in situ
(FISH). W oparciu 0 uzyskane wyniki nie wykazano transferu genéw. Nalezy jednak,
zaznaczy¢, ze maksymalny okres hodowli pierwotniakow we wspomnianym dos§wiadczeniu nie
przekraczal 24 miesigcy.

Cze¢s¢ wynikow uzyskanych w opisanych projektach zostala zaprezentowana

na konferencjach o zasiggu migdzynarodowym i opublikowana w materiatach konferencyjnych
(1.B.1; 11.B.2; 111.B.4; 111.B.5-111.B.7) oraz jako prace oryginalne (11.A.3; 11.A.19; 11.D.1).

Po zakonczeniu grantow europejskich, waznym punktem na mojej drodze naukowe;j
byto uczestnictwo w grancie realizowanym we wspolpracy z Instytutem Biochemii i Biofizyki
PAN pt. ,,Budowa i optymalizacja mikrobiologicznych ogniw paliwowych z udzialem
mikroorganizméw zwacza oraz bakterii redukujacych metale”. Perspektywa wyczerpania
konwencjonalnych zrodet energii oraz stale rosngca ilo$¢ odpaddéw zwigzana z jej pozyskaniem
sktonita nas do podj¢cia proby skonstruowania i zoptymalizowania mikrobiologicznego ogniwa
paliwowego z udzialem mikroorganizméw zwacza. W trakciec badan wykazano, ze orzeski
zwaczowe z rodziny Isotrichidae mogg by¢ wykorzystywane, jako potencjalne zrodto wodoru,
oraz ze wyprodukowany biogaz moze by¢ uzywany w ogniwach paliwowych stuzacych
do pozyskiwania energii elektrycznej. Nalezy podkresli¢, ze gestos¢ mocy uzyskana
w biowodorowym ogniwie paliwowym rownala si¢ gestosci mocy uzyskanej w chemicznym
ogniwie paliwowym zasilanym czystym wodorem, oraz ze nie odnotowano zadnych efektow
zatruwania bioogniwa gazem fermentacyjnym.

Uzyskane wyniki przedstawiono na sesji sprawozdawczej w Instytucie Biochemii
i Biofizyki PAN w Warszawie (111.B.8) oraz opublikowano, jako pracg oryginalng (I1.A.9).

Doswiadczenie zdobyte podczas realizacji powyzszych projektow pozwolilo na
podjecie nowych wyzwan naukowych, ktore koncentrowaty si¢ woko6t zagadnien obejmujacych
nastgpujace tematy:

I. Rola mikroorganizméw w przemianach weglowodanow:
a) zapasowych (skrobia, fruktany)
b) strukturalnych pochodzenia roslinnego (lichean, pachyman, kurdlan)
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¢) strukturalnych pochodzenia mikrobiologicznego (mureina, chityna)
I1. Udzial orzeskéw w procesach metanogenzy i gospodarki lipidowej

I11. Charakterystyka procesow trawiennych zachodzacych u ssakow roslinozernych

IV. Wplyw stosowanych dodatkéw paszowych na procesy trawienne, wskazniki
biochemiczne krwi oraz efektywnos$¢ produkcji i jako$¢ miesa

W poczatkowym okresie, po zakonczeniu grantéw europejskich, zostalam wilaczona do
zespotu zajmujacego si¢ tematyka zwigzang z okre$leniem roli drobnoustrojow zwacza
w przemianach weglowodanoéw zapasowych i strukturalnych.

la. Rola mikroorganizmow w przemianach weglowodanow zapasowych (skrobia,
fruktany)

Wykonano doswiadczenia, na podstawie, ktorych wykazano, Zze pospolite gatunki
orzgskow: Eudiplodinium maggii i Entodinium caudatum uczestnicza w metabolizmie skrobi
w zwaczu. Udowodniono, ze orzeski te aktywnie pobieraja granule skrobi, ktora trawia
wewnatrzkomorkowo, a powstale produkty wykorzystuja na pokrycie biezacego
zapotrzebowania energetycznego oraz do syntezy weglowodandw zapasowych. Ponadto,
wykazano, ze zmniejszajaC pulg skrobi dostepna dla innych mikroorganizméw, zwickszaja
zawartos¢ weglowodanow zapasowych w tresci odptywajacej do dalszych odcinkow przewodu
pokarmowego, co poprawia zaopatrzenie gospodarza w glukoze.

Inne doswiadczenia, w ktorych bratam udzial obejmowaly charakterystyke
fruktanolitycznych bakterii nalezagcych do rodzaju Treponema. Badania te, wykonano
we wspolpracy z mikrobiologami z Instytutu Fizjologii Zwierzat Stowackiej Akademii Nauk w
Koszycach. Bakterie wyizolowano z ptynu zwacza, 0znaczono symbolem KT i utrzymywano
w warunkach in vitro. Badania morfologii i ultrastruktury wykonano przy pomocy
skaningowego i transmisyjnego mikroskopu elektronowego. Wykazano, ze komoérki badanych
bakterii majg posta¢ spirali o dluigosci 5,5-11,5 um 1 szerokosci 0,42-0,51 pm,
a maksymalna liczba zwojow wynosi 7. Ponadto, stwierdzono, ze badany szczep bakterii
fermentowat liczne cukry proste i dwucukry oraz, ze glownymi produktami tej fermentaciji
byty: kwas mroéwkowy, kwas octowy i etanol w proporcjach molowych 16:10:1. Badania
enzymatyczne wykazaty obecno$¢ dwoch enzymoéw rozktadajgcych wigzania glikozydowe 2,6
wewnatrz tancucha reszt B-D-fruktozylowych. Na podstawie analizy poréwnawczej sekwencji
genu 16S rRNA szczepu KT z danymi z banku genoéw wykazano najwigksze podobienistwo do
szczepu CA treponemy zwaczowej wyizolowanej w USA. Na podstawie badan
morfologicznych oraz analizy filogenetycznej wyodrebniono nowy gatunek bakterii
Treponema zioleckii sp.

Wyniki dotyczace roli mikroorganizméw w przemianach weglowodanow zapasowych
zostaty opublikowane w materiatach konferencyjnych (I111.B.3) oraz jako prace oryginalne
(ILA.L; 1LA5; 11.LA.23).

Ib. Rola mikroorganizméw w przemianach weglowodanéw strukturalnych pochodzenia
roslinnego (lichean, pachyman, kurdlan)
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Uczestniczytam rowniez w zadaniu, w ktorym okreslano udziat orzeskow Diploplastron
affine  w przemianach niecelulozowych weglowodandéw — strukturalnych B-glukanow
pochodzenia roslinnego: licheanu, pachymanu i kurdlanu. Realizacja tego zadania byla
mozliwa dzieki dotacji statutowej Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat Polskiej Akademii
Nauk. Badania wykonano z podziatem na dwie czgsci: doswiadczenia wzrostowe w warunkach
dlugookresowej hodowli in vitro, oraz badania enzymatyczne. Wyniki do$wiadczen
hodowlanych wykazaty, ze wzbogacenie podtoza o pachyman (1,3-B-glukan) stymulowato
rozwoj populacji orzeskow D. affine i bylo zalezne od stosowanej dawki. Na podstawie
oznaczen enzymatycznych stwierdzono, ze wszystkie badane rodzaje B-glukanéw podlegaty
rozkladowi. Najszybciej trawionym weglowodanem byt lichean, a najwolniej kurdlan,
optymalne warunki ich rozkladu, miescity si¢ w zakresie 45-55°C i 5-5,5 pH. Ostateczne
potwierdzenie zdolnos$ci orzgskow D. affine do trawienia p-glukanow wykazano w badaniach
zymograficznych, w ktorych stwierdzono obecno$¢ 3 enzymow rozkladajacych wigzania
B-1,3-glikozydowe.

Wyniki uzyskane podczas realizacji powyzszego tematu zostaly zawarte
w doniesieniach zaprezentowanych na konferencjach mi¢dzynarodowych i krajowych
(I.A.16; 111.A.19; 111.A.29-111.A.31) oraz opublikowane, jako praca oryginalna (11.A.11).

Ic. Rola mikroorganizméw w przemianach weglowodanéw strukturalnych pochodzenia
mikrobiologicznego (mureina, chityna)

Kolejnym tematem mojej pracy badawczej bylo okreslenie udzialu orzeskow
w  przemianach we¢glowodandéw  strukturalnych — syntetyzowanych w  komoérkach
mikroorganizmow bytujacych w zwaczu. Cz¢$¢ badan byta wykonana w ramach dziatalno$ci
statutowej Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat Polskiej Akademii Nauk, a pozostata byta
wspoéifinansowana przez dwa projekty badawcze: ,.Zdolno$ci orzeskow zwaczowych
do trawienia 1 wykorzystania we¢glowodandw strukturalnych $cian komoérkowych bakterii
i grzybow w zwaczu”, oraz ,,Zdolno$ci chitynolityczne orzeskow Eudiplodinium maggii i ich
udzial w przemianach chityny w zwaczu” (grant promotorski), w ktorych bytam wykonawca.

Zdolnosci chitynolityczne orzeskow zwaczowych E. maggii oraz ich mozliwosci
wykorzystania komercyjnej chityny i chityny grzybéw zwaczowych byty przedmiotem mojej
rozprawy doktorskiej, ktorg obronitam z wyr6znieniem w 2011 roku. Celem podj¢tych badan
byto: okreslenie wptywu dodatku chityny i1 zarodnikow grzybéw zwaczowych do podioza
hodowlanego na przezywalnos$¢ i liczebno$¢ populacji orzgskow w hodowli in vitro; zbadanie
zdolno$ci pierwotniakow E. maggii do trawienia chityny; charakterystyka enzymow
katalizujacych rozkfad chityny w komorkach badanego gatunku pierwotniakow; oszacowanie
zawarto$¢ i produkcji chityny w plynie zwacza, oraz okreslenie udzialu badanych
pierwotniakow w przemianach chityny w zwaczu.

Wyniki dlugookresowych dos§wiadczen hodowlanych wykazaty, ze dodatek chityny oraz
liofilizowanych zoospor grzybow do podioza spelniajacego wymagania zZyciowe
E. maggii stymulowat ich rozwoj. Ponadto, wykazano pozytywna korelacje migdzy dawka
stosowanego dodatku a liczebnoscig orzeskow. Przyrost stezenia lotnych kwasoéw
thuszczowych w podiozu, stwierdzony podczas doswiadczen fermentacyjnych moze §wiadczy¢
o0 tym, ze chityna i1 weglowodany zawarte w zoosporach grzybow byly trawione
I wykorzystywane, jako zroédta wegla w przemianach dostarczajacych pierwotniakom energii.
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Potwierdzity to, 0znaczenia enzymatyczne, ktore wykazaty, ze za trawienie tego weglowodanu
w komorkach orzgskow E. maggii odpowiedzialne sg enzymy o wlasciwosciach endochitynazy,
egzochitynazy i chiobiazy. Badania in vivo wykonano na owcach zaopatrzonych w trwale
przetoki zwaczowe. Wykazano, ze pierwotniaki E. maggii, stymulowaty rozwoj grzybow w
Zwaczu sprzyjajac tworzeniu si¢ nowych zarodni i powstawaniu zwickszonej liczby
zarodnikéw. Wynikiem tych proceséw byl przyrost zawarto$ci chityny w plynie zwacza.
Jednoczesnie wykazano, ze badany gatunek orzeskow wykorzystywat tylko niewielkg czesé
chityny syntetyzowanej w zwaczu, co moglo by¢ zwigzane z bardzo matym wychwytem
zarodnikow grzybow, bedacych glownym Zrédlem chityny dla badanego gatunku
pierwotniakow.

W innych badaniach realizowanych w naszym zespole wykazalismy, ze orzeski
Diploplastron affine podobnie jak pierwotniaki E. maggii posiadajg enzymy uczestniczace w
rozkladzie chityny. Identyfikacji dokonano metoda zymografii po elektroforetycznym rozdziale
biatka na zelu poliakrylamidowym 1 renaturacji enzymoéw. W ekstrakcie komorkowym
orzgskow zidentyfikowano trzy enzymy o wlasciwosciach endochitynazy, dwa - egzochitynazy
i dwa - chitobiazy. Masa czgsteczkowa endoenzyméw wynosita odpowiednio 80, 65 i 30 kDa,
egzoenzymow - 75 1 55 kDa, a chitobiazy - 45kDa.

Cze$¢ wynikow dotyczgca zdolnoSci pierwotniakow zwaczowych do wykorzystania
chityny zostala opisana w doniesieniach prezentowanych na konferencjach miedzynarodowych
i krajowych (111.B.11-111.B.14; 111.B.17; 111.B.18; 111.B.22; 111.B.24-111.B.27; 111.B.33-111.B.35;
I11.B.46) oraz w publikacjach oryginalnych (11.A.4; I1LA.7; 11.A.10; 11.A.15; 11.D.2). Natomiast,
pozostala cze$¢, zostata przedstawiona, jako osiggnigcie bedace podstawag do ubiegania si¢ o
stopien naukowy doktora habilitowanego.

Drugim kierunkiem, realizowanym w obrebie powyzszego tematu, bylo okreslenie
zdolnosci pospolitych orzeskow do trawienia 1 wykorzystania weglowodandw $cian
komorkowych bakterii. Badania te wykonano z podzialem na trzy cz¢sci: do$wiadczenia
wzrostowe w warunkach dlugookresowej hodowli in vitro, badania enzymatyczne oraz
doswiadczenia in vivo. Jako obiekt badan wybrano orzeski D. affine, E. maggii oraz
E. caudatum. Stwierdzono, ze dodatek mureiny do podtoza hodowlanego stymulowat rozwdj
wszystkich badanych gatunkéw orzeskow. Uzyskane wyniki wykazaty rowniez pozytywng
korelacje miedzy wielkoscig dawki mureiny, a liczebnoscig populacji pierwotniakow.
Stymulujacy wpltyw mureiny mogt by¢ wynikiem zwigkszenia ilosci weglowodanow, ktore
orzeski wykorzystywaty, jako Zrodlo energii. Powyzszg sugesti¢ potwierdzaja wyniki badan
fermentacyjnych, ktore wykazaty, ze kultury orzgskow inkubowane z mureing produkowaty
wiecej LKT niz ,,glodzone” kultury kontrolne. Ponadto, wykazano, ze orzgski posiadajg
aktywnos$¢ mureinolityczng i zmniejszajg ilo§¢ mureiny w zwaczu. Badania enzymatyczne
potwierdzity zdolno$¢ pierwotniakow do trawienia mureiny. Weglowodany wyizolowane
z mureiny rozkladane byly z najwigksza szybkoscia w przypadku surowego preparatu
enzymatycznego pierwotniakow E. caudatum, nastepnie D. affine, a najwolniej w przypadku
E. maggii. Optymalne warunki reakcji rozktadu wahaty si¢ w zakresie temperatur 40-45°C oraz
pH 4,5-5,0. Ostateczne potwierdzenie zdolnosci orzeskow D. affine do trawienia mureiny
wykazano w badaniach zymograficznych, w ktorych stwierdzono obecno$¢ dwdch enzymow o
cechach lizozymu. Badania in vivo wykonano na owcach zaopatrzonych w trwate przetoki
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zwaczowe. Wyniki tych badan potwierdzity, ze pobrane przez orzeski weglowodanowe
skfadniki mureiny podlegaty wewnatrzkomorkowemu trawieniu, a powstate produkty byty
wykorzystywane na pokrycie biezacego zapotrzebowania energetycznego orzeskow.

Uzyskane wyniki przedstawiono na konferencjach o zasiggu krajowym
i miedzynarodowym oraz opublikowano, jako doniesienia (I11.A.15; [11.A.20; I11.A.21,;
I11.A.23; 111.A.28) oraz jako publikacje oryginalne (11.A.8; 11.A.12-11.A.14).

I1. Udzial orzeskow w procesach metanogenzy i gospodarki lipidowej

Kolejny obszar moich zainteresowan naukowych koncentrowat si¢ wokol zagadnien
zwigzanych z rolg orzgskow w przemianach lipidow roslinnych. Realizacja tego tematu byta
mozliwa dzieki dotacji na dzialalno$¢ statutowa Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat
Polskiej Akademii Nauk. W trakcie badan wykonano dlugookresowe doswiadczenia
hodowlane, ktorych celem byto okreslenie wptywu tluszczu roslinnego dodawanego w formie
maczki z nasion Inu, slonecznika lub rzepaku do podloza hodowlanego na przezywalnos¢
i rozwdj populacji orzeskow D. affine. Stosowano dwa poziomy maczek, ktore wynosity
3 1 9% dawki podstawowej. Stwierdzono, stymulujagcy wpltyw nieodthuszczonej maczki
na liczebnos¢ pierwotniakOw niezaleznie od jej rodzaju i zawartosci w diecie. Ponadto,
wykazano, ze odtluszczenie maczki znosito jej pozytywny wplyw na rozwdj populacji
orzeskow. Negatywny wplyw odtluszczenia zaznaczyl si¢ najwyrazniej w przypadku maczki z
nasion stonecznika, najmniej widoczny byt on w przypadku 3% dodatku maczki z nasion
rzepaku.

Powyzsze wyniki oraz sprzeczne dane literaturowe opisujace oddziatywanie
nienasyconych kwasow tluszczowych pochodzacych z olejéw roslinnych na liczebno$¢
populacji orz¢skow zwaczowych oraz produkcje metanu zachecilty nas do kontynuowania
badan realizowanych we wspdtpracy z zespolem badawczym z Katedry Zywienia Zwierzat
i Gospodarki Paszowej, Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Celem pierwszego etapu
doswiadczen bylo okreslenie wpltywu olejow: rzepakowego i Inianego (bogatych w
nienasycone kwasy tluszczowe), na populacje orzeskow oraz produkcje metanu. Ze wzgledu
na swoje powigzania z metanogenami, jako obiekt badan wybrano orze¢ski Eremoplastron
dilobum. Wyniki 24 godzinnej inkubacji pierwotniakow z 5% oleju rzepakowego dodanego do
medium hodowlanego, wykazaty, ze dodatek ten nie miat wptywu na stan populacji orzeskow
przy jednoczesnym ograniczeniu emisji metanu. Odwrotny efekt zaobserwowano po
zastosowaniu dodatku oleju Inianego, ktory stymulowal rozwoj populacji pierwotniakow,
jednak nie mial wplywu na produkcje metanu. Celem drugiego etapu realizowanego
w ramach wspolpracy byfa analiza profilu kwasow tluszczowych obecnych w komorkach
pierwotniakow pospolicie wystepujacych w zwaczu. Obiektem badan byly orzeski
E. caudatum, E. maggii oraz D. affine pozyskane od monofaunowanych owiec. Profil
dhugotancuchowych kwasow tluszczowych oznaczono przy uzyciu chromatografu gazowego.
Wyniki oznaczen chromatograficznych wykazaty, ze sktad kwasow thuszczowych obecnych w
komorkach pierwotniakow bytujacych w zwaczu jest zalezny od gatunku orzeskow. Najwyzszy
poziom kwasu palmitynowego (C16:0) stwierdzono w komoérkach E. caudatum, natomiast
E. maggii charakteryzowalo si¢ najwyzsza zawartoscig kwasu o-linolenowego (C18:3
cis-9,12,15). D. affine miato najwigksza koncentracje kwasu wakcenowego (C18:1 trans-11),
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sumy C18:1 trans oraz sumy jednonienasyconych kwasow tluszczowych. Natomiast zarowno
w komorkach D. affine jak i w E. caudatum wykazano duze st¢zenie sprzezonego kwasu
linolowego (CLA) (C18:2 cis-9 trans-11). Uzyskane wyniki moga $wiadczy¢ o ré6znorodnym
metabolizmie w komorkach orzeskow, oraz ze drobnoustroje te moga stanowi¢ zrodlo
nienasyconych kwasow ttluszczowych dla zwierzat przezuwajacych.

Wyniki tych badan opublikowano, jako doniesienia naukowe w materiatach
konferencyjnych o zasiegu miedzynarodowym i krajowym (I111.B.9; 111.B.10) oraz jako prace
oryginalne (I11.A.2; 11.A.6).

II1. Charakterystyka procesow trawiennych zachodzacych u ssakow roslinozernych

W kolejnych latach poszerzytlam zakres swoich zainteresowan naukowych o tematyke
zwigzang z procesami trawiennymi zachodzacymi u dziko zyjacych i utrzymywanych
w warunkach zamknietych zwierzat roslinozernych. Wigkszo$¢ danych literaturowych
zwigzanych z fizjologig trawienia u ssakow skupia si¢ wokot zwierzat gospodarskich. Celowym
wydawalo si¢, wiec podjecie badan nad procesami trawienia materialu roslinnego
u zwierzat takich jak: konie, gryzonie, oraz dziko zyjace przezuwacze.

Realizacja badan zwigzanych z procesami trawiennymi u najwiekszego euroazjatyckiego
gryzonia — bobra (Castor fiber) byta mozliwa dzigki projektowi: ,,Charakterystyka mikroflory
i mikrofauny oraz helminofauny przewodu pokarmowego bobra europejskiego: badanie
zaleznosci pomigdzy stanem populacji mikroorganizméw a aktywnoscig celulolityczng
i profilem kwasow thuszczowych w wybranych tkankach” - w ktérym bytam wykonawca.

Prawna ochrona bobra euroazjatyckiego na terenie Polski trwajgca przez kilka ostatnich
dekad sprawila, ze obecnie jest on gatunkiem pospolitym, wchodzgcym w bezposredni kontakt
z czlowiekiem. W zwigzku z powyzszym poczawszy od 2004 roku bobr zostat
zakwalifikowany do grupy zwierzat podlegajacych ochronie cze$ciowe] - niezagrozonych
wyginieciem. Zmiana klasyfikacji pozwolita na podjecie badan fizjologicznych tego gatunku.
Materiat badawczy stanowily bobry pozyskane za zgoda Ministerstwa Ochrony Srodowiska
oraz Komisji Etycznej z terendw wojewddztwa podlaskiego oraz warminsko - mazurskiego.
Zwierzeta odlawiano w okresach: zimowym, letnim i jesiennym, usypiano a nastgpnie
przeprowadzano pomiary morfometryczne i zbierano materiat do badan.

Badania preferencji pokarmowych tego gatunku potwierdzity jego przynaleznosé
do grupy ,caecal fermentors”. Cecha charakterystyczng tych zwierzat jest trawienie
weglowodanowych sktadnikow pokarmu w jelicie Slepym. Przeprowadzona analiza tresci
pokarmowej wykazata, ze sktad diety bobra zalezy od dostepnosci bazy pokarmowej i moze
$wiadczy¢ o duzych zdolnosciach przystosowawczych. Glownym Zréodtem pokarmu w zimie
byty pedy drzew, natomiast wraz z postgpem okresu wegetacyjnego w jego diecie zwigkszat
si¢ udzial lisci drzew, traw, turzyc, oraz roslinnosci zielnej przy jednoczesnym zmniejszeniu
udzialu pedow. Odwrotny efekt, zaobserwowano jesienig. Stwierdzone réznice sezonowe
widoczne w diecie, byly zsynchronizowane ze zmianami w dlugosci i w masie przewodu
pokarmowego, oraz w strukturze tre$ci pokarmowej. Skilad diety wplywal rowniez
na aktywno$¢ hydrolityczng tresci pokarmowej, co0 moglo by¢ spowodowane rdznicami
w sktadzie populacji bakterii. Analiza zmiennosci bakterii tresci przewodu pokarmowego bobra
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(zrealizowana w ramach wspotpracy z Instytutem Fizjologii Stowackiej Akademii Nauk)
wykazala, Zze podlega ona zmianom zaréwno ilo§ciowym jak i jakoSciowym w ciaggu roku.
Najwieksza liczebno$¢ catkowitg bakterii stwierdzono w jelicie grubym - jesienig. Badania nad
stopniem zainfekowania bobrow (realizowane we wspoélpracy z Instytutem Parazytologii im.
Witolda Stefanskiego PAN) wykazaty zmiany zapalne $§luzowki zotadka, spowodowane przez
nicienie Travassosius rufus oraz jelita Slepego - przez przywre Stichorchis subtriquertus.
Stwierdzono réwniez zmiany w watrobie, spowodowane przez bablowice wielojamowa
Echinococcus multilocularis.

Wyniki uzyskane w czasie realizacji projektu zostaty przedstawione na konferencjach
o zasiggu migdzynarodowym i krajowym, opublikowane, jako doniesienia naukowe
(111.B.32; 111.B.36-111.B.40; 111.B.47; 111.B.50; 111.B.52), oraz jako praca oryginalna (11.A.16).
Realizacja tego tematu wspolnie z Instytutem Fizjologii Stowackiej Akademii Nauk w
Koszycach byta mozliwa dzigki wymianie bezdewizowej pomiedzy Stowacka i Polska
Akademig Nauk. W ramach, wymiany odbylam trzy krotkoterminowe staze naukowe
wynikiem, ktorych sa wspolne doniesienia konferencyjne (I111.B.41; 111.B.44; 111.B.45;
[11.B.48), oraz publikacje oryginalne (11.A.18; 11.D.3; 11.D.4).

Stale rosngca populacja dziko zyjacych rodzimych przezuwaczy oraz wzrost
zainteresowana ich hodowla fermowa przyczynity si¢ do podjecia przeze mnie pionierskich
badan skoncentrowanych wokot zagadnien dotyczacych proby okreslenia interakcji pomiedzy
rodzajem pobieranego pokarmu, a skladem mikrobiomu i procesami trawiennymi
zachodzacymi w zwaczu. Powyzsze badania realizowane sg w ramach dziatalno$ci statutowej
Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat Polskiej Akademii Nauk oraz we wspotpracy
z kilkoma krajowymi o$rodkami: z Instytutem Parazytologii im. Witolda Stefanskiego PAN
w Warszawie, z Samodzielnym Zakladem Botaniki Lesnej SGGW i z Katedrg Genetyki
Ogo6lnej Hodowli Zwierzat SGGW, jak rowniez we wspolpracy zagranicznej z Instytutem
Fizjologii Zwierzat Stowackiej Akademii Nauk.

Materiatem badawczym byla tres¢ i/ lub ptyn zwacza pozyskany w okresie jesienno-
zimowym z odstrzalow selekcyjno-redukcyjnych realizowanych w ramach planowej
gospodarki fowieckiej na terenie Polski. Badania mikroskopowe wykazaty, zr6znicowany sktad
i gestos¢ populacji mikrofauny jeleniowatych zyjacych w stanie wolnym. Najwieksza
liczebno$¢ orzeskow stwierdzono w plynie zwacza sarny europejskiej, nastepnie daniela
europejskiego, najmniejsza — jelenia szlachetnego. Odwrotng zalezno$¢ zaobserwowano
w przypadku oznaczen jakosciowych, ktére wykazaly obecnos$¢ przedstawicieli rodziny
Ophryoscolecidae nalezacych do 3 rodzajow: Entodinium, Diplodinium i Epidinium (jelen),
2 rodzajow: Entodinium i Epidinium (daniel) oraz rodzaju: Entodinium (sarna). Badania
faunistyczne tre$ci zwacza zubra wykazaty obecno$¢ pierwotniakow z rodzajow: Entodinium,
Diplodinium, Epidinium, Eudiplodinium i Elytroplastron nalezacych do rodziny
Ophryoscoleciade oraz Isotricha i Dasytricha z rodziny Isotrichidae.

Analiza botaniczna tresci zwacza badanych gatunkow przezuwaczy wykazala
zroznicowany sktad. Stwierdzono, ze glowny udzial w diecie sarny europejskiej maja
krzewinki, ktore stanowity do 94% pobieranego pokarmu, nastepnie igly ($wierk, modrzew
1 sosna), rosliny zielne dwuliscienne, pedy liSciaste, rosliny trawiaste, oraz liscie (w tym liscie
rzepaku). Krzewinki byly rowniez glownym sktadnikiem diety jelenia szlachetnego z tym,
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ze stanowity one do 30% pobieranego pokarmu, przy stosunkowo duzym udziale roslin
trawiastych 1 igiet (§wierka, modrzewia i sosny) wynoszacym odpowiednio - 24% i 20%.
Odmienne preferencje pokarmowe stwierdzono w przypadku daniela europejskiego gdzie
rosliny trawiaste, igly sosny i zolgdzie byly obecne we wszystkich badanych probkach tresci
zwacza. Rosliny zielne, jezyne, krzewinki i liScie drzew zaobserwowano w ponad polowie
prob, natomiast mech i zdrewniale pedy pojawiaty si¢ sporadycznie. Wyniki analizy
botanicznej tresci zwacza zubra potwierdzity przynalezno$¢ tego gatunku do typu ,.grazers”
(,,trawozercow”).

Dotychczasowe wyniki badan przedstawiono na konferencjach o zasiegu
miedzynarodowym 1 krajowym, oraz opublikowano, jako doniesienia naukowe
(111.B.42; 111.B.43; 111.B.49; I11. B.51; 111.B53; 111.B.56; 111.B.57) oraz jako prace oryginalne
(1.LA.17; 11.A.20).

IV. Wplyw stosowanych dodatkéw paszowych na procesy trawienne, wskazniki
biochemiczne krwi oraz efektywnos$¢ produkcji i jako$¢ miesa

Kolejny obszar mojej pracy badawczej koncentrowat si¢ wokot zagadnien zwigzanych
z zastosowaniem dodatkoéw paszowych, w zywieniu zwierzat gospodarskich
I towarzyszacych.

W badaniach nad zastosowaniem r6znych form chemicznych selenu w zywieniu jagnigt
wykazano, ze dodatek 0,1% kwasu karnozynowego oraz 0,35 ppm Se w postaci selenianu (V1)
do dawki pokarmowej zmniejsza produkcj¢ metanu oraz dwutlenku wegla w zwaczu
w poroOwnaniu z grupami kontrolnymi. Ponadto, stwierdzono, ze zastosowanie selenowego
preparatu drozdzowego (SeY) wplyneto na zwigkszenie sumy krotkotancuchowych kwasow
thuszczowych w ptynie zwacza w porownaniu z grupg kontrolng i grupa zawierajacg dodatek
selenianu (VI1). Wykazano, ze dodanie kwasu karnozynowego do dawki poprawia, jako$¢
sensoryczng migsa oraz zwicksza zawarto$¢ prozdrowotnych kwasow tluszczowych
1 egzogennych aminokwaséw w migsie jagniat.

Uzyskane wyniki zostaly przedstawione i opublikowane, jako doniesienie konferencyjne
(111.B.59) oraz jako publikacja naukowa (I11.A.22).

Uczestniczylam roéwniez w badaniach nad wplywem zywych kultur drozdzy
Saccharomyces cerevisiae na procesy zachodzace w zwaczu oraz na wskazniki biochemiczne
krwi owiec. W badaniach tych nie wykazano, wptywu zywych drozdzy na catkowitg strawnosc¢
biatka i widkna pokarmowego, natomiast zaobserwowano trend spadkowy zmian strawnos$ci
weglowodandéw zapasowych. Ponadto, stwierdzono zwigkszenie retencji magnezu, oraz
zmniejszenie stezenia calkowitego cholesterolu i jego frakcji LDL, oraz triacyloglicerolu
W surowicy Krwi.

Uzyskane wyniki zostaty zaprezentowane w formie doniesienia konferencyjnego (111.B.54)
oraz jako publikacja naukowa (111.A.21).

Okreslenie znaczenia stosowania polifenolowych dodatkow w zywieniu przezuwaczy
bylo kolejnym etapem moich badan naukowych. Realizacja tego tematu byla mozliwa dzigki
projektowi pt.: ,,Wptyw dodatku tanin i olejow do paszy dla owiec na populacje
mikroorganizméw 1 przemiany w zwaczu oraz aktywnos$¢ enzymatyczng soku zotciowo—
trzustkowego 1 jako$¢ jagnieciny”, w ktérym bylam wykonawca.
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Celem poznawczym grantu byto okreslenie wptywu rodzaju tanin i olejéw roslinnych
w dawkach pokarmowych na procesy trawienne u owiec. Celem utylitarnym natomiast, byto
okreslenie wptywu tych dodatkéw na wyniki odchowu jagniat i profil dlugotancuchowych
kwaséw thuszczowych jagnieciny.

Na podstawie uzyskanych wynikow wykazano, ze zastosowany w zywieniu owiec
dodatek kory debu, jako zrédlo tanin hydrolizujacych, moze modyfikowac procesy trawienne
w zwaczu (zwigksza liczebnos$¢ pierwotniakow oraz ilos¢ kwasu mastowego) oraz zwigkszac
odlozenie wielonienasyconych kwasow thuszczowych w tuszy jagniat. Ponadto, stwierdzono,
ze polacznie oleju Inianego i liSci boréwki brusznicy ogranicza produkcje metanu w zwaczu,
co moze zmniejszac efekt cieplarniany. Wykazano, rowniez, ze olej Iniany zawarty w dietach
powodowal wigksze odlozenie nienasyconych kwasow tluszczowych z rodziny n-3
W jagniecinie.

Czgs¢ uzyskanych wynikow przedstawiono, jako doniesienia naukowe zaprezentowane
na konferencjach o zasiegu krajowym i zagranicznym (111.B.58; 111.B.60; 111.B.61; 111.B.64).

W ramach wspolpracy naukowej realizowanej na podstawie porozumienia pomigdzy
Instytutem Fizjologii i Zywienia Zwierzat Polskiej Akademii Nauk i Instytutem Fizjologii
Zwierzat Stowackiej Akademii Nauk prowadzone sa badania nad zastosowaniem
probiotycznych szczepéw bakterii oraz i/ lub ich bakteriocyn w zywieniu zwierzat
(kroliki, konie, psy). Badania te sg w trakcie realizacji, jednak na podstawie dotychczasowych
wynikOw mozna stwierdzi¢, ze zastosowane szczepy bakterii (E. durans ED26E/7,
L. fermentum CCM 7421) wplynety korzystnie na parametry biochemiczne krwi, zmniejszenie
liczebno$ci mikroorganizméw patogennych, zachowanie rdéwnowagi symbiotycznej
mikroflory, poprawe procesOw trawiennych, oraz w przypadku krélikow rowniez na poprawe
jakosci migsa.

Efektem dotychczasowej wspolpracy sa doniesienia konferencyjne zaprezentowane
na konferencjach o zasiegu miedzynarodowym (II1.B.55; I111.B.62; 111.B.63; I11.B.65; 111.B.66).

PODSUMOWANIE

Badania dotyczace procesoOw trawiennych w komorach fermentacyjnych dostarczaja
wiedzy na temat sktadu mikrobiomu u réznych gatunkow zwierzat i jego zmian w zalezno$ci
od dostgpnego pozywienia. Moim zdaniem, kontynuacja badan dotyczacych zdolnosci
trawiennych wyselekcjonowanych gatunkéw mikroorganizméw zwacza jest celowa. Uzyskane
wyniki moga by¢ uzyte do opracowania metod poprawy wykorzystania sktadnikow
pokarmowych zaréwno przez przezuwacze gospodarskie jak i dziko zyjace droga doboru
odpowiedniego skladu mikrobiomu. W zwiazku z powyzszym, moga, przyczyni¢ si¢ one
do lepszego zarzadzania zarowno populacja dziko zyjaca jak i utrzymywang w warunkach
zamknietych.

Moj dotychczasowy dorobek naukowy obejmuje 98 prac naukowych, na ktore sktada
sie: 31 oryginalnych prac tworczych, z ktorych 27 opublikowano w czasopismach
ujetych w bazie Journal Citation Reports (JCR) i 4 prace w czasopismach nieujetych
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w bazie JCR, ponadto 1 monografia, oraz 66 komunikatow prezentowanych
na konferencjach, w tym 37 na sympozjach o zasiegu miedzynarodowym.

Przed uzyskaniem stopnia doktora opublikowatam 11 prac oryginalnych w tym
9 wujetych w bazie JCR oraz 35 doniesien naukowych, a po obronie doktoratu
opublikowatam 20 prac oryginalnych w tym 18 uwjetych w bazie JCR,
1 monografie oraz 31 doniesien konferencyjnych.

tgczna liczba punktow MNISW dla calosci  dorobku naukowego wyno0Si:
495 pkt. Sumaryczny Impact Factor wedtug listy Journal Citation Reports (JCR),
zgodnie z rokiem opublikowania wynosi: 29,226. Liczba cytowan publikacji wedtug
bazy Web of Science (WoS) wynosi: 74 (na dzien 08.05.2017). Indeks Hirscha wedtug
bazy Web of Science (WoS) wynosi: 6 (rna dzien 08.05.2017).

Qenouta, '\Ht HL:)
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