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Zadanie 01-10-01-11
Poprawa efektywnosci hodowli bydta miesnego poprzez zwiekszenie wskaznikéw
wydajnosciowych, jakosci i trwatosci miesa w warunkach ograniczonej produkcji
Kierownik zadania: dr hab. Piotr Wojcik, prof. IZ PIB

Celem badan jest okreSlenie mozliwosci zmiany parametréw jakosciowych i fizyko-
chemicznych miesa wotowego pochodzgcego od bydta rasy LM i mieszancdw z tg rasq,
poprzez modyfikowanie warunkdw zywieniowych i srodowiskowych. Badania prowadzone sg
w kierunku poprawy rentownosci produkcji i promowania bezpiecznej zywnosci o wysokich
wtasciwosciach biologicznych miesa.

Efektem praktycznym jest opracowanie zalecen hodowlanych, Zzywieniowych,
warunkujgcych optacalno$¢ produkcji miesa wotowego w klasie premium, wskazanie
czynnikdbw determinujgcych efekty ekonomiczne hodowli bydta miesnego oraz
propagowanie naturalnych metod chowu, w tym wykorzystanie uzytkdw zielonych i ziét
w poprawie jakosci i bezpieczehstwa zywnosci.

Materiat doswiadczalny stanowi bydto miesne rasy Limousine oraz mieszance rasy PHF,
7B i LM o udokumentowanym pochodzeniu i bedgce pod statg kontrolg uzytkowosci. Badania
prowadzone sqw ZD IZ PIB Chorzeldw sp.z 0.0., jak rowniez w wytypowanych gospodarstwach
indywidualnych na grupach, w liczbie nie mniej niz 15 sztuk kazda. Zwierzeta sq utrzymywane
w zblizonych warunkach srodowiskowych z petnym wykorzystaniem sezonu pastwiskowego.

Przez 20 dni wszystkie wytypowane zwierzeta do doswiadczenia zostang poddane
okresowi przejsciowemu (okres adaptaciji). W okresie trwania doswiadczenia wszystkie
zwierzeta bedq otrzymywac specjalnie opracowane dawki pokarmowe wzbogacone ziotami.
Czas podawania zidt wynosi 60 dni i w tym czasie stale bedzie monitorowacd sie zmiany masy
ciata, zdrowotnos$¢ i zernose.

Nastepnie zostang stworzone trzy grupy zwierzat:

W grupie kontrolnej K — zwierzeta bedqg zywione standardowqg dawkqg zywieniowqg dla
krobw mlecznych; zwierzeta z grupy doswiadczalnej D1 - oprécz pastwiska bedqg zywione
dawkqg wzbogacong o dodatek chronionych, wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych
(kwasy omega-3 i -6); zwierzeta z grupy doswiadczalnej D2 — oprdcz pastwiska bedqg zywione
dawkg wzbogacong o zestaw zidt zwiekszajgcych zerno$¢ oraz poprawiajgcych parametry
miesa wotowego. W drugim roku zwierzeta z poszczegdinych grup doswiadczalnych D (1-2) i K
zostang skierowane do uboju kontrolnego w wyznaczonej do tego celu rzezni. Zaktada sie, ze
w okresie prowadzenia badan kontrolnemu ubojowi zostang poddane buhaiki i cieliczki o wa-
dze co najmniej 380-450 kg. Zostang takze pobrane préby z miesnia longissimusdorsi w celu
okreslenia sktadu chemicznego, parametrow jakosci wotowiny, w tym profil kwasdw ttuszczo-
wych i cholesterolu. Pobrane préby miesa zostang zamrozone w celu dalszych analiz.
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Na kazdym etapie produkciji miesa wotowego (od obory do rzezni) analizowane bedqg
zagrozenia mikrobiologiczne warunkujgce bezpieczenstwo zywnosci i wysokg jakos$¢ produktu.
Pobierane préby mikrobiologiczne pochodzi¢ bedq z obory, rzeini, jak i samego miesa
w réznych fazach jego przechowywania.

Syntetyczne oméwienie uzyskanych wynikéw badan

Zgodnie z metodykg zadania, bydto rasy limousine w poszczegdlnych grupach
wiekowych utrzymywano w zblizonych warunkach Srodowiskowych z petnym wykorzystaniem
sezonu pastwiskowego. Wszystkie zwierzeta pochodzg z obdr ze statym dostepem do
okdlnikéw.

W roku sprawozdawczym utworzono pieé grup doswiadczalnych bydta, w ktérych
prowadzono badania: | grupa — mamki (14 szt.), Il grupa - jatdwki 1-2 lata, Il grupa — jatowki
0,5-1 rok, IV grupa - byczki rasy LM, V grupa - byczki rasy ZB.

W okresie sprawozdawczym prowadzono monitoring rozwoju somatycznego zwierzgt
w poszczegdlnych grupach doswiadczalnych. Przed rozpoczeciem kazdego etapu badan
w grupach rutynowo przeprowadzano kontrole masy ciata zwierzgt. W ramach realizacji
| etapu badan (styczen) przez okres 20 dni wszystkie wytypowane do doswiadczenia zwierzeta
zostang poddane okresowi przejsciowemu (okres adaptaciji), a nastepnie zostanie zastoso-
wana mieszanka ziotowa do pasz.

W tym celu opracowano mieszanki, ktére zostang zastosowane w 2019 roku:

A. mieszanka ekstraktow |
- ekstrakt z siemienia Inianego
- ekstrakt z pestek winogron
- ekstrakt z kurkumy
- ekstrakt z arcydziegiela
- ekstrakt z czosnku
- ekstrakt z majeranku

B. mieszanka ekstraktow I
- ekstrakt z gryki
- ekstrakt z cynamonowca
- ekstrakt z pestek grejpfruta
- ekstrakt z pachnotki
- ekstrakt z miety
- ekstrakt z kozieradki

C. mieszanka z udziatem oleju
- olej Iniany
- olej krokoszowy
- olej z ostropestu/wiesiotka/awokado
- wyttok Iniany

W trakcie doswiadczenia w pierwszym roku skierowano do uboju zwierzeta z grupy
poréwnawczej, obejmujgcej rase LM oraz ZB. Dokonano takze dysekciji prawej pdttuszy od
kazdej analizowanej sztuki. Wyniki odniesiono do zgromadzonej juz bazy z dysekcji bydta rasy
LM, ktérej dokonano w okresie przygotowawczym do doswiadczenia.
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Tab. 1. Wyniki dysekcji bydta rasy LM oraz mieszancow

Nriowy |Rasatm | pee |Ocena| P | %o | gt | S | e | borgo | koter
5141783744 50 buh 144,1 44,25 6,85
5185766079 50 buh R- 2 53 264 140 70.8 26,1 3.55
5185766093 50 buh R- 2 56 307 171 86,4 31,55 29
5249552600 50 buh R 1 55 317 175 87.1 26,85 4,5
5249552594 50 buh R- 2 55 295 162 78 24,65 3.95
5249552631 50 buh R 2- 55 298 164 80 23,6 3.9
5249552679 50 buh R 1+ 57 306 174 86,7 25,3 4,15
5414817121 100 buh O+ 1+ 54 582 312 155,6 46,9 7,6
5414817299 100 buh O+ 1+ 56 675 381 191,5 56,5 8.25
56188 100 buh R 3- 55 650 360 181.,8 49,25 6,95
55938 100 buh R- 3- 55 557 305 154,1 45,4 58
44646 100 jal R 3 51 660 339 170,4 46,55 6,75
82206 100 jal O+ 3- 53 634 338 171 47,95 7.9
19306 100 jal R 3- 52 615 321 160.2 46,35 7.15

Tab. 2. Dysekcja topatki oraz 4 wyrebéw wartosciowych

NI krowy JLop..+gol Lop,.+g Qol. Gcl)l’. Rogbrot Rozt,argf A.ntr. An,frl. Rpsf. Ro;‘r,. Po!ed— Pol.
mieso kosci | mieso | koS¢ | mieso kosci mieso | koS€ | mieso | koS€ | wica 1t

5141783744 17,25 6,05 2,7 2,4 7.4 2,2 6,15 1,6 4,45 1.8 3.3 0.2
5185766079 7.35 3.15 2,55 1,15 2 0.85 2,4 1.2 1.5
5185766093 8,75 3.45 29 1.3 2,65 | 095 | 295 1.4 2
5249552600 9,15 4,0 1.8 1,6 4 1,35 2,55 1,25 2,5 1,25 2,1 0.65
5249552594 8.4 3.55 1.5 1.4 3.4 1,25 3.9 1,05 1,75 | 075 | 1,85 0.6
5249552631 8,85 3.6 1,55 | 1,45 3.7 1.1 2,05 1.1 1,35 0.8 1.8 0.7
5249552679 9.7 3.85 1.8 1,45 4,25 1,35 2,55 1,25 | 2,15 1.3 1.9 0.5
5414817121 19 6,55 2,9 2,4 7.4 2,05 7.8 2.4 5.4 2,55 | 3.15
5414817299 22,4 6,9 3.4 2,55 | 10,05 2,3 9.55 2,9 505 | 245 3.8

56188 22,8 6,45 3.5 2,05 7.5 1.7 625 | 2,65 3.5 1,7 3.9 02
55938 17,88 52 2,55 | 2,05 6,5 1,5 6,95 2,2 3 205 | 385 | 085
44646 18,15 545 | 275 2 7.3 1,75 625 | 2,35 3.4 2,25 | 3,45 02
82206 191 59 2,75 2,2 5,95 1.8 52 2,65 3.4 3 3.1 0.3
19306 17,6 555 | 233 1.9 57 1,6 5,65 2,7 3.1 2,4 3,65 | 0,45

Tab. 3. Dysekcja szczegdtowa udzca bydta rasy LM i mieszancéw

NI krowy ngz g ngz d Myszko Liggwo Krzﬁowo Prega Prggo Pre,g,o Ko.éci uda
mieso | mieso mieso mieso mieso brutto mieso kos¢ i gol.

5141783744 6,85 2,45 3.65 10,5

5185766079 | 515 3.95 3.2 1,45 3.2 5,25 3.1 2,15

5185766093 | 6,45 5,15 4,1 1.8 3,55 6,05 3.7 2,35

5249552600 6,8 5,1 4,5 1,95 3.7 6,05 3.9 2,15 6,65

5249552594 6,3 4,65 3.9 1,6 3.6 5,6 3.45 2,15 6,1

5249552631 5,55 4,65 3.9 1,6 3.45 5.4 3.3 2,1 6

5249552679 | 6,15 4,85 3.85 1,65 4,3 5,85 3.7 2,2 6,35

5414817121 11,9 8.65 6,5 2,8 6,6 5,5 2,5 3.15
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5414817299 | 12,95 10,05 7.3 3.95 9.1 5,65 3.4 2,15

56188 12,65 10,45 7.5 3.75 7.95 6 2,8 3.25 9.2
55938 12,15 9.75 3.75 3.2 7.6 5.5 2,9 2,85 8.65
44646 11,7 9.85 6.9 3.95 8.4 5,35 2,7 2,7 9.4
82206 11,75 9.6 7.2 3.6 7.9 5,75 2,9 2.8 10.8
19306 11,95 2.15 7.1 3,556 7.45 5,45 2,55 2.8 9.95

Dodatkowo przeprowadzono analizy fizyko-chemiczne pobranych prébek miesa
w uktadzie: mieso Swieze do 48 godzin, mieso po okresie dojrzewania — 7 dni, mieso po okresie
dojrzewania 14 dni.

Zadanie 04-10-01-11
Szacowanie trendu genetycznego i walidacja wartosci hodowlanych
dla dtugowiecznosci u bydta rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej
Kierownik zadania: prof. dr hab. Andrzej Zarnecki

Badania nad trendami genetycznymi i walidacjg wartosci hodowlanej dla dtugowiecznosci
byty wykonywane w dwdch etapach (lata 2017 i2018).

Udziat w prowadzonej przez INTERBULL miedzynarodowe] ocenie warto$ci hodowlanej
buhajéw wigze sie z koniecznoscig prowadzenia okresowej walidaciji modeli wykorzystywanych
w ocenie. Warto§¢ hodowlana dla rasy polskiej holsztyhsko-fryzyjskiej pod wzgledem
dtugowiecznosci jest szacowana przy uzyciu modelu proporcjonalnego hazardu Weibulla.
W tym przypadku Interbull rekomenduje przeprowadzenie testéw walidacyjnych wg Metody 2,
ktéra analizuje Srednie odchylen rozwigzah (tzw. pseudorekorddw/pseudo-records) dla cérek
buhajéw (Daughter Yield Deviation — DYD).

Ocena wartosci hodowlanej dla rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej pod wzgledem
dlugowiecznosci funkcjonalnej

W Polsce warto$¢ hodowlana dla rasy polskiej holsztyhsko-fryzyjskiej pod wzgledem dtu-
gowiecznosci jest szacowana metodami analizy przezywalnosci.

Dtugowiecznos¢ funkcjonalna jest definiowana jako dtugos¢ zycia produkcyjnego kréw-
coérek buhajéw (LPL) poprawiona na wzgledng 305-dniowqg wydajno$¢ ttuszczu i biatka
w obrebie stada. LPL jest obliczana jako réznica w dniach miedzy datg ubycia kréw wybrako-
wanych (dane ,,nieocenzurowane”) lub ostatniego odnotowanego prébnego udoju dla krdéw
zyjacych (dane ,,ocenzurowane”) a datg pierwszego wycielenia.

Stosowany w ocenie rutynowej model Weibulla (Weibull mixed survival model) uwzgled-
nia state efekty srodowiskowe, takie jak wiek pierwszego ocielenia oraz zmieniajgce sie z cza-
sem (time dependent): numer laktacji, stadium laktacji, wzgledng wydajnos¢ biatka
i ftuszczu w obrebie stada w danym roku i sezonie wycielenia, klasy zmiany wielkosci stada
w kolejnych latach, losowy zmieniajqcy sie w czasie efekt stado-rok-sezon oraz addytywny ge-
netyczny efekt ojca.

Oszacowane wartosci hodowlane buhajéw (uzyskane z modelu rozwigzania dla efektu
ojca okreslajgce relatywne ryzyko brakowania cérek) po zmianie znaku na przeciwny, tak by
mniejsze ryzyko oznaczato wiekszg warto$¢ hodowlang, sg poddawane standaryzacii na sred-
nig 100 i odchylenie standardowe 10, wzgledem bazy przyjete] dla wszystkich ocenianych ru-
tynowo cech. Oszacowane w ramach oceny rutynowej krajowe wartosci hodowlane sq zapi-
sywane w formacie ustalonym przez Interbull i wprowadzane do bazy IDEA, stanowigc pod-
stawe oceny miedzynarodowej MACE.
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Metoda walidacji modelu oceny (Metoda 2 Interbull)

W przypadku stosowania w ocenie wartoéci hodowlanej modelu Weibulla Interbull wy-
maga przeprowadzania testéw walidacyjnych wg tzw. Metody 2, ktéra opiera sie na analizie
tfrenddw czasowych (time trend) w Srednich odchylen rozwigzan dla cérek buhajéw (tzw. Dau-
ghter Yield Deviation — DYD).

Na podstawie uzyskanych z modelu Weibulla rozwigzan dla kréow-cédrek ocenionych
buhajéw (tzw. pseudorekorddw z wagami) oblicza sie wartodci DYD w kolejnych latach

pierwszego wycielenia coérek buhajow wg wzoru:
Nij

preciip * waga;ix
DYD;; = - J

k=1

Wagal-jk

gdzie:

DYDj — warto$¢ DYD i-tego buhaja w j-tym roku pierwszego wycielenia jego coérek,

precik — pseudorekord oraz

wagaix — waga pseudorekordu dla k-tej cérki i-tego buhaja cielgcej sie pierwszy raz w roku j.

W ramach testu walidacyjnego wartosci DYD dla podklas buhagj x rok pierwszego
wycielenia cérek sg analizowane przy uzyciu nastepujgcego modelu liniowego:

DYDj =BULL + b* + €jj
gdzie:
DYD; — warto$¢ DYD i-tego buhaja w j-tym roku pierwszego wycielenia jego corek,
BULL — staty efekt i-tego buhaja,
eij— btad losowy.

Wynik testu walidacyjnego jest pozytywny gdy oszacowanie wspdétczynnika b z powyzszego
modelu spetnia warunek:

|b] <0.01* T
gdzie 9 gjest wariancjg genetyczng badanej cechy.

Walidacja modelu oceny hodowlanych dla dlugowiecznosci u bydta rasy polskiej
holsztynsko-fryzyjskiej

W pierwszym etapie badan zaimplementowano i przetestowano nowq wersje pakietu
uzywanego w rutynowej ocenie warto$ci hodowlanej buhajow Skit vé.1, oszacowano wartosci
hodowlane dla buhajéw oraz pseudorekordy dla ich cérek, opracowano metode i obliczono
odpowiednie wartosci DYD, a nastepnie przeprowadzono test walidacyjny zastosowanego
modelu oceny. Wyniki walidacji zostaty przestane do Interbullu i testowany model oceny
uzyskat akceptacje Interbull.

W zwigzku z koniecznosciq cyklicznej walidacji modelu oceny warto$ci hodowlanej,
wynikajgcej ze zmiany struktury populacji i wystepowania trendu genetycznego, w ramach
drugiego etapu badah stworzono i przetestowano oprogramowanie do automatycznego
wykonywania testu walidacyjnego. Oprogramowanie o, bazujgc na danych i wynikach
z rutynowego szacowania wartosci hodowlane] buhajéw, przeprowadza odpowiedni test
walidacyjny i przygotowuje dane z wynikami testu w postaci gotowej do przestania do
INTERBULL-u.
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|. Szacowanie wartosci hodowlanej buhajéw i pseudorekorddw dla krow-cérek

Dane wyijsciowe, pochodzqgce z systemu kontroli uzytkowosci SYMLEK (udostepnione do
oceny rutynowej w sezonie 2016/3), obejmowaty informacje o wydajnosciach mleka, biatka,
ttuszczu, date i miejsce (obora) préobnych udojow, date i przyczyne brakowania krowy oraz
dane identyfikacyjne i rodowodowe zwierzgt. Dane te zostaty poddane korekcie oraz
wstepnej edyciji majgcej na celu poprawienie struktury. Otrzymany w wyniku zbidr obejmowat
2 297 141 kréw, cielgcych sie pierwszy raz w latach od 1995 do 2016 w 21 731 oborach,
bedgcych cérkami 13 165 buhajéw. Liczba buhajow z uwzglednieniem rodowoddw wyniosta
13863. Dtugos¢ zycia produkcyjnego krow coérek buhajow (LPL) przedstawiono w Tab. 1.

Tab. 1. Charakterystyka zbioru do szacowania wartosci hodowlanych (LPL - diugosé zycia
produkcyjnego kréw w dniach)

. i LPL (dni)
Liczba krow - - -
Srednia min max
Dane ocenzurowane 1053 329 961.96 1 7515
Dane nieocenzurowane (wybrakowane) 1243812 1123.68 1 6089

W rutynowej ocenie wartosci hodowlanej stosuje sie pakiet oprogramowania Survival Kit
w wersji 3. W ramach zadania zaimplementowano nowqg wersje pakietu 1j. SKit vé.1, ktéra
oprécz wartosci hodowlanej buhajéw umozliwia uzyskanie rozwigzan (tzw. pseudorekordy
i wagi) dla kréw coérek buhajow, ktére sg podstawg do wyznaczenia Srednich odchylen
rozwigzan dla coérek buhajow (DYD). Implementacja tej wersji pakietu wymusita niewielkg
zmiane modelu (stado zdefiniowano jako efekt niezalezny od czasu). Skutki tej zmiany zbadano
porownujgc  wartosci  hodowlane (WH) buhagjdw oszacowane za pomocqg tak
zmodyfikowanego modelu z oszacowaniami uzyskanymi za pomocqg modelu rutynowego
(WHrut).

Tab. 2 przedstawia parametry rozktadu Weibull’a, parametr rozktadu efektu losowego
hys, jakie uzyskano szacujgc wartosci hodowlane uzyskane po zastosowaniu nowej wersji
pakietu Skif 6.1.

Tab. 2. Parametry rozktadu Weibull'a oraz parametr rozktadu efektu losowego hys

Oszacowania

parametry rozktadu Weibull'a

o 2,33
by 0.007
y dla efektu losowego hys 2,15

Liczba buhajéw ocenionych wyniosta 13 863, w tym 13 165 buhajow z cérkami w 21 731
oborach. Charakterystyke oszacowan warto$ci hodowlanych (WH) przedstawia Tab. 3.

Tab. 3. Charakterystyka oszacowan wartosci hodowlanych (WH) buhajéw

Liczba buhajow Srednia SD min  max
WH 13 863 97.55 9.96 55 172
powtarzalnose 0.60 0.24 0 0.99
liczba wybrakowanych cérek 89.72 315.0 0 9982
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Uzyskane wartosci hodowlane (WH) sg zgodne z oszacowaniami uzyskanymi dla tych
samych danych wg modelu z oceny rutynowej (WHrut). Wspdtczynnik korelacji WH z WHrut
wynosit 0.99. W trakcie szacowania wartoéci hodowlanej buhajow przy uzyciu pakietu Skit 6.1
uzyskano rozwigzania (pseudorekordy i ich wagi) dla 2297 141 kréw-cérek ocenionych
buhajéw.

ll. Obliczanie DYD i walidacja

Wykorzystujgc oszacowania pseudorekordéw dla kréw obliczono wartosci DYD
w podklasach buhaj x rok pierwszego wycielenia corek. W tak uzyskanym zbiorze z wartosciami
DYD dokonano eliminacji wg wymagan INTERBULL dla procedury walidacyjnej (TrendTest),
1. pozostawiono dane dla 6159 buhajow urodzonych w latach 1986 — 2012 i posiadajgcych
minimum 20 cérek, w co najmniej 10 stadach. Zbiér ten uzupetniono dodatkowymi
informacjami wynikajgcymi z formatu plikdw wymaganych przez Interbull (file300, file302)
obejmujgcymi m.in.: liczbe cdérek w poszczegdlnych latach wycielenia, a takze oszacowang
warto$¢ hodowlang buhaja, powtarzalnosé¢ oceny, ogding liczbe coérek buhaja, liczbe cérek
wybrakowanych oraz liczbe stad. Dokonano dodatkowej edycji pozostawiajgc lata
pierwszego wycielenia coérek buhajéw wtedy, gdy liczba cérek cielgcych sie w danym roku
wynosita co najmniej 10 oraz pozostawiajgc buhaje z cérkami w co najmniej 2 latach
pierwszego wycielenia. Kohcowy zbidr przeznaczony do przeprowadzenia walidaciji dotyczyt
5893 buhajéw urodzonych w latach 1990 — 2012 (Tab. 4).

Tab. 4. Charakterystyka DYD w podklasach buhaj x rok pierwszego wycielenia cérek dla 5893 buhajéow
urodzonych w latach 1990 - 2012

N Srednia SD min max
DYD 19328 0.13 17.6 -1003.7 1907.3

Test przeprowadzono korzystajgc z udostepnianego przez Interbull programu
trendtest2.py. Uzyskane oszacowanie wspdtczynnika b wyniosto 0.017 i byto mniejsze niz 0.01
wariancji genetycznej, ktéra wyniosta 13.3. To oznacza ze badany model oceny spetnia
warunki festu walidacyjnego.

Wyniki testu zostaty spakowane programem ttzip.py i wystane do Interbull, ktéry
zaakceptowat przeprowadzong walidacje modelu.

lll. Oprogramowanie do automatycznej walidacji modelu wykorzystywanego w rutynowej
ocenie wartosci hodowlanej buhajéw dla dtugowiecznosci

Oprogramowanie zostato napisane dla platformy Linux i zaimplementowane na serwerze
srvgeno01 w Instytucie Zootechniki PIB, na ktérym prowadzona jest rutynowa ocena wartosci
hodowlane;.

. Testowanie oprogramowania na danych w tfrakcie oceny rutynowej w sezonie 2018/3.

Dane wyjsciowe do rutynowe] oceny wartosci hodowlanej dla dtugowiecznosci
w sezonie 2018/3, obejmowaty 2 619 106 kréw, cielgcych sie pierwszy raz w latach od 1995 do
2018, bedqgcych cérkami 14 790 buhajéw. Liczba buhajéw ocenionych wyniosta 15 581, w tym
14 790 buhajéw z cérkami.

Tab. 5. Charakterystyka DYD w podklasach buhaj x rok pierwszego wycielenia cérek dla 6017 buhajow
urodzonych w latach 1990 - 2013

N Srednia SD min max
DYD 20133 0.011 18.8 -2152.56 1112.18
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Uzyskane oszacowanie wspotczynnika regresji b wyniosto 0.077, co stanowi 0.0059 (czyli
mniej niz 0.01) wariancji genetycznej wynoszgcej 13.068. To oznacza pozytywny wynik testu
walidacyjnego dla badanego modelu oceny.

¢ Testowanie oprogramowania na danych z sezonu 2016/3

Przetestowano oprogramowanie na danych na ktérych prowadzono walidacje modelu
w sezonie 2016/3. Stwierdzono zgodno$¢ co do liczebnosdci zbiordw posdrednich, jak
i kohcowego wyniku testu walidacyjnego.

Przeprowadzone festy i przygotowane oprogramowanie umozliwi przeprowadzenie
obowigzkowych walidacji dla dtugowiecznosci w roku 2019 i kolejnych wynikajgcych
z kalendarza testdw ustalonego przez INTERBULL.

Zadanie 04-10-02-11
Analiza zaleznosci miedzy cechami pokroju a przebiegiem porodu
u kréw rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-biatej
Kierownik zadania: mgr Magdalena Jakiel

Celem przeprowadzonych badah byto oszacowanie korelacji genetycznych miedzy
przebiegiem porodu a takimi cechami pokroju, jak: wysokos¢ w krzyzu, gtebokos$é tutowia,
szeroko$¢ klatki piersiowej, szerokos¢ zadu, ustawienie zadu, postawa ndg tylnych — widok
z boku, wiezadto srodkowe i charakter mleczny.

Zgromadzono  materiat  obejmujgcy dane dotyczgce przebiegu porodu,
okotoporodowej $miertelnosci cielgt i wybranych cech pokroju kréw rasy polskiej holsztyrisko-
fryzyjskiej odmiany czarno-biatej. Dane do badan pochodzity z systemu SYMLEK, nalezgcego
do Polskiej Federacji Hodowcéw Bydta i Producentéw Mieka (PFHBIPM).

Do analizy wybrano 914 553 kréw-pierwiastek z ocenionym przebiegiem porodu
(przebieg porodu i okotoporodowa $miertelnos¢ cielgt) oraz ocenionych pod kgtem pokroju,
1]. takich cech, jak: wysokos$¢ w krzyzu, gtebokos¢ tutowia, szerokose klatki piersiowej, szerokose
zadu, ustawienie zadu, postawa ndg tylnych — widok z boku, wiezadto srodkowe wymienia
i charakter mleczny.

Przebieg porodu sklasyfikowano jako: 1) samodzielny; 2) tatwy; 3) trudny, tzn. uzycie
Zznacznie wiekszej sity niz normalnie; 4) ciezki, tzn. zabieg chirurgiczny, uszkodzenie krowy lub
cielecia, embriotomia, cesarskie ciecie. Cieleta sklasyfikowano jako zywe lub martwe (ciele
urodzito sie martwe lub jego Smieré nastgpita w ciggu 24 godzin po porodzie).

Cechy pokroju, z wyjgtkiem pomiaru wysokosci w krzyzu, sg oceniane w skali punktowej
pomiedzy ekstremami biologicznymi w skali od 1 do 9. Wysokos¢ w krzyzu podawana jest
w centymetrach. W Tab. 1 podano zakresy oceny i warto$ci optymalne liniowych cech pokroju
uwzglednionych w badaniach, a w Tab. 2. charakterystyke wybranych cech pokroju.

Tab. 1. Wartosci optymalne i zakres oceny liniowych cech pokroju kréw rasy polskiej
holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-biatej

ZLakres oceny

Cechy pokroju Wurtoéc;:pcl»(rt)t)ymulnq (pkt.)

’ 1 9
Gtebokos¢ tutowia 6,5 ptytki wagski
Szerokos¢ klatki piersiowej 6,0 waska szeroka
Szeroko$¢ zadu 6,5 wagski szeroki
Ustawienie zadu 5,0 uniesiony spadzisty
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Postawa nég tylnych — widok z boku 5,0 pionowa podsiebna
Wiezadto srodkowe 9.0 stabe mocne
Charakter mleczny 7.5 ordynarny szlachetny

Tab. 2. Charakterystyka cech pokroju 914 553 krow

Cechy pokroju $rednia sD"
Wysokos$¢ w krzyzu 142,06 5,28
Gtebokosé tutowia 6,17 1,18
Szerokos¢ klatki piersiowej 5,40 1,22
Szeroko$¢ zadu 5,18 1,15
Ustawienie zadu 5,53 1,22
Postawa nég tylnych — widok z boku 5,45 1,03
Wiezadto srodkowe 5,82 1,40
Charakter mleczny 6,02 1.15

1) SD - odchylenie standardowe

Wybrano krowy-pierwiastki rasy polskiej holsztyrsko-fryzyjskiej odmiany czarno-biatej
cielgce sie w latach 2006-2017, w wieku od 18 do 48 miesiecy i utworzono zbidr ztozony
Z 405 162 kréw.

W celu oszacowania korelacji genetycznych pomiedzy przebiegiem porodu
i okotoporodowq S$miertelnosciq cielgt a cechami pokroju utworzono zbidr spetniajgcy
nastepujgce warunki:

e buhaj ma minimum 10 cérek,
e liczebnos¢ klasy stado-rok-sezon: minimum 3,
e liczebnosc¢ klasy stado-rok-sezon-klasyfikator: minimum 3.

Nastepnie, ze wzgledu na ograniczone mozliwosci obliczeniowe, wylosowano
10% ojcow uzyskujac zbidr z danymi o 19 450 krowach.

Komponenty (ko)wariancji oszacowano metodg najwiekszej wiarogodnosci (REML),
stosujgc wielocechowy model zwierzecia z efektem matczynym i bez efektu matczynego.
Oba modele przebadano na tych samych danych. Do obliczeh uzyto program airemlf90.

Dla przebiegu porodu oraz $miertelnosci okotoporodowej cielgt w modelu uwzgledniono
nastepujgce state efekty: stado-rok-sezon (3152 poziomy), wiek wycielenia (w miesigcach,
30 poziomdw), ptec cielecia (2 poziomy). W modelu dla cech pokroju uwzgledniono regresje
liniowqg na wiek wycielenia oraz state efekty stado-rok-sezon-klasyfikator (3077 poziomdw) i fazy
laktaciji (19 poziomdw).

W Tab. 3. i 4. podano charakterystyke przebiegu porodu i okotoporodowej $miertelnosci
cielgt, a w Tab. 5. przedstawiono charakterystyke wybranych cech pokroju.

Tab. 3. Charakterystyka przebiegu porodu 19 450 kréw

Przebieg porodu Liczba krow

N %
Samodzielny 5245 26,97
tatwy 13 000 66,84
Trudny 1161 5,97
Ciezki 44 0,23

61



Dziatalnosé naukowo-badawcza realizowana w Zaktadach Naukowych

Tab. 4. Charakterystyka $miertelnosci okotoporodowej cielgt

Liczba kréw

$miertelnosé

N Yo
ywe 18 164 93,39
Martwe 1286 6,61

Tab. 5. Charakterystyka wybranych cech pokroju 19 450 kréw

Cechy pokroju $rednia sDY
Wysokos$¢ w krzyzu 145,01 3,99
Gtebokos¢ tutowia 6,08 1,16
Szerokos$¢ klatki piersiowej 5,54 1,15
Szeroko$¢ zadu 5,12 1,12
Ustawienie zadu 5,56 1,19
Postawa ndg tylnych — widok z boku 5,44 1,06
Wiezadto srodkowe 5,78 1,43
Charakter mleczny 5,99 1,10

1) SD - odchylenie standardowe

Na Wykr. 1. zaprezentowano wartosci wspdtczynnikdw korelacji genetycznej miedzy
przebiegiem porodu i okotoporodowq Smiertelnosciqg cielgt a cechami pokroju oszacowanymi
na podstawie modelu bez efektu matczynego. Wspdtczynniki korelacji genetycznej miedzy
przebiegiem porodu i cechami pokroju byty niskie i wahaty sie od 0,005 do 0,206 (wartosci
bezwzgledne). Najnizsze wspdtczynniki korelacji oszacowano miedzy przebiegiem porodu
i charakterem mlecznym (0,005) oraz postawg ndg tylnych — widok z boku (0,007). Najwyzsze
wspodtczynniki korelacii oszacowano miedzy przebiegiem porodu i gtebokosciq tutowia (0,206)
oraz wiezadtem $rodkowym (-0,116). Przebieg porodu jest ujemnie skorelowany nie tylko
z wiezadtem srodkowym (-0,116), ale rowniez z wysokoscig w krzyzu (-0,024).

Wykr. 2. przedstawia wspdtczynniki korelacji genetyczne] miedzy Smiertelnoscig
okotoporodowq cielgt i wybranymi cechami pokroju. Oszacowane wspdtczynniki korelacii
genetycznej byty niskie i wahaty sie od 0,026 do 0,207 (wartosci bezwzgledne). Najnizszg
korelacje genetyczng oszacowano miedzy $miertelnosciq okotoporodowq cielgt i szerokoscig
zadu (0,026) a najwyzszg, ale ujemng miedzy S$miertelnosciq okotoporodowqg cielgt
i wiezadtem srodkowym (-0,207). Smiertelnos¢ okotoporodowa cielgt jest ujemnie skorelowana
jeszcze z trzema innymi cechami pokroju: wysokos$cig w krzyzu (-0,074), szerokosciq klatki
piersiowej (-0,047), ustawieniem zadu (-0,098), przy czym wymienione wspdtczynniki korelacji sg
bliskie zeru.

Zdecydowano nie opisywac wynikdw uzyskanych za pomocg modelu zwierzecia
z efektem matczynym, poniewaz odbiegaty one od wynikdw prezentowanych
w pismiennictwie i wymagajg dalszej wnikliwej analizy.

Podsumowuijgc, wszystkie wspdtczynniki korelacji genetycznej miedzy przebiegiem
porodu i okotoporodowqg $miertelnosciq cielgt a wybranymi cechami pokroju byty niskie.
Stwierdzono dodatnig zalezno$¢ genetyczng miedzy przebiegiem porodu a gtebokoscig
tutowia i szerokoscig zadu oraz ujiemng zalezno$¢ genetyczng miedzy wiezadtem srodkowym
a obiema cechami zwigzanymi z przebiegiem porodu.
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Zadanie 04-10-03-11
Wptyw ekstraktow ziotowych i bakterii probiotycznych
na przyrost masy ciata oraz status zdrowotny cielgt
Kierownik zadania: dr inz. Iwona Radkowska

Celem redlizowanego zadania byto okreslenie wptywu autorskiej mieszanki zawierajgcej eks-
trakty ziotowe na kondycje, odpornos¢ oraz przyrosty masy ciata cielgt.

Doé$wiadczenie prowadzone byto na cieletach rasy holsztyno-fryzyjskiej w wieku od 1. do
60. dnia zycia. Cieletom podawany jest preparat mlekozastepczy w stacji odpajania do
60. dnia zycia. Dobdr cielgt do doswiadczenia dokonywany jest po uprzednim okresleniu ilosci
IgG w siarze przy uzyciu colostrometru. Do doswiadczenia wybierano cieleta od kréw, u ktérych
zawartos$¢ IgG ksztattowata sie na poziomie 50-80 g na litr, co pozwolito na uzyskanie ujednoli-
conego pod wzgledem odpornosci i mozliwosci adaptacji materiatu doswiadczalnego.

Uktad doswiadczenia obejmowat trzy grupy doswiadczalne:

e Grupa |l -grupa kontrolna
e Grupa ll - grupa cielgt ofrzymujgca preparat probiotyczny
e Grupa lll = grupa cielgt otrzymujgca mieszanke ekstraktdw ziotowych

W trakcie badan cieleta grupy Il otrzymywaty preparat zawierajgcy bakterie
probiotyczne. Podawanie preparatu rozpoczeto w 2. dobie zycia i frwato ono do 60. dnia
zycia. Preparat podawany byt w dwdch dawkach po 20 ml. Cieleta grupy lll otrzymywaty od
2. dnia po urodzeniu autorskg mieszanke ekstraktow ziotowych, majgcg korzystnie wptyngé na
kondycje, odporno$¢ oraz przyrosty masy ciata. W sktad mieszanki wchodzity ekstrakty:
z czosnku, oregano, rozmarynu, kopru, jezéwki oraz pokrzywy. Dawka terapeutyczna dobrana
zostata na podstawie wytycznych farmakopearnych w przeliczeniu na kg masy ciata cielecia.
Do 30. dnia zycia cieleta grupy lll otrzymywaty dziennie 1 g mieszanki ziotowej, natomiast od
30. do 60. dnia 2 g podzielone na dwie dawkipo 1 g.

Podczas doswiadczenia prowadzono codzienne obserwacje zdrowotnosci cielgt. Po-
brang krew cielgt poddano petnej analizie morfologicznej z rozmazem oraz oznaczeniu po-
ziomu immunoglobulin w osoczu (klas IgG, IgA oraz IgM). W celu wykrycia obecnosci drobno-
ustrojow patogennych w 7., 30. i 60. dniu po urodzeniu pobierany byt od cielgt kat. Na pobra-
nym materiale wykonano oznaczenia mikrobiologiczne i parazytologiczne.

Dokonywano pomiardw masy ciata cielgt, w poréwnaniu do kontroli w grupie I stwier-
dzono wyzsze przyrosty masy ciata o 24%, natomiast w grupie Il o 30% (Tab. 1).

Wskazniki morfologiczne krwi miescity sie w granicach norm referencyjnych, przekrocze-
nie zaobserwowano tylko w przypadku poziomu leukocytdw w grupie | w 30. dniu zycia. Najko-
rzystniejszy poziom erytrocytdéw i zawartos¢ hemoglobiny stwierdzono pod koniec badah
w grupie lll. Najwiecej bakterii w kale stwierdzono w pierwszym miesigcu zycia co potwierdza,
iz jest to newralgiczny okres w odchowie cielgt. Zastosowane probiotyki oraz mieszanka ziotowa
w wiekszosci przypadkdw przyniosta zadowalajgce efekty.

Przeprowadzone badania wykazaty korzystny wptyw stosowania bakterii probiotycznych
i ekstraktéw ziotowych na przyrosty masy ciata cielgt, morfologie krwi oraz ograniczenie wyste-
powania niektérych szczepdw bakterii i wystepowania parazytéw.
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Tab. 1. $rednie dobowe przyrosty masy ciata cielgt w okresie 60 dni (g)

Grupa Grupal | Grupalll Grupallll
Srednie dzienne przyrosty 410 533 508
masy ciata (g)
Tab. 2. Morfologia krwi
Grupa | Grupal ll Grupallll
Morfologia do7. | w30.| wé0. [do7.|w30. | wé0. [do7. | w30. | wéO.
dnia dniv dniu dnia | dniv | dniv | dnia dniv dniu
Leukocyty (G/l) 10,65 | 13,18 9,57 11,30 | 10,43 | 11,40 | 10,25 9.2 11,76
Erytrocyty (T/1) 7,04 7.39 8,22 7.59 7,90 8,52 6,63 7,82 8.75
Hemoglobina 5,98 5,55 6,15 6,77 | 6,00 6,40 5,70 586 6,70
(mmol/l)
Hematokryt (I/1) 0,28 0,27 0.29 032 | 029 0,30 0,27 0,28 0.31
MCV (fl) 40 36,33 35,50 41,67 | 36,17 | 3532 | 40,77 35.8 35.80
MCH (fmol) 0.85 0,76 0.75 088 | 076 0.75 0.86 0,752 0.77
MCHC (mmol/I) 21,23 | 20,82 21,17 21,12 | 2092 | 21,32 | 20,98 | 21,02 21,50
RDW (%) 16,75 | 10,83 15,33 1543 | 1583 | 1508 | 1587 16 44,00
Ptytki krwi (G/I) 553,25 | 525,17 | 507,33 |587,00| 472,50 | 509,33 | 593,00 | 475 394,40
MPV (fl) 5,00 5,00 5,20 500 | 5,00 5,00 5,00 5.4 5,40
Rozmaz manualny wg Schillinga:
Kwasochtonne (%) 1 1 2 1 2 2 1 5 1
Pateczkowate (%) 1 1 1 1 1 1 3 1 1
Segmentowane (%) 40 44 16 56 34 32 46 22 35
Limfocyty (%) 56 52 77 40 61 63 48 70 61
Monocyty (%) 1 1 1 1 1 1 1 1
Zasadochtonne (%) 1 1 1 1 1 1 1 1
Tab. 3. Badania mikrobiologiczne katu
Grupa Czas pobrania Bak,ter.le Salmonella | Shigella | E.coli | Gronkowce Clost.ndlum
ogolnie perfringens
Grupa | 7. dzieh zycia | 284344000 0 1243467 | 4393500 81767 134600
30. dzien zycia | 12556667 17 187608 88000 242661 525
60. dzieh zycia | 8221667 167 63575 6392 81433 1778
Grupa ll 7. dzieh zycia | 112900000 0 505570 | 2190445 43256 212145
30. dzien zycia | 70250000 0 837800 | 271020 115800 1500
60. dzieh zycia | 31135714 14 171944 67193 17486 1427
Grupa lll | 7. dzieh zycia | 197054667 0 1968667 | 1606400 79853 649120
30. dzien zycia | 22094000 0 213375 | 1220000 19488 1808
60. dzieh zycia | 35658000 0 65800 7000 51515 1804
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Tab. 4. Badania parazytologiczne katu

Grupa Czas pobrania Eimeria sp. [OPG] Strongylida [EPG] | Cryptosporidium sp. [+ / -]
Grupa | 7. dzien zycia 0 0 -
30. dzieh zycia 0 0 -
60. dzieh zycia 30 3 -
Grupa ll 7. dzien zycia 30 7 -
30. dzieh zycia 4 0 -
60. dzien zycia 10 7 -
Grupa lll 7. dzien zycia 20 0 -
30. dzieh zycia 15 0 -
60. dzieh zycia 10 3 -

Zaktad Hodowli Trzody Chlewnej
Kierownik: dr hab. Mirostaw Tyra, prof. IZ PIB

Zadanie 01-11-01-21
Poszukiwanie genetycznych mechanizméw zmiennosci u wysokoprodukcyjnych ras swin
w zakresie cech uzytkowych metodqg RNA-SEQ
Kierownik zadania: dr hab. Mirostaw Tyra, prof. IZ PIB

Celem zadania jest poszukiwanie genetycznych mechanizmdw warunkowania zmiennosci
w zakresie cech uzytkowych metodg RNA-seq u $win oraz ocena mozliwosci ich wykorzystania
w praktyce hodowlane;.

Zastosowana metoda oraz analizy statystyczne dadzqg aktualnie najoardziej obiektywny
obraz genetycznych mechanizmdw warunkowania zmiennosci w obrebie analizowanych
cech. Wytypowane tq drogq grupy gendw poddane zostang walidacji oraz analizie asocjacii,
co da odpowiedz, czy geny te bedzie mozna uzna¢ za markery wazne z hodowlanego
i gospodarczego punktu widzenia. Realizacja tej tematyki badawczej pozwala takze na po-
znanie puli genowej odpowiedzialnej za warunkowanie zmiennosci krajowej populacii swin.
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Planowane efekty naukowe i praktyczne:

e zastosowanie metody RNA-seq oraz przeprowadzone analizy statystyczne dadzg
aktualnie najbardziej obiektywny obraz genetycznych mechanizmdw warunkowania
zmiennosci w obrebie analizowanych cech,

e umozliwienie pomiaru ekspresji gendw w skali catego genomu, w tym doktadne okreslenie
poziomu transkryptu gendw ulegajgcych niskiej ekspresji,

e uzyskanie przewagi w stosunku do techniki mikromacierzy cDNA poprzez wykrywanie
nowych franskryptéw lub izoform oraz detekcja nowych mutacji w sekwencjach
kodujgcych,

e analiza sumarycznego odziatywania catego spekitrum gendw na dang uzytkowosé
(bardziej obiektywna niz dotychczasowe analizy wptywu pojedynczych gendw),

e poznanie puli genowej odpowiedzialnej za zmiennos¢ krajowej populacji Swin w zakresie
analizowanych cech (waznych z ekonomicznego, jok i konsumenckiego punktu
widzenia).

Zastosowanie nowej metody analitycznej (RNA-seq) umozliwi najoardziej obiektywne po-
znanie genetycznych podstaw warunkujgcych wybrane cechy uzytkowe i moze postuzyé do
opracowania nowoczesnych metod hodowlanych. Wykorzystanie tego narzedzia
w nowoczesnej hodowli to bardziej efektywny dobdr osobnikéw do kojarzer oparty na marke-
rach genetycznych, znacznie przyspieszajgcy postep hodowlany w tym zakresie. To takze no-
woczesne narzedzie hodowlane w reku Polskiego Zwigzku Hodowcdw i Producentdw Trzody
Chlewnej ,,POLSUS", dajgce mozliwosci kreowania kierunkdw hodowlanych krajowej populacii
zarodowej trzody chlewne.

Syntetyczne omoéwienie uzyskanych wynikéw badan w etapie

Badania wykonano na materiale pochodzgcym ze Stacji Kontroli Uzytkowosci Rzeznej
Trzody Chlewnej (SKURTCh). Materiat do badan stanowity loszki ras wbp, pbz. Zwierzeta
utrzymywane byty w kojcach indywidualnych. Zywienie odbywato sie w systemie ad libitum
drobno granulowang mieszankg o znanym i statym sktadzie zadawang z automatow. llos¢
pobieranej paszy byta Scisle kontrolowana. Pozostate warunki utrzymania i postepowania ze
zwierzetami byty zgodne z dotychczasowg metodykg oceny w stacjach kontroli. W okresie
sprawozdawczym przekontrolowano 150 osobnikdw wyzej wymienionych ras (64 szt. wbp
i 86 szt. pbz). tgcznie, dla tych dwdch ras w ciggu dwodch lat prowadzenia do$wiadczenia
posiadamy w bazie 572 osobniki (190 szt. wbp i 382 szt. pbz). Dla cate] grupy zwierzat
skompletowano dane uzyskiwane w czasie tfuczu kontrolnego i dysekcji i byty to nastepujace
wskazniki:

Dane z tuczu: przyrost dzienny w tescie (od 30 kg do 100 kg), zuzycie paszy w czasie testu (kg), zuzycie

paszy na kilogram przyrostu (kg), dzienne pobranie paszy (kg), wiek w dniu uboju (dni), ilos¢ dni tuczu
kontrolnego od 30 do 100 kg (dni).

Variable Mean S5td Dev Std Err Var Minimum Maximum

882.43 118.52 3.93 13.37 547.0 1375.0

573.14 18.32 2.53 13.63 42%.0 82.0

2.72 0.277 0.013 8.39 1.41 4.44

)2 2.33 0.272 0.010 11,87 1.04 3.81
WIEKUB 171.56 21.23 0.742 12.41 118.00 237.00
DNITUCZU 81.34 10,12 0.3686 12.44 52.00 131,00
PASZOG 183.11 .17 0.778 12.1 100.0 319.50
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Dane z dysekcji (cechy umiesnienia): wydajnos¢ rzezna (%), masa poledwicy (kg), masa szynki zadniej
(kg), masa szynki wtasciwej (kg), grubo$¢ miesnia najdtuzszego grzbietu (cm), szeroko$¢ oka poledwicy
(cm), wysokosé¢ oka poledwicy (cm), powierzchnia oka poledwicy po planimetrowaniu obrysu (cm?), pro-
cent miesa w wyrebach podstawowych (%), procent miesa w tuszy (%), masy miesa wyrebdw podstawo-
wych (kg), srednia grubo$¢ stoniny z 5 pomiaréw (cm).

Varz Mean Std Dev Std Er: Variation Minimum Maximiim
X1 103.51 2.412 0.103 94.00 120.0
X3 77.02 2.113 0,101 2.74 71,00 B85.5
X9 7.59 0.721 0.022 9.45 5.68 10,62
X1l 6.25 0.653 0,026 10.44 4.00 B.OE
X1l8 9.42 0.634 0.023 7.73 7.1E 11.78
X2 1.36 0.343 0.013 25.22 0.34 2.98
xX27 55.45 7.87 0,256 14.1% 38.30 25.00
3 61.58 634 0,12¢ 91 50.41( 16.2
NWE §.45 1.734 089 ! 1 B{ 29.9

Licznie zgromadzony materiat odnosnie rasy pbz pozwolit na wytypowanie grup zwierzat
zréznicowanych pod wzgledem nastepujgcych uzytkowosci: Sredniej grubosci stoniny
z 5 pomiaréw, masy poledwicy bez stoniny i skéry oraz zuzycia paszy na kilogram przyrostu.
Cechy te powigzane byty z gromadzonym materiatem biologicznym (odpowiednio ttuszczem
podskdrnym, probkami miesnia najdtuzszego grzbietu, podwzgdrzem), ktéry poddany zostat
analizom genetycznym. W ramach tych analiz dokonano izolacji RNA i jego oceny iloSciowej
i jakosciowej. Nastepnie przygotowano biblioteki cDNA i miRNA, ktére takze zostaty poddane
ocenie ilosciowej i jakosciowe].

W roku sprawozdawczym 2018 wszystkie przewidziane w metodyce prébki (probki mie-
Snia najdtuzszego grzbietu — longissimus lumborum, ttuszczu okrywowego oraz przysadki), po-
chodzqgce od $win rasy pbz zostaty zsekwencjonowane metodqg NGS — RNA-seq, a otrzymane
wyniki przeanalizowano bioinformatycznie.

Iwierzeta do badan zostaty wybrane z wiekszej populacji (382 szt.) w celu uzyskania naj-
bardziej skrajnych fenotypowo grup pod wzgledem tych cech (Tab. powyzej). Sekwencjono-
wanie RNA przeprowadzono w 81 jednokrotnych cyklach na platformie HiScanSQ (lllumina).

Po reakcji sekwencjonowania typu NGS prébki poddano analizie bioinformatycznej
witqczajgec analize jakosci i ilosci uzyskanych surowych danych oraz poréwnania profilu
ekspresji gendw pomiedzy grupami w celu wytypowania gendw o réznicowej ekspresji (DEGs).
Geny o ekspresji roznicowej wytypowano za pomocg oprogramowania Deseg2 w oparciu
o genom referencyjny $wini domowej zamieszczony w bazie Ensembl (Sus Scrofa v.11.1).
Mapowanie do genomu referencyjnego potwierdzito wysokqg specyficznos¢ metody. Okoto
90-95% uzyskanych sekwencji zostato zmapowane do genomu referencyjnego.

Analiza réznicowej ekspresji pod kgtem wykorzystania paszy - przysadka

Andaliza gtédwnych sktadowych PCA (ang. principal component analysis, PCA) wykonana
dla zsekwencjonowanych probek przysadki potwierdzita, ze probki wytypowane w oparciu
o parametr — wykorzystanie paszy na kilogram przyrostu — stanowity dwie jednolite grupy
oddalone od siebie pod wzgledem profilu transkryptomicznego (Fig. 1).
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Fig. 1. Analiza PCA dla transkryptomu przysadki: $winie o wysokim (niebieskie punkty) i niskim
(czerwone punkty) wykorzystaniu paszy (zuzycie paszy na kilogram przyrostu kg/kg)

o

Zastosowanie metody RNA-seq pozwolito na identyfikacje 130 gendw o réznicowej eks-
presji (DEGs) miedzy grupami $win o réznym poziomie wykorzystania paszy (p adj<0,05). Po-
wyzszg grupe gendw wykorzystano jako dane wejsciowe do analizy szZlakdw molekularnych
oraz procesdw biologicznych, wykonang przy uzyciu oprogramowani STRING, KEGG, PANTHER
oraz DAVID. Andliza wykazata, ze az 37 zidentyfikowanych gendw zaangazowane jest
w procesy komorkowe (ang. cellular proces; SP7; ELOVL2; SOX2; ELOVL2; PKP2; BMP7; GAB1).
Drugq najliczniejsza grupe stanowity geny zwigzane z regulacjq procesdéw metabolicznych
(23 geny — SP7; ABCA9; CYP46A1; NOX3; MAP3K20; CHDH) (Fig. 3). Wykazano, ze geny
o réznicowej ekspresji najliczniej reprezentowaty szlaki sygnatowe zwigzane z metabolizmmem,
przewodnictwem impulsdw poprzez synapsy oraz réznicowaniem i wzrostem komadrek (Hippo
signaling pathway oraz EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance).
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Fig. 2. Zidentyfikowane geny o rdinicowej ekspresji pomiedzy wytypowanymi grupami $win
(oprogramowanie - STRING: functional protein association networks, genom referencyjny Sus Scrofa 10.2)
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Na podstawie analizy petnionej funkcji biologicznej oraz zaangazowania w szlaki
molekularne wybrano geny kandydujgce jaoko potencjalnie zwigzane z pobieraniem
i wykorzystywaniem paszy:

1. PIK3R1 (PI3-Kinase Subunit P85-Alpha) — gen zwigzany z regulacjg pobierania pokarmu oraz
sekrecjg leptyny; prawdopodobnie gen ten odgrywa kluczowq role w opornosci na
leptyne.

2. GABI1 (GRB2- Associated Binding Protein 1) — gen regulujgcy aktywnos¢ receptora insulin
(INSR).

3. SOX2 (transcription factor SOX-2) — biatkowy produkt fego genu jest niezbedny do
utrzymania komérek macierzystych w o$rodkowym uktadzie nerwowym, a takze reguluje
ekspresje gendw w zotgdku.

4. SYT11 (synaptotagmin 11) — gen odpowiadajgcy za regulacje zaleznego od wapnia
fransportu btonowego w transmisji synaptycznej.

5. NTS (neurotensin) — gen koduje wspdlny prekursor dla dwdch peptyddw, neuromedyny N
i neurotensyny. Neurotensyna jest wydzielanym tridekapeptydem, ktéry jest szeroko
rozpowszechniony w catym osrodkowym uktadzie nerwowym i moze dziata¢ jako
neuroprzekaznik lub neuromodulator. Moze by¢ zaangazowany w procesy zwigzane
Z wahaniami poziomu dopaminy, w utrzymanie struktury i funkcji jelit oraz w regulacije
metabolizmu ttuszczéw.

Uzyskane wyniki pozwolity na identyfikacije gendw, ktére mogq by< zwigzane
z efektywnosciq wykorzystania paszy. Geny te w kolejnym etapie zostang poddane analizie
asocjacji z cechami tucznymi zwigzanymi z efektywnosciq wykorzystania paszy w celu
potwierdzenia ich wptywu na ta grupe cech uzytkowych.

Zadanie 01-11-02-11
Poszukiwania markeréw genetycznych i fenotypowych
majqgcych wptyw na poprawe wartosci hodowlanej i uzytkowej swin
Kierownik zadania: dr hab. Magdalena Szyndler-Nedza

Celem naukowym i praktycznym zadania jest okre$lenie genetycznych, jak réwniez fenotypo-
wych markeréw wczesnego szacowania potencjatu rozrodczego i matczynego loch oraz okre-
Slenie ich wptywu na cechy uzytkowe Swin.

Cel ten realizowany jest w dwdch celach szczegdtowych:

1. Poszukiwanie markerdw genetycznych i fenotypowych wczesnego szacowania poten-
cjatu rozrodczego loch, w ramach ktérego analizowany jest wptyw wybranych polimorfi-
zmow gendw zwigzanych z budowq i funkcjonowaniem uktadu rozrodczego na parame-
fry morfometryczne uktadu rozrodczego loszek i loch i na wyniki ich uzytkowosci rozptodo-
wej.

2. Poszukiwania markeréw genetycznych laktogenezy loch oraz mozliwosci ich wykorzysta-
nia w doskonaleniu cech rozptodowych, ktérego celem jest poszukiwanie polimorfizmow
w genach zwigzanych z syntezg mleka, a takze mogagcych wptywaé na poziom laktozy
w siarze i mleku oraz okreslenie ich wptywu na cechy uzytkowe tych loch.

Zatozenia metodyczne

Badania prowadzone sg dla loch ras matecznych i zachowawczych pochodzgce
z ferm zarodowych i produkcyjnych.
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Dane do analiz statystycznych (w zaleznosci od celu szczegdtowego zadania) sqg zbierane na
podstawie:

e pomiardéw dtugosci pochwy przy inseminacii,

e pomiaréw morfometrycznych uktadu rozrodczego loch,

e cech uzytkowosci rozptodowej loch,

e Zidentyfikowanego polimorfizmu wybranych gendw.

Pobierany materiat biologiczny stanowi¢ bedzie:
e krew lub cebulki wtosa do analiz polimorfizméw badanych gendw,
e tkankijajnika, jajowodu oraz rogu macicy.

Analizy laboratoryjne:

e identyfikacja nowych zmian polimorficznych w obrebie gendw HoxA z wykorzystaniem
urzgdzenia Eco Real Time PCR System (lllumina) i sekwenatora Backema Coulter,

e detekcja zmian polimorficznych w obrebie wybranych gendw w reakcji PCR-RFLP,

e 0oszacowanie poziomu ekspresji wybranych gendw metodqg Real-Time PCR.

Analize statystyczng uzyskanych wynikdw wykonano przy pomocy programdw statystycznych
SAS i Statistica.

Syntetyczny opis wynikéw zadania

W ramach pierwszego celu szczegdtowego w okresie sprawozdawczym kontynuowano
pobieranie materiatu biologicznego (szczecina z mieszkami wtosowymi) od loch raz pbz, whbp,
F1, ztotnicka biata, ztotnicka pstra oraz pomiary dtugosci pochwy (VCL - Vagina Cervix Length)
przy uzyciu kateteru inseminacyjnego u loch przy pierwszym i kolejnych kryciach.

Kontynuowano réwniez pomiary morfometryczne uktadu rozrodczego loch poddanych
ubojowi oraz oznaczanie zmian polimorficznych dla mutacji genu HOXAITO i HOXATI.
W roku sprawozdawczym oznaczano rowniez frekwencje genotypdw gendw WNT5A, WNT7A
i WNTIOA. W Tab. 1. przedstawiono analizy dotyczqgce frekwencji genotypdw i alleli nowo zi-
dentyfikowanych polimorfizmédw genu HOXA10 oraz dla gendw HOXATT g.3786A>G, WNT5A
g.605G>A, WNT7A g.6270A>G | WNTI0A g.303C>T. W Tab. 2. zestawiono $rednie wartosci dla
liczby prosigt urodzonych i odchowanych do 21. dnia zycia oraz pomiaru VCL w kolejnych
miotach. Tab. 3. prezentuje srednie wyniki z pomiaréw VCL wykonywanych kateterem insemi-
nacyjnym oraz pomiaréw z oceny morfometrycznej uktadu rozrodczego.

Tab. 1. Frekwencja genotypéw i alleli genéw HOXA10, HOXA11, WNT5A, WNT7A i WNT10A

Locus Genotype Allele p—|\;|c\1/\llue
HOXA10 AA AC cc A c
9.45398502C>A 0,40 0,48 0,12 0,64 0,36 0,3023
HOXA10 del/del del/ins ins/ins del ins
g.45398508_45398509delinsCC _ 0,29 0,71 0,15 0,85 0,0001
HOXA10 GG GC cc G c
g.45398714C>G 0,66 0,31 0,03 0,82 0,18  0,4390
HOXA10 AA AG GG A G
9.45398767G>A 0,50 0,43 0,07 0,71 0,29 0,2240
HOXAI1 GG AG AA G A

g9.3786A>G 0,37 0,43 0,20 0,58 042 00073
WNT5A GG AG AA G A

9.605G>A 0,58 0,36 0,06 0,76 0,24 0,6208
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WNTI0A cc cr T C T
g.303C>T 0,59 0,33 0,08 0.76 0,24 0,0392
WNT7A GG AG AA G A
9.6270A>G 0,52 0,40 0,08 0,72 0,28 09624

Tab. 2. $rednie wartosci dla liczby prosigt urodzonych i odchowanych oraz pomiaru VCL w kolejnych

miotach

Miot Liczba prosigt Liczba prosigt Pomiar VCL przy kryciu
urodzonych (szt.) odchowanych (szt.) (cm)

I 12,36 10,87 23,87

Il 13,14 10,42 25,12

1l 13,79 10,43 25,87

A% 14,18 9.46 27,45

\ 13,82 9,75 28,11

Vi 13,80 9,00 28,67

Tab. 3. $rednie wartosci dla pomiaru VCL oraz pomiaréw z oceny morfometrycznej uktadu rozrodczego
ocenianego poubojowo

Cecha Srednie wartosci
VCL (cm) 38,21
Masa uktadu rozrodczego (kg) 1,96
Masa macicy (kg) 1,28
Masa jajnika prawego (kg) 0,01
Masa jajnika lewego (kg) 0,02
Dtugo$¢ pochwy (cm) 26,15
Dtugos¢ trzonu macicy (cm) 25,92
Dtugo$¢ rogu prawego (cm) 117,83
Dtugos¢ rogu lewego (cm) 119,73
Pojemnos¢ (ml) 2501,30

W ramach poszukiwan polimorfizmmu w genach zwigzanych z laktogenezqg swin (cel drugi)
na zgromadzonym materiale biologicznym przeprowadzono poszukiwania polimorfizmdw
w genach: receptora progesteronu PGR, ktérego wysoka ekspresja w komaorkach jajnikai w ja-
jowodzie wskazuje, ze odgrywa istotng role w reprodukciji loch, w tym w wytwarzaniu mleka
(Akison i Robker, 2012) oraz izoformy 2 enzymu dehydrogenazy 11R-hydroksysteroidowej
(HSD11B2), ktérej rolg jest ochrona receptoramineralokortykosteroidowego (MR) przed dziata-
niem glikokortykosteroiddw, co zapewnia utrzymanie prawidtowej gospodarki mineralokorty-
kosteroidowej. Jest to najprawdopodobniej ewolucyjny mechanizm lepszej adaptacii organi-
zmu do warunkdw stresowych. Badania pozwolity na identyfikacje w obrebie 2 egzonu genu
HSD 1182 dwdch mutacii — zmiany C>T bedqgcej zmiang sensu (rs343355675) oraz zmiany cichej
T>C (rs326322123). W locus genu PGR zidentyfikowano mutacje T>A (rs343511161; ENS-
SSCT00000016339.3:¢.229T>A). Frekwencje genotypdw i alleli oznaczonych polimorfizmdw ge-
néw oraz P-value zgodnie z prawem Hardy'ego-Weinberga przedstawiono w Tab. 4.
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Tab. 4. Frekwencja genotypéw i alleli genéw PGR (rs343511161), HSD11p2 mutacja cicha (rs326322123)
i zmiany sensu (rs343355675) u loch ras wbp i pbz

WBP PBZ
Lilgétaa Frekwencja H-W Lilgék%o Frekwencja H-W

Gen genotyp n genotypu  alleli  P-value n  genotypu alleli P-value
PGR AA 51 87,93 A 0,94 ns 49 75,38 A 0,87 ns

TA 7 12,07 15 23,08

1T - - G 0,06 1 1,54 GO0,13
HSD11B2 cC 6 10,71 C 0,26 ns - - C 0,09 ns
cicha TC 17 30,36 1 17,19

1T 33 58,93 70,74 53 82,81 T0,91
HSD11B2 ccC 53 92,98 C0,96 ns 56 87,5 C0,94 ns
fg}ij TC 4 7,02 8 12,5

1T - - T0,04 - - T0,06

Zebrane dane poddano analizie statystycznej w celu okreslenia wptywu zidentyfikowa-
nych polimorfizmdéw gendw na wydajno$¢ mleczng loch (wyd. ml). Przeprowadzono réwniez
wstepne analizy okreslajgce wptyw polimorfizmdw gendw na sktad siary i mleka loch, a takze
wyniki odchowu prosigt. Zastosowano dwuczynnikowqg analize wariancji, gdzie gen byt efek-
tem gtdwnym, a rasa efektem losowym.

Zgromadzone w ramach pierwszego i drugiego celu badawczego dane fenotypowe
i genetyczne poddano wstepnej analizie statystycznej. Wykazano, ze w kolejnych kryciach
Srednie wartoséci pomiaru VCL wzrastaty od 23,87 cm przy kryciu pierwszym do 28,67 cm przy
kryciu przed miotem VI. Na podstawie pomiardw z oceny morfometrycznej uktadu rozrod-
czego stwierdzono, ze dtugo$¢ pomiaru VCL loch wahata sie od 18 do 49 cm. Wykazano tez,
ze analizowane polimorfizmy w genie PGR i HSD11B2 (rs343355675) miaty istotny wptyw jedynie
na niektdére parametry siary i mleka loch, co prawdopodobnie przetozyto sie na brak istotnego
wptywu na wyniki odchowu prosigt. W przypadku polimorfizmu w genie HSD11B2 (rs326322123)
stwierdzono istotny wptyw na zawartos¢ przede wszystkim ttuszczu w siarze i w mleku z catej
laktacji oraz suchej masy w mleku z catej laktacii, a takze na wyniki odchowu prosigt. Prosieta
odchowywane przy lochach o genotypie HSD 1 1B2¢C uzyskaty istotnie nizszg mase ciata anizeli
prosieta odchowywane przez lochy o genotypie HSD11B2™. Ponadto stwierdzono, ze dla nie-
ktérych analizowanych cech wystepuje statystycznie istotna interakcja pomiedzy polimorfi-
zmem genu a rasq, dlatego konieczne jest przeprowadzenie dalszych analiz statystycznych.

Uogodlnienia potwierdzajgce osiggniecie zatozonego celu zadania

W roku 2018 w ramach zadania kontynuowano pobieranie materiatu biologicznego
(szczecina z mieszkami wtosowymi) od loch raz pbz, wbp, F1, ztotnicka biata, ztotnicka pstra
oraz pomiary dtugosci pochwy (VCL - Vagina Cervix Length) przy uzyciu kateteru inseminacyj-
nego u loch przy pierwszym i kolejnych kryciach. Kontynuowano réwniez pomiary morfome-
fryczne uktadu rozrodczego loch poddanych ubojowi oraz wykonano oznaczanie zmian poli-
morficznych dla mutaciji genu HOXAI10 i HOXAT11, a takze okreslono frekwencje genotypdw
gendw WNT5A, WNTZA i WNTI0A.
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W efekcie prowadzonych prac zwigzanych z laktogenezg $win zidentyfikowano
w obrebie 2 egzonu genu HSD11B2 dwie mutacje — zmiany C>T bedgcej zmiang sensu
(rs343355675) oraz zmiany cichej T>C (rs326322123). Z kolei w locus genu PGR zidentyfikowano
mutacje T>A (rs343511161; ENSSSCT00000016339.3:¢.229T>A).

Zgromadzone w ramach pierwszego i drugiego celu badawczego dane fenotypowe
i genetyczne poddano wstepnej analizie statystycznei.

Zaktad Hodowli Drobiu

Kierownik: dr hab. Katarzyna Pottowicz

Zadanie 01-12-01-21
Wptyw ekspresji genéw FADS1, FADS2, ELOVL2 i ELOVLS na jako$é miesa kurczqt brojleréw
w zaleznosci od sposobu zywienia i dlugosci stosowania mieszanek paszowych
wzbogaconych w wielonienasycone kwasy ttuszczowe
Kierownik zadania: dr inz. Joanna Nowak

Celem zadania jest okreslenie zwiqgzku miedzy oznaczonym poziomem transkryptu dla gendéw
kodujgcych wybrane elongazy (ELOVL2 i ELOVLS5) i desaturazy (FADS1 i FADS2) kwaséw tusz-
czowych a profilem kwasdw ttuszczowych oraz jakoscig miesa kurczgt w zaleznosci od sposobu
zywienia i dtugosci stosowania mieszanek paszowych wzbogaconych w wielonienasycone
kwasy ttuszczowe.

Nazwa etapu: Wptyw dtugosci stosowania mieszanki paszowej wzbogaconejw wielonie-
nasycone kwasy ttuszczowe na wskazniki lipidowe krwi oraz sktad chemiczny miesa kurczat.

Materiat i metody

W poprzednim roku kurczeta odchowano wedtug metodyki, materiat doswiadczalny sta-
nowity kurczeta brojlery linii Ross 308. W mieszankach dla kurczgt grupy | zrédtem ttuszczu byt
wytqgcznie td] wotowy, natomiast ptaki z grupy Il, Il i IV od 15. dnia zycia zywiono mieszankami
wzbogaconymi w wielonienasycone kwasy ttuszczowe z rodziny n-3 i n-9 pochodzgce z oleju
Inianego. Grupa Il ofrzymywata mieszanki z olejem Inianym przez 2 tygodnie, grupa il przez
3 tygodnie, a grupa IV przez 4 tygodnie odchowu. Poza tym czasem kurczeta z grup doswiad-
czalnych zywiono tak jak ptaki z grupy kontrolne;.

Biezqgcy etap badan obejmowat oznaczenie wskaznikéw lipidowych (tréjglicerydy, cho-
lesterol catkowity, cholesterol we frakcji HDL i LDL). Ponadto w miesie pozyskanym od
70 ptakdw oznaczono podstawowy sktad chemiczny: sucha masa, biatko ogdine, ttuszcz su-
rowy, popidt surowy oraz zawarto$é cholesterolu i profil wyzszych kwasdw ttuszczowych w ttusz-
czu miesniowym. Uzyskane wyniki zostaty poddane analizie statystycznej przy pomocy pro-
gramu Statistica 13.
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Wyniki

35-dniowe kurczeta brojlery

Tab. 1. Wskazniki lipidowe krwi 35-dniowych kurczqt brojleréw

Cecha Grupa SEM
(mmol/l) | I i

Cholesterol catkowity 3,73 a 3,56 3,37 b 0,07
HDL 3.04 3.02 2,97 0,06
LDL 1,09 A 0,97 0,818 0,03
Trojglicerydy 0,78 A 0,72 0,64 B 0,02

Srednie w wierszach oznaczone réznymi literami ab rézniq sie przy P<0,05; AB przy <0,01

Kurczeta ofrzymujgce w mieszankach olej Iniany przez 3 tygodnie (grupa il
charakteryzowaty sie istotnie nizszym poziomem trdjgliceryddw (P<0,01) i cholesterolu
catkowitego (P<0,05) oraz cholesterolu we frakcji LDL (P<0,05), w poréwnaniu z kurczetami
otrzymujgcymi mieszanke paszowqg wytgcznie z dodatkiem ttuszczu zwierzecego (grupa |I;
Tab. 1). Badania wykazaty, ze sposrdéd ptakdw zywionych mieszankg z dodatkiem ttuszczu
roslinnego te, ktdre byty dtuzej zywione takg mieszankg dtuzej o 1 tydzieh charakteryzowaty sie
nizszym poziomem wszystkich analizowanych parametrow krwi. Réznice te nie zostaty jednak
potwierdzone statystycznie.

Tab. 2. Sktad chemiczny i zawartosé cholesterolu w miesniach piersiowych 35-dniowych kurczat

Grupa
Cecha I m m SEM
Sucha masa (%) 23,37 a 24,45 b 24,51 b 0,19
Biatko ogdlne (%) 21,06 a 22,47 b 22,46 b 0,24
Ttuszcz surowy (%) 1,92 1,85 1,78 0,04
Popidt surowy (%) 1.13 1,14 1,14 0,01
Cholesterol (mg/g) 0,92 A 079 B 0,77 B 0,02

Srednie w wierszach oznaczone réznymi literami ab rézniqg sie przy P<0,05; AB przy <0,01

Rodzaj zastosowanego ttuszczu w mieszankach paszowych miat istotny wptyw na sktad
chemiczny i zawarto$¢ cholesterolu w miesniach piersiowych 35-dniowych kurczgt (Tab. 2).
Istotnie wyzszg zawartosciq wody i cholesterolu oraz nizszym poziomem biatka ogdlnego cha-
rakteryzowaty sie miesnie kurczat zywionych paszg z dodatkiem ttuszczu zwierzecego,
w poréwnaniu do miesni ptakdw otrzymujacych w mieszankach olej Iniany (gr. | i 1l). Stwier-
dzono réwniez tendencje do wyzszego poziomu ttuszczu surowego w miesniach kurczgt nale-
zgcych do grupy | (P>0,05).

Badania wykazaty obnizenie udziatu nasyconych (SFA) i jednonienasyconych kwaséw
ttuszczowych (MUFA) w lipidach mieéni piersiowych kurczgt nalezgcych do grup Il oraz lll w po-
réwnaniu do grupy |. Olej Iniany jako zrodto ttuszczu w mieszance paszowej podawanej przez
3 tygodnie odchowu (gr. lll) charakteryzowat sie najwyzszg efektywnoscig w redukowaniu
(P<0,01) poziomu MUFA i SFA. Lipidy miesni piersiowych kurczgt zywionych paszqg z olejem Inia-
nym zawieraty istotnie wiecej (P<0,01) wielonienasyconych kwasdw ttuszczowych (PUFA), niz
lipidy miesni kurczgt otrzymujgcych w mieszankach ttuszcz zwierzecy (gr. ). Ponadto w lipidach
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miesni kurczat zywionych paszg z dodatkiem ttuszczu roslinnego, wielonienasycone kwasy ttusz-
czowe wystepowaty w korzystniejszym, nizszym (P<0,01) stosunku PUFA n-6/n-3 niz w lipidach
miesni ptakdw otrzymujgcych w paszy ttuszcz zwierzecy (8,87). Im dtuzej kurczeta otrzymywaty
w mieszankach olej Iniany, tym stosunek PUFA n-6/n-3 byt nizszy (P<0,01). Stosunek ten w Il i lll
grupie wynosit odpowiednio 1,44i0,81. W poréwnaniu z grupg |, w lipidach mieéni kurczat po-
zostatych grup odnotowano istotny wzrost kwasu linolowego (LA) i a-linolenowego (ALA), jak
réwniez wzrost kwasdéw: dokozaheksaenowego (DHA) i eikozopentaenowego (EPA), a obser-
wowany wzrost byt tym wiekszy, im dtuzej ptaki otrzymywaty mieszanki z olejem Inianym. Mie-
Snie kurczat nalezgcych do grupy Il i lll zawieraty natomiast istotnie (P<0,01) mniej y-lino-
lenowego (GLA) i kwasu arachidonowego (AA).

42-dniowe kurczeta brojlery

Tab. 3. Wskazniki lipidowe krwi 42-dniowych kurczaqt brojleréow

Cecha Grupa
(mmol/l) SEM
| I Il v
Cholesterol catkowity 3,60 a 3.41 3,28 3.07 b 0,07
HDL 2,72 a 2,61 2,50 2,37 b 0,05
LDL 0.73 0,74 0.77 0,79 0,04
Trojglicerydy 0,74 A 0,56 B 0,52 B 0,54 B 0,03

Srednie w wierszach oznaczone réznymi literami ab rézniqg sie przy P<0,05; AB przy <0,01

Uzyskane wyniki wskazujg na to, ze im dtuzej kurczeta byty zywione mieszankami
z dodatkiem oleju Inianego, tym poziom cholesterolu catkowitego i cholesterolu we frakcji HDL
we krwi byt nizszy (Tab. 3). Réznice te nie byty jednak istotne statystycznie (P>0,05). Wykazano
natomiast we krwi kurczgt otfrzymujgcych w mieszankach olej Iniany przez 4 tygodnie (grupa
IV) statystycznie istotnie nizszy poziom cholesterolu catkowitego, cholesterolu we frakciji HDL
oraz trojgliceryddw, w pordwnaniu z kurczetami otrzymujgcymi mieszanke paszowqg wytgcznie
z dodatkiem ftuszczu zwierzecego (grupa |, przy P<0,05 lub P<0,01). Ponadto kurczeta
otrzymujace w mieszankach olej Iniany przez 2 lub 3 tygodnie charakteryzowaty sie istotnie
nizszym poziomem tréjgliceryddw w zestawieniu z ptakami z grupy | (P<0,01). Nie stwierdzono
zmian w poziomie cholesterolu we frakcji LDL.

Tab. 4. Sktad chemiczny i zawartosé cholesterolu w miesniach piersiowych 42-dniowych kurczat

Grupa
Cecha SEM
I I 1] Y
Sucha masa (%) 24,04 24,40 24,31 24,25 0,14
Biatko ogdlne (%) 21,33 a 21,93 22,24 b 22,34 b 0,15
Ttuszcz surowy (%) 2,49 a 2,08 2,11 1.91 b 0,08
Popidt surowy (%) 1.14 1,13 1,15 1.14 0,01
Cholesterol (mg/g) 0,80 a 071b 0.74 0,74 0,02

Srednie w wierszach oznaczone réznymi literami ab rézniq sie przy P<0,05; AB przy <0,01
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Miesnie piersiowe badanych kurczgt roznity sie pod wzgledem sktadu chemicznego.
Istotnie wyzszym udziatem biatka ogdlnego charakteryzowaty sie miesnie kurczgt otrzymujg-
cych w mieszankach olej Iniany przez 3i 4 tygodnie (gr. i 1V), w porédwnaniu do miesni ptakdw
zywionych paszqg z dodatkiem ttuszczu zwierzecego (gr. I; P<0,05; Tab. 4). Mieénie kurczgt nale-
zgcych do grupy | charakteryzowaty sie najwyzszym poziomem ttuszczu surowego, a statystycz-
nie istotne réznice wykazano jedynie w zestawieniu z grupg IV (P<0,05). Réwnoczesnie miesnie
kurczat nalezgcych do grupy | charakteryzowaty sie najwyzszym poziomem cholesterolu,
a istotne réznice wykazano w zestawieniu z mieSniami ptakdw, ktdére otrzymywaty w mieszan-
kach olej Iniany przez 2 tygodnie (gr. II; P<0,05). Nie stwierdzono natomiast réznic w zawartosci
wody (suchej masy) i popiotu surowego.

Dane przedstawione w Tab. 8 wskazujq, ze lipidy miesni piersiowych kurczgt zywionych
paszqg z olejem Inianym (gr. Il, Il i IV) zawieraty istotnie mniej nasyconych (SFA) i jednonienasy-
conych (MUFA) kwaséw ttuszczowych oraz wiecej wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych
(PUFA) niz lipidy miesni kurczgt otrzymujgcych w mieszankach ttuszcz zwierzecy (gr. I; P<0,01).
Ponadto, im dtuzej ptaki otrzymywaty w mieszance ttuszcz roslinny, tym lipidy miesni zawieraty
istotnie mniej kwaséw SFA i MUFA, a wiecej kwaséw PUFA (P<0,05). W lipidach mieéni kurczgt
zywionych paszqg z dodatkiem ttuszczu roslinnego, wielonienasycone kwasy ttuszczowe wyste-
powaty w korzystniejszym, statystycznie istotnie nizszym stosunku PUFA n-6/n-3, niz w lipidach
miesni ptakdw otrzymujgcych w paszy ttuszcz zwierzecy (7,17). Im dtuzej kurczeta otrzymywaty
w mieszankach olej Iniany, tym stosunek PUFA n-6/n-3 byt nizszy (P<0,01). Stosunek ten w I, Il
i IV grupie wynosit odpowiednio 3,06; 1,131 0,71. W poréwnaniu z grupg |, w lipidach miesni
kurczgt pozostatych grup odnotowano istotny wzrost kwasu a-linolenowego (ALA) oraz eikozo-
pentaenowego (EPA), a byt on tym wiekszy, im dtuzej ptaki otrzymywaty mieszanki z olejem
Inianym (P<0,01). Wykazano réwniez istotny wzrost (P<0,01) udziatu kwasu dokozaheksaeno-
wego (DHA) w lipidach miesni piersiowych ptakdw, ktére otrzymywaty w mieszankach olej
Iniany, w poréwnaniu do ptakdw otrzymujgcych mieszanki z ttuszczem zwierzecym (grupa |).
Miesnie piersiowe kurczat grup I, llli IV zawieraty wiecej kwasu linolowego (LA) w porédwnaniu
do grupy |, aréznice potwierdzono statystycznie pomiedzy grupg | a IV (P<0,05). W poréwnaniu
z grupg |, w lipidach miesni kurczgt pozostatych grup odnotowano istotny spadek kwasu
y-linolenowego (GLA), a byt on tym wiekszy, im dtuzej ptaki ofrzymywaty mieszanki z olejem
Inianym. Dodatkowo miesnie piersiowe kurczgt nalezgcych do grupy lll i IV zawieraty istotnie
mniej kwasu arachidonowego (AA) w poréwnaniu do grupy | (P<0,05).

Podsumowanie

1 przeprowadzonych badan wynika, ze rodzaj zastosowanego ttuszczu w mieszankach
paszowych miat istotny wptyw na poziom wskaznikdw lipidowych we krwi oraz sktad chemiczny
i zawartos¢ cholesterolu w migéniach piersiowych 35 i 42-dniowych kurczqgt brojleréw. Sposéréd
ptakdw otrzymujgcych w mieszankach olej Iniany najlepszg warto$cig odzywczg miesni
piersiowych charakteryzowaty sie miesnie ptakdw zywionych paszg z olejem przez 3 (35-
dniowe) lub 4 (42-dniowe) tygodnie odchowu Ponadto rodzaj zastosowanego ttuszczu
w mieszankach paszowych miat istotny wptyw na profil wyzszych kwasdw ttuszczowych
w miesie kurczgt. Wraz ze wzrostem dtugosci podawania kurczetom paszy z olejem Inianym
istotnie zwieksza sie udziat wielonienasyconych kwasdw ttuszczowych z rodziny n-3 w miesie
drobiowym i korzystnie zaweza stosunek PUFA n-6/n-3.

W kolejnym etapie zostanie okreslony poziom ekspresji gendw kodujgcych delta-5i delta-
6 desaturaze kwasdw ttuszczowych (FADST i FADS2) oraz elongaze 2 i 5 kwasdw tuszczowych
(ELOVL2 i ELOVLS) w watrobie i mieéniach piersiowych kurczat.
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Zadanie 01-12-02-11
Wptyw genotypu na jakosé miesa kaptondw i pulard
Kierownik zadania: prof. dr hab. Jézefa Krawczyk

Celem przeprowadzonych badan byta ocena wptywu genotypu na jakos¢ miesa kaptondw
i pulard.

Kaptony

W ostatnich latach konsumenci w trosce o racjonalne odzywianie coraz czesciej
poszukujg produktéw wolnych od skazenia mikrobiologicznego i chemicznego, bogatych
w sktadniki odzywcze, zwtaszcza petnowartosciowego biatka oraz wyrdznigjgcych sie
pozgdanymi cechami sensorycznymi. Duzqg trudno$¢ w powigzaniu niesnego uzytkowania kur
z wykorzystaniem ich dla potrzeb produkcji miesa, sprawia wzrastajgca w miare intensyfikacii
kierunku nieSnego liczba zbednych kogutkdw, a rozwigzaniem tych trudnosci moze byc¢ zabieg
kastracji kogutkow.

Celem przeprowadzonych badah byta ocena wptywu genotypu na jakos¢ miesa
kaptondw.

Materiat doswiadczalny stanowity mieszahce pochodzgce z nastepujgcych kojarzen:

e koguty miesne Ross 308 oraz kury Rhode Island Red R-11 — do$wiadczenie |,

e koguty miesne Ross 308 oraz kury Z6Hondzki kuropatwiane Z-33 — doswiadczenie I,

e koguty Rhode Island Red (R-11) oraz kury Zéttondzki kuropatwiane 7-33 —

doswiadczenie |ll.

- ) o 2 % P
Fot. 1. Kaptony Ross 308 x R-11 Fot. 2. Kapton Ross 308 x -3 Fot. 3. Kapton R-11 x Z-33

Labieg kastracji przeprowadzit lekarz weterynarii w 8. tygodniu zycia, przy masie ciata ok.
600 g. Ptaki utrzymywano w standardowych warunkach Srodowiskowych, przy wielkosci
obsady wynoszgcej 7 szt./m2. Przez caty okres odchowu i tuczu ptaki zywione byty ad libitum
mieszankami paszowymi wedtug receptur opracowanych w Instytucie Zootechniki PIB,
w ktérych przez ostatnie 4 tygodnie tuczu wprowadzono 4% dodatek serwatki
(doswiadczenie 1) oraz 4% dodatek mleka (doswiadczenie 1-3).

W zywieniu zastosowano trzyfazowy program zywienia:
e mieszanka | — 1. od 1. dnia do 7. tygodnia, mieszanka sypka o zawartosci: 204 g biatka

i11,92 MJ/kg.

e mieszanka Il - 1j. od 8. do 16. tygodnia zycia, mieszanka sypka o zawartosci: 184 g biatka
i 12,05 MJ/kg,

e mieszanka Il — 1. od 17. do 20. tygodnia zycia o zawartosci: 165 g biatka i 12,18 MJ/kg
w uktadzie:
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- mieszanka zbozowo-sojowa, granulat,
- mieszanka z 4% dodatkiem mleka, granulat.

Tucz kaptondw/kogutdw trwat do 20. tygodnia zycia. Po uboju oceniono wydajnos$c
rzezng oraz fizyko-chemiczne cechy miesa (pH, barwe CIE L*a*b*, WHC, wyciek swobodny,
straty termiczne, krucho$¢, a takze sktad chemiczny) oraz przeprowadzono ocene
sensoryczng.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze najwiekszg masq ciata oraz
najkorzystniejszymi parametrami jakosSci miesa wyrdzniaty sie mieszance: Ross 308 x R-11 oraz
Ross 308 x 7-33. Zabieg kastraciji kogutkdw, a zwiaszcza zywionych przez 4 ostatnie tygodnie
tuczu paszq z 4-procentowym dodatkiem mileka wptyngt korzystnie na mase ciata, wydajnosé
rzezng iumiesnienie tuszek. Miesnie piersiowe i ndg kaptondw wyrdzniaty sie lepszg
wodochtonnoscig i kruchoscig oraz oceng chemiczng i sensoryczng, w poréwnaniu do
niekastrowanych kogutdw. Mieso kaptondw moze by¢ atrakcyjnym surowcem w tradycyjnej
polskiej kuchni i uzupetniac¢ produkcje miesa drobiowego o produkt niszowy dla konsumentéw
poszukujgcych produktdw o specyficznej jakosci. Ponadto zabieg kastracji moze przyczynic sie
do zagospodarowania nadliczbowych kogutkéw, co ma dodatkowo aspekt ekonomiczny.

Pulardy

W 2018 roku opracowywano wyniki lll etapu badan dotyczgcych produkcii pulard, pro-
wadzonych w ZD IZ PIB Chorzeldw sp. z 0.0. Celem badan byta ocena wptywu zywienia w kon-
cowym okresie odchowu oraz wieku uboju pulard na produkcyjnode, wydajnosé rzezng, barwe
tuszek i wtasciwosci fizykochemiczne miesa. Badaniami objeto 78 sztuk mieszahcdw oznaczo-
nych symbolem gRoss 308 x ¢R-11, uzyskanych ze skrzyzowania kogutdw miesnych Ross 308
z kurami niesnymi, ogdlnouzytkowymi Rhode Island Red (R-11). Ptaki podzielono na 3 grupy:
kontrolng (K), zywiong mieszankami startet, grower i finiszer bez dodatku nabiatu, doswiad-
czalng (S), zywiong mieszankq finiszer z 4-procentowym dodatkiem serwatki oraz grupe do-
Swiadczalng (M) z 4-procentowym dodatkiem mleka w proszku w kohcowym okresie od-
chowu. Zabieg sterylizacji kurek wykonano w 8. tygodniu zycia. Ubdj pulard przeprowadzono
w 18.1 20. tygodniu zycia.

Fot. 1. Pularda 3Ross 308 x ?R-11
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Ryc. 1. Zuzycie paszy (kg/1 kg przyrostu) i masa ciata (kg)
pulard w 18. i 20. tygodniu zycia

4
3,5
3
2,5
2
1,5
1
0,5
Zuzycie paszy 0-18 t.  Zuzycie paszy 0-20 t. Masa ciata w 18 t. Masa ciata w 20 t.

M Kontrola M Serwatka Mleko

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze wykorzystujgc do produkcji pulard
mieszance kur ogdlnouzytkowych z kogutami miesnymi mozna skréci¢ okres odchowu do 18
tygodni, uzyskujgc réwnocze$nie mieso o pordwnywalnych lub nawet lepszych cechach
jakosci w poréwnaniu do pulard ubijanych w 20. tygodniu.

Zastosowanie w ostatniej fazie zywienia pulard 4-procentowym dodatku serwatki lub
mleka w proszku wptyneto korzystnie gtdwnie na poprawe cech sensorycznych, przy czym nie
odnotowano wielu istotnych réznic w jakosci miesa miedzy pulardami zywionymi mieszankq
z dodatkiem mleka a dodatkiem serwatki, a raczej miedzy tymi grupami a grupg kontrolng.

Zadanie 01-12-03-12
Ocena wtasciwosci fizycznych i chemicznych jaj wybranych
populacji drobiu wodnego utrzymywanego w Polsce
Kierownik zadania: dr inz. Lidia Lewko

Celem podjetych badan byta ocena bioréznorodnosci drobiu wodnego na podstawie okre-
Slenia fizykochemicznych cech jaj pochodzgcych ze stad hodowlanych, objetych programem
ochrony zasobdw genetycznych zwierzat oraz komercyjnych utrzymywanych w Polsce, w po-
wigzaniu z wynikami wylegowosci.

Ptaki utrzymywane byty w Stacji Zasobdw Genetycznych Drobiu Wodnego w Dworzy-
skach nalezgcej do IZ PIB ZD Kotuda Wielka. Przez caty okres badawczy kaczki i gesi zywione
byty do woli jednakowymi mieszankami paszowymi o znanej wartosci pokarmowej, odpowied-
niej dla danego okresu wzrostu. Warunki technologiczne w trakcie odchowu ptakdw byty
zgodne z ogdinymi zatozeniami dla tego typu produkcji. Badania cech fizycznych i chemicz-
nych jaj przeprowadzono w pracowni SZGDW w Dworzyskach oraz w Zaktadzie Wylegowym,
gdzie przeprowadzono wylegi.

Zgodnie z zatozong metodykq jaja do badan pozyskane zostaty losowo — po 30 sztuk jaj
z kazdej grupy doswiadczalnej ptakéw bedgcych w poczgtkowym okresie produkcii niesnej
(3-4 tydzien niesnosci).

Sposrdd analizowanych grup doswiadczalnych kaczek jaja ptakdédw D-11 odznaczaty sie
najkorzystniejszymi cechami fizycznymi. Wyrdzniata je najwieksza masa (99,96 g), najkorzystniej-
sze parametry biatka (najwigksza masa — 45,40 g; wysokos$¢ - 7,82 mm, JH — 83,09) i z6ttka (naj-
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wieksza masa - 36,77 g, najciemniejsze wybarwienie — 5,67 pkt). Skorupy tych jaj charakteryzo-
waty sie najwiekszg masqg (17,79 g), gestoscig (173,7 mg/cm?) i powierzchnig (101,9 cm?). Po-
nadto w biatku tych jaj wykazano najmniejszq zawarto$¢ oraz aktywnosé enzymatyczng lizo-
zymu uksztattowang na poziomie 0,12% i 25577 U/ml w przypadku biatka rzadkiego oraz 0,08%
i 18372 U/ml w przypadku biatka gestego. Z kolei jaja kaczek komercyjnego stada Star 53 H.Y.
wyrdzniaty sie najwiekszym procentowym udziatem biatka w jaju (52,62%) przy jednoczesnie
najmniej korzystnych jego parametrach fizycznych — najmniejszej wysokosci (5,22 mm) i jed-
nostkach Haugha (62,11). Stado ptakdw LsA wyrdzniato sie najwiekszg (p<0,05) iloscig zaptod-
nionych jaj, uksztattowang na poziomie 97,01% oraz najwiekszqg iloscig piskigt zdrowych z jqj
natozonych (76,14%).

Fot. 1. Para kaczek D-11 Fot. 2. Zr6znicowanie jaj kaczek Fot. 3. Pomiar odksztatcenia ela-
pochodzqcych ze stad obje’tych stycznego skorupy jaj do$wiad-
Programem Ochrony Zasobow czalnych grup ptakéw

Genetycznych Zwierzqt

W przypadku doswiadczalnych stad gesi, najciezszymi jajami (187.7 g) o najwiekszej ma-
sie z6ttka (74,87 g) charakteryzowaty sie gesi kubanskie (Ku). Jaja te ponadto wyrdzniaty sie
najciemniej wybarwionqg skorupg (70,50% bieli) o najwiekszej jej porowatosci (18,66 porow/
cm2) i powierzchni (154,6 cm?). Z kolei biatka jaj gesi rypinskiej (Ry) odznaczaty sie najkorzyst-
niejszymi (p<0,05) wtasciwosciami fizycznymi, 1j.: najwiekszg wysokoscig (11,50 mm) oraz jed-
nostkami Haugha (87,28). Najwyzszg procentowq zawarto$¢ lizozymu w biatku rzadkim (0,22%)
i gestym (0,12%) i jego aktywno$¢ hydrolityczng uksztattowang odpowiednio na poziomie
47549 124958 U/ml wykazano w biatku jaj pochodzgcych ze stada rodzicielskiego mieszancow
towarowych W-31. Stado gesi stowackich (St) cechowato sie najwiekszqg iloscig zaptodnionych
jaj (96.83%) a romanskich (Ro) odznaczato sie najmniejszq ilocig pisklat niewyklutych (5,10%)
oraz najwiekszq pisklgt zdrowych z jaj zaptodnionych (88,96) i natozonych (85,20%). Stwierdzono
réznice statystycznie istotne (0<0,05).

F

Fot. 4. Para gesi Fot. 5. Pomiar porowatosci
kubanskich (Ku) skorupy jaj doswiadczalnych
grup ptakéw

81



Dziatalnosé naukowo-badawcza realizowana w Zaktadach Naukowych

Zadanie 01-12-04-11
Technopatie i stereotypie w aspekcie dobrostanu zwierzgt gospodarskich
Kierownik zadania: prof. dr hab. Eugeniusz Herbut

Celem gtdwnym zadania jest okredlenie wptywu warunkdéw chowu na wystepowanie
technopatii w aspekcie dobrostanu, parametrdw fizjologicznych i produkcyjnych drobiu, $wih
oraz bydta.

Cel szczegdtowy 1 ,Wptyw zabiegdédw technologicznych i systemdw utrzymania na
ksztattowanie sie zdrowotnych i produkcyjnych wskaznikéw dobrostanu kur niesnych™.

W 2018 roku przeprowadzono doswiadczenie okreslajgce wptyw zabiegdw technolo-
gicznych na wystepowanie pterofagii i poziom dobrostanu kur niesnych. Materiat doswiad-
czalny stanowito 360 sztuk kur niesnych Hy-Line, ktére przydzielono do 2 grup doswiadczalnych:
kury z przycietym oraz bez przycietego dzioba. Ptaki w obydwu grupach utrzymywano w sys-
temie $ciotowym bezwybiegowym, o obsadzie 9 szt./m2i zywiono do woli standardowymi mie-
szankami paszowymi. Podczas doswiadczenia zbierano wyniki produkcyjne ptakdw, oceniano
stan kohczyn i upierzenia oraz wady skrocenia dziobdw ptakdw. Przeprowadzono takze pomiary
wypreparowanych kosci konczyn, a takze okre$lono w nich zawarto$¢ wapnia, fosforu i popiotu.
Pobrano rowniez krew, w ktérej oznaczono wskazniki stresu, kosciotworzenia oraz resorpcii kosci,
a takze poziom hormondw ptciowych. Przeprowadzono takze obserwacje behawioralne. Ze-
brane wyniki opracowano statystycznie.

Kury nieSne bez przycietego dzioba (grupa |l) charakteryzowaty sie wiekszym
wykorzystaniem paszy na 1 jajo oraz 1 kg jaj w porédwnaniu z kurami z przycietym dziobem
(grupa 1). Niesnos¢ ptakdw w obydwu grupach ksztattowata sie na podobnym poziomie. Nie
odnotowano statystycznie istotnych rdznic w poziomie parametrdw krwi pobranej w 24. tygodniu
doswiadczenia. Réwniez zawarto$¢ wapnia i fosforu we krwi pobranej od ptakdw z grupy lill w é4.
fygodniu odchowu ksztattowata sie na podobnym poziomie. Nie stwierdzono takze statystycznie
istotnych réznic w wynikach pomiaru wypreparowanych kosci od kur z przycietymi i bez
przycietych dziobdw.

Tab. 1. Poziom parametréw krwi kur niesnych

Grupa SEM
Wyszczegdlnienie I i
24. tydzieh odchowu
H:L 1,04 1,18 0,11
Fosfataza zasadowa (U/L) 443,04 390,99 31,89
Fosfor (mmol/I) 1,42 1,35 0,09
Wapn (mmol/Il) 4,56 4,43 0,14
64. tydzien odchowu
Fosfor (mmol/I) 1,48 1,40 0,10
Wapn (mmol/l) 3,98 4,17 0,21

Cel szczegdtowy 2 ,,Wptyw pochodzenia i wielkosci stadka na ksztattowanie sie wskazni-
kéw zdrowotnych i produkeyjnych kur réznych ras”.
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Przeprowadzono doé$wiadczenie, ktdérego celem byto okreslenie wptywu rasy kur na
wystepowanie technopatii i stereotypii w aspekcie dobrostanu i produkcyjnosci. Materiat
dos$wiadczalny stanowity kury rodzimych ras: Leghorn, Sussex oraz Rhode Island Red, w ilosci
300 sztuk, ktére przydzielono do trzech grup do$wiadczalnych. Kury utrzymywano w systemie
Sciotowym, bezwybiegowym o obsadzie 9 szt./m?2 od 16. do é4 tyg. zycia na fermie drobiu
w Aleksandrowicach. Kury zywiono do woli standardowymi mieszankami paszowymi
sporzgdzonymi na bazie koncentratdw. Przez caty okres odchowu ptaki miaty swobodny
dostep do wody. Podczas doswiadczenia zbierano wyniki produkcyjne ptakdw, oceniano stan
kohczyn i upierzenia oraz wady skrécenia dziobdw ptakdw. Przeprowadzono takze pomiary
wypreparowanych kosci kohczyn, a takze okre$lono w nich zawarto$s¢ wapnia, fosforu i popiotu.
Pobrano réwniez krew, w ktérej oznaczono wskazniki stresu, ko$ciotworzenia oraz resorpciji kosci
oraz poziom hormondw ptciowych. Przeprowadzono takze obserwacje behawioralne. Zebrane
wyniki opracowano statystycznie.

Najnizszg $redniq niesnosciq przez caty okres odchowu oraz najmniejszg masq jgj
i najgorszym wykorzystaniem paszy charakteryzowaty sie kury rasy Sussex, najlepsze wyniki
uzyskaty za$ kury rasy Leghorn. Najwyzszy poziom fosforu we krwi w é4. tygodniu odchowu
stwierdzono u kur rasy RIR, najnizszy za$ u rasy Sussex. W é4. tygodniu kosci wypreparowane od
kur rasy RIR odznaczaty sie wiekszg wagq, szerokoscig i gestoscig w pordwnaniu z kosciami
wypreparowanymi od kur rasy Leghorn.

Tab. 2. Wyniki pomiaru kosci kur w é4. tygodniu odchowu

L (€7 (1] oTe]
Wyszczegolnienie Leghorn Sussex RIR
Kos$¢é ramienia
Waga (g) 4,67 A 5,14 a 5,88 Bb 0,16
Dilugosé (mm) 7991 a 79,03 A 82,42 Bb 0,50
Szeroko$é (mm) 632a 6,38 6,65 b 0,06
Objetosé (g/cm?) 4,50 A 5,06 5,59 B 0,16
Indeks 58,75 A 65,04 71,33 B 1,78
Kosé udowa
Waga (g) 8,94 A 10,80 B 11,58 B 0,34
Dlugoéé (mm) 85,27 89,32 88,14 1,29
Szeroko$é (mm) 7,67 7,88 7,92 0,14
Objetosé (g/cmd) 7,42 a 8,79 b 8,64 b 0,24
Indeks 104,85 A 120,84 Ba 131,65 Bb 3,10
Kosé piszczelowa
Waga (9) 10,31A 12,23 a 13,96 Bb 0,43
Dlugosé (mm) 123,37 127,06 127,80 0,98
Szerokos$é (mm) 617 A 6,36 A 7,34 B 0,17
Objetosé (g/cmd) 9,25 Aa 10,14 b 10,64 B 0,18
Indeks 84,12 Aa 96,22 Ab 109,82 B 2,92

a, b - wartoéci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie istotnie (p<0,05)
A.B - wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie wysoko istotnie (p<0,01)

Cel szczegobtowy 3 ,,Ocena wptywu zageszczenia obsady i materiatdw absorbujgcych
uwage na wystepowanie technopatii i stereotypii u prosigt odsadzonych w 28. dniu zycia”.
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Doswiadczenie w ramach celu szczegdtowego obejmowato obserwacje zachowania
odsadzanych w 28. dniu prosigf, mase ciata tych zwierzgt oraz monitoring mikroklimatu.
14 osobnikdw pierwszej grupy utrzymywano przez okres okoto 6 tygodni w kojcach o podtodze
rusztowej, drugg grupe Swin utrzymywano w podobnych kojcach, jednakze z wyposazeniem
w postaci niewielkiej ilosci stomy oraz materiatéw absorbujgcych uwage ,,zabawek”. Na pod-
stawie 24-godzinnego monitoringu przeprowadzono analize zachowania warchlakéw. Sku-
piono sie na aktywnych oraz biernych formach zachowania mtodych $win, a takze niepozg-
danych formach zachowan, takich jak: agresja, walki, gryzienie czy podbijanie brzuchéw in-
nych osobnikdw (tzw. belly-nosing). Notowane byty takze wszelkie zmiany skérne: otarcia, zro-
nienia, uszkodzenia oraz kulawizny.

Biorgc pod uwage grupe utrzymywang w kojcu z zabawkami stwierdzono, ze czas spe-
dzany aktywnie stanowit okoto 34%. Omawiajgc najwazniejsze formy aktywnych zachowan;
zainteresowanie wiszgcymi zabawkami, stomqg stanowito 42% aktywnie spedzanego przez
zwierzeta czasu, okoto 15% czasu zwierzeta przeznaczaty na pobieranie paszy, okoto 4% na
pobieranie wody. Interakcje z innymi osobnikami stanowity okoto 21%. Zachowania agre-
sywne, w tym najczesciej obserwowano obgryzanie okolicy uszu, szyi i karku u innych osobni-
kéw w badanym okresie stanowito okoto 5%. Ponadto u 5 osobnikdw z omawianej grupy stwier-
dzono uszkodzenia naskdrka. Masa ciata 4-tygodniowych prosigt wynosita srednio 6,23 kg,
w 8. tygodniu byta na poziomie 15,7 kg. W grupie utrzymywanej bez materiatéw absorbujg-
cych uwage zachowania aktywne stanowity okoto 28%. Wérdéd badanych, aktywnych zacho-
wah okoto 14% czasu zwierzeta przeznaczaty na pobieranie paszy, okoto 4% na pobieranie
wody. Interakcje zinnymi osobnikami stanowity okoto 27% aktywnie spedzanego czasu. Zacho-
wania agresywne stanowity okoto 6% zachowan aktywnych. U 7 osobnikdw stwierdzono uszko-
dzenia naskérka. Masa ciata 4-tygodniowych prosigt wynosita srednio 6,78 kg, w 8. tygodniu
byta na poziomie 15,57 kg.

Fot. 1. Kojec rusztowy z zabawkami
(D. Godyn)

Cel szczegdtowy 4 ,\Wptyw warunkdw chowu na wystepowanie technopatii i stereotypii
u cielgt i kréw mlecznych rasy simental”.

W ramach celu okreslano wptyw zréznicowanych warunkdw utrzymania na wystgpienie
stereotypii i technopatii u krow mlecznych rasy simental. Krowy mleczne utrzymywane byty
w trzech grupach doswiadczalnych: w oborze wolnostanowiskowej, na uwiezi oraz na
pastwisku. W trakcie trwania doswiadczenia wykonano: obserwacje behawioralne, pobrano
krew do analiz morfologicznych oraz analiz hormonalnych (kortyzol, serotonina, dopamina).
Na podstawie przeprowadzonych obserwacji wykazano, iz najczesciej wystepujgcym
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stereotypowym zachowaniem u kréw mlecznych rasy simental jest obdajanie innych kréw.
W zaleznosci od systemu utrzymania wystepuje ono u od 1 do 3% badanych krow. Wiecej
przypadkdw takiego zachowania stwierdzono przy utrzymaniu wolnostanowiskowym. Kolejnym
zaobserwowanym stereotypowym zachowaniem byto rolowanie jezyka, zachowanie fo
stwierdzono u od 1,5 do 2% krow w badanym stadzie. Najwiecej tego ftypu zachowan
stwierdzono u zwierzgt utrzymywanych na uwiezi oraz w oborze wolnostanowiskowej, na
pastwisku tego typu zachowan nie stwierdzono. Rolowanie jezyka nasilato sie zwtaszcza przed
okresem karmienia i wystepowato w powtarzajgcych sie, 3-5 minutowych cyklach. Wséréd krow
utrzymywanych na uwiezi zaobserwowano takze lizanie rur i koryt (3% krow) oraz obcieranie sie
o tahcuch lub rury (4% kréw). Wykonane badania morfologiczne krwi wykazaty, iz wszystkie
analizowane parametry miescity sie w granicach norm referencyjnych. W poréwnaniu do
grupy kontrolnej w grupie kréw wykazujgcych stereotypie stwierdzono nieco wieksze ilosci
leukocytdéw oraz mniej erytrocytéw, jednak réznice te nie byty statystycznie istotne. Uzyskane
wyniki wskazujq takze, iz poprzez ograniczony zakres wstawania i ktadzenia sie kréw na
stanowiskach, dochodzi do powstawania uszkodzen stawdw oraz otaré skdry. W oborach
wolnostanowiskowych komfort wstawania i ktadzenia sie jest wiekszy, ponadto krowy majqg
mozliwo$¢ swobodnego poruszania sie po korytarzach co korzystnie wptywa na stan zdrowotny
kohczyn. Najwiekszy, korzystny wptyw na stan zdrowotny kohczyn miato utrzymanie
pastwiskowe, ktdre jest naturalnym srodowiskiem bytowania krow.

Fot. 2. Stereotypia — Rolowanie
jezyka (I. Radkowska)

Zadanie 01-12-05-11
Wptyw immunostymulujgcych dodatkéw do paszy na ksztattowanie sie parametréw
fiziologicznych i status zdrowotny kur niesnych w chowie ekologicznym
Kierownik zadania: dr inz. Ewa Sosndéwka-Czajka

Celem zadania jest okredlenie wptywu pochodzenia oraz systemu utrzymania na sprawnosé
uktadu immunologicznego oraz wskazniki fizjologiczne kur utrzymywanych zgodnie z zatoze-
niami rolnictwa ekologicznego. Ocenie podlegad bedzie takze wptyw immunostymulatoréw
na ksztattowanie sie odpornosci niosek utrzymywanych zgodnie z zatozeniami rolnictwa ekolo-
gicznego.

W ramach zadania zrealizowano | etap badan, ktérego celem byt wyleg piskigt
i odchdw ekologicznych kur doswiadczalnych przeznaczonych do kolejnych etapdéw badan.

Przygotowano budynki oraz wybiegi do odchowu kur zgodnie z wymogami rolnictwa
ekologicznego. Przeprowadzono takze wyleg pisklgt oraz odchdw ekologicznych kur rasy
rodzimej Zielonondzka kuropatwiana (Z-11) oraz Rhode Island Red (R-11) do dalszych etapdw
zadania. Kury odchowywano od 1. dnia do 16. tyg. zycia na ekologicznej fermie drobiu w ZD
IZ PIB Chorzeldéw sp. z 0.0. Ptaki zywiono pdtintensywnie zgodnie z zatozeniami rolnictwa
ekologicznego. Mieszanki paszowe sktadaty sie z komponentdw ekologicznych.

Podczas odchowu kontrolowano mase ciata ptakdw w 1. dniu i 16. tygodniu odchowu,
zZuzycie paszy oraz padniecia. W 16. tygodniu zycia pobrano krew od 10 kur z kazdej rasy,
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w ktérej oznaczono poziom hematokrytu, hemoglobiny, erytrocytdw i leukocytdw. Wykonano
réwniez rozmaz krwi w celu okreslenia stosunku H:L (heterofilii do limfocytdw).

Stwierdzono, ze kury Z-11 charakteryzowaty sie nizszg masg ciata w 1. dniu oraz 16.
tygodniu odchowu w poréwnaniu z kurami R-11 przy p<0,01 (Tab. 1). Obserwowano takze
mnigjsze dzienne spozycie paszy na ptaka w przypadku rasy Z-11 (Tab. 2). W okresie od 1. dnia
do 16. tygodnia odchowu odnotowano o 1,1% nizszg $miertelno$¢ w grupie kur R-11 (Tab. 3).
Wykazano wyzszy poziom hematokrytu i leukocytdw w przypadku kur rasy R-11 przy p <0,05
(Tab. 4). Kury rasy R-11 odznaczaty sie takze szerszym stosunkiem H:L w poréwnaniu z rasqg Z-11
przy p<0,01.

Tab. 1. Masa ciata kur (g)

(€] (1] oTe]
Wiek SEM
Z-11 R-11
1 dzien 33,84 A 36,39 B 0,48
16 tydzien 1518,60 A 1687,71 B 56,28

A, B - warto$ci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie istotnie (p<0,01)

Tab. 2. Spozycie paszy od 1 do 14 tygodnia zycia (g)

Tygodnie (€ (1] oTe]

odchowu 7-11 R-11
1-4 20,69 22,87
5-8 41,50 44,44
9-12 59,59 62,35
13-16 79,79 80,08

Tab. 3. Padniecia (%)

Tygodnie Grupa

odchowu 7-11 R-11
1-4 0,97 0,38
5-8 0,73 0,43
9-12 0,22 0,12
13-16 0,27 0,17
1-16 2,19 1.1

Tab. 4. Poziom parametréw krwi kur rasy Z-11 i R-11 w 16. tygodniu odchowu

L Grupa
Wyszczegolnienie 711 R-11 SEM
Hematokryt (%) 28,18 a 32,60 b 1,01
Hemoglobina (g/dl) 10,20 10,61 0,25
Erytrocyty (min/pl) 2,36 2,31 0,05
Leukocyty (tys./ul) 17,73 a 19,11 b 0,30
H:L 0,31 A 0,61 B 0,06

a, b - wartoéci w wierszach oznaczone réznymi literami rédzniq sie statystycznie istotnie (p<0,05)
A.B - wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie istotnie (p<0,01)
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Zadanie 01-12-07-12
Badanie wptywu iniekcji in ovo witamin C i E na ksztattowanie wskaznikéw
wylegowosci i uzytkowosci gesi
Kierownik zadania: dr hab. Ewa Gornowicz, prof. IZ PIB

Celem badan byto okredlenie wptywu iniekcji in ovo dwdéch dawek witaminy C, w dwdch
terminach okresu embriogenezy wybranych trzech ras/rodéw gesi pochodzgcych od gesi
gegawy (Anser anser), na ksztattowanie wskaznikéw wylegowosci i uzytkowosci.

Materiatem badawczym byty jaja dwdch roddw, objetych programem ochrony
zasobow genetycznych zwierzgt: ges kielecka (Ki) i stowacka (St) oraz stada rodzicielskiego
gesi Biate] Kotudzkiej® (BK). Z kazdej grupy genetycznej (rasa/rdéd) gesi, bedgcych
w jednakowym wieku pobrano jaja do doswiadczalnej iniekcji, a nastepnie je inkubowano.
Badania wykonano w trzech powtdrzeniach. Ogdtem doswiadczalnej inkubacji poddano
840 jaj gesich. Witamine C (kwas askorbinowy AA) iniekowano w dawkach i okresach
embriogenezy przedstawionych w Tab. 1.

Tab. 1. Ramowy ukiad doswiadczenia

i .| Iniekcjain ovo i
Grupa | Rasa/Rod gesi =y 0 17 dien inkubad iczebnotE o | oachow
KO BK, Ki, St bez iniekciji 3 x40 3x10
K1 BK, Ki, St sél fiziologiczna w 13 dniu inkubacii 3 x40 3x10
D1-C5 BK, Ki, St 5 mg wit. C/jajo w 13 dniu inkubaciji 3 x40 3x10
D1-C10 BK, Ki, St 10 mg wit. C/jajo w 13 dniu inkubaciji 3 x40 3x10
K2 BK, Ki, St sél fiziologiczna w 20 dniu inkubacii 3 x40 3x10
D2-C5 BK, Ki, St 5 mg wit. C/jajo w 20 dniu inkubaciji 3x40 3x10
D2-C10 BK, Ki, St 10 mg wit. C/jajo w 20 dniu inkubaciji 3 x40 3x10
Ogodtem jaj, sztuk 840 10
Ogodtem ocena jokosci tuszek i miesa, sztuk 210

Fot. 1. i 2. Przygotowanie jaj do iniekcji i ocena wskaznikéw wylegowosci gesi z poszczegdinych grup
doswiadczalnych (R. Zwierzynski)

Jaja w wybranym dniu inkubaciji przeswietlono w celu obrysowania krawedzi komory po-
wietrznej, po czym po dezynfekcji przy uzyciu mikrosilnika z rekawem protetycznym (SUNBURST
micro-motor) nawiercono otwér w skorupie, nie przektuwajgc bton podskorupowych (Fot. 1).
Nastepnie po kolejnej dezynfekcji delikatnie przy pomocy mikropipety wprowadzono do ko-
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mory powietrznej $wiezo przygotowany roztwor witaminy C (Acidum ascorbicum, surowiec far-
maceutyczny, proszek) w odpowiednie] dawce. Otwdr w skorupie zabezpieczono ciektq pa-
rafing, a jaja umieszczono z powrotem w aparacie wylegowym.

Zebrano dane dotyczgce wynikdw wylegowosci jaj (Fot. 2) i obliczono m.in.: procentowy
stosunek jaj przetozonych i zarodkdw zamartych do jaj natozonych oraz jaj niewylezonych do
przetozonych, procentowy stosunek pisklgt kalekich i padtych do jaj przetozonych, procentowy
stosunek jaj wylezonych do natozonych i przetozonych oraz sredniqg mase pisklgt (Wykr. 11i2).

95 120

90
110 \/\/\

0. ‘ m
80

75 . 90
e Kielecka Stowacka e Kiclecka Stowacka
70 e=t3cznie === Biata kotudzka 80 em—t 3CZNiE @ Biata kotudzka
% KO K1 D1-C5 D1-C10 K2 D2-C5 D2-Ci10 g KO K1 D1-C5 D1-C10 K2 D2-C5 D2-C10
Wykr. 1. Procentowy stosunek jaj wylezonych Wykr. 2. Masa (g) pisklat wylezonych
do jaj natozonych w poszczegéinych z doswiadczalnych jaj w poszczegdinych
grupach doswiadczalnych gesi grupach doswiadczalnych gesi

Gagsieta z ostatniego iniekowanego naktadu zwazono indywidulnie i przeseksowano
metodq japonskqg (przez wynicowanie steku). Wybrano po 5 samcdw i 5 samic z kazdej grupy
doswiadczalnej kazdej z trzech ras/rodéw, tgcznie po 210 gesi i wstawiono do odchowu.
Przeprowadzono 17-tygodniowy odchdw gesi (konwencjonalny tucz owsiany). Zwazono ptaki
po 8.1 12. tygodniu odchowu oraz przed ubojem i okreslono srednie wyniki masy ciata gesi
(Tab. 2). Po 12. tygodniu przeprowadzono pomiary zoometryczne podstawowych cech:
dtugos¢ przedramienia i grzbietu mostka oraz grubo$¢ miesni piersiowych.

Po zakohczonym odchowie gesi ubito. Ubdj i obrébka poubojowa wszystkich
dos$wiadczalnych grup gesi przeprowadzono w okrelonych i takich samych warunkach
technologicznych. Tuszki zwazono przed schtodzeniem (tuszka ciepta) i po schtodzeniu oraz
24-godzinnym przechowywaniu w chtodni (tuszka zimna). Na podstawie uzyskanych mas wyli-
czono wydajnos¢ rzeznq, tj. procentowy stosunek masy tuszki do masy ciata przed ubojem.

Wszystkie wyniki przeprowadzonych badan aktualnie sg w trakcie obliczehn statystyki
matematycznej. Po uwzglednieniu tych danych, wyniki zostang szczegdétowo omdwione
i opracowane. Pozwolg one okreilic efektywnos$¢ zastosowanych dawek witaminy C oraz
wskazac¢ optymalny okres embriogenezy do przeprowadzenia iniekcji w celu uzyskania
najkorzystniejszych wskaznikdw wylegowosci i uzytkowosci gesi w poszczegdlnych grupach
genetycznych.

Cato$¢ badan wykonywano w Stacji Zasobdw Genetycznych Drobiu Wodnego
w Dworzyskach, IZ PIB ZD Kotuda Wielka.
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Tab. 2. $rednia (x) i odchylenie standardowe (SD) masy ciata gesi po 8., 12.i 17. tygodniu odchowu

Grupa gesi Grupa
KO ki | p1-c5 | picio k2 | D2-c5 | D2-C10
Masa ciata po 8. tygodniu, g
Biata Kotudzka® | x 4722 4589 4658 4657 4565 4675 4670
SD 559.0 470,0 309.3 350,0 363,7 394,3 276.8
Kielecka X 3197 3128 3216 3236 3123 3295 3342
SD 392,6 176,3 292,0 3121 314,7 2271 352,3
Stowacka X 3406 3351 3613 3496 3349 3517 3509
SD 339.1 237.6 270,0 253,1 225,4 201,7 237.7
tagcznie X 3775 3689 3829 3796 3679 3829 3840
SD 4394 334,2 290,3 307,0 305,0 287,0 293,1
Masa ciata po 12. tygodniu, g
Biata Kotudzka® | x 6772 6573 6819 6735 6717 7132 7037
SD 791,0 549.,5 593,0 603,3 921,6 680,6 515,3
Kielecka X 4399 4226 4415 4331 4311 4456 4526
SD 358,6 2451 3133 531,3 470,8 354,0 5193
Stowacka X 4874 4618 4844 4730 4743 5004 4968
SD 459,2 3100 460,0 339.8 369.3 439,0 396,0
tgcznie X 5348 5139 5359 5265 5257 5531 5010
SD 558,5 405,3 469,5 500,4 628,3 511,6 480,4
Masa ciata po 17. tygodniu (przed ubojem), g
Biata Kotudzka® | x 7314 7012 7216 7180 7227 7494 7433
SD 903,3 555,0 968,3 720,0 527,7 707,1 523,8
Kielecka X 4657 4499 4681 4668 4545 4674 4757
SD 312,0 371,2 372,7 754,1 604,7 664,7 6577
Stowacka X 5014 4886 5022 4926 4906 5126 5108
SD 798.4 545,7 7511 420,5 529,2 502,6 405,0
tgcznie X 5662 5516 5670 5592 5559 5765 5766
SD 7148 510,5 739.5 634,7 552,8 628.,8 547,0

Zadanie 04-12-01-11
Ocena rozwoju zarodkowego piskiqt oraz produkcyjnosci kurczgt w aspekcie stosowania
metody in ovo oraz réznych zabiegéw technologicznych
Kierownik zadania: dr inz. Ewa Sosndwka-Czajka

W biezgcym roku rozpoczeto badania w ramach zadania dotyczqgcego oceny rozwoju
zarodkowego piskigt oraz produkcyjnosci kurczgt w aspekcie stosowania metody in ovo oraz
réznych zabiegdw technologicznych, ktérych celem jest ocena wptywu dodatku ekstraktu
pytku pszczelego podanego in ovo na rozwdj zarodkowy, rozwdj uktadu pokarmowego pisklgt
oraz wyniki produkcyjne kurczgt brojleréw.

Zrealizowano | etap badan, ktérego celem byto okreslenie wptywu manipulacji technikg
in ovo na przebieg klucia, a takze ocena jakosci wylezonych piskigt oraz rozpoczeto badania
w ramach etapu I, ktérego celem byto okreslenie najbardziej efektywnych dawek pytku
pszczelego podanego w formie ekstraktu metodq in ovo na podstawie wynikdw wylegowosci,
analizy parametrow biochemicznych krwi pisklgt oraz wynikdw produkcyjnych kurczgt
brojleréw.

Doswiadczenie zreadlizowano na 204 jajach wylegowych pochodzgcych od
38-tygodniowego stada reprodukcyjnego brojleréw Ross 308. Jaja wazono indywidualnie,
a ich Srednia masa wynosita 65,6 g (miedzy 63,4 a 67,9 g). Jaja inkubowano zgodnie ze
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standardowymi praktykami wylegarni (T=37,7°C, RH=55%) i automatycznie obracano co dwie
godziny w inkubatorze Fest Mini IV. W 18. dniu inkubacji jaja zwazono w celu oznaczenia utraty
masy jaj podczas inkubacji i przeswietlono, aby wyeliminowaé jaja niezaptodnione
i zawierajgce zamarte zarodki. Jaja z zywymi zarodkami podzielono losowo na cztery grupy:
pierwsza kontrolna (bez manipulaciji), w drugiej grupie przeprowadzono dehermetyzacje
skorupy, w trzeciej grupie wykonano iniekcje do komory powietrznej jaja, a w grupie czwartej
przeprowadzono iniekcje do ptynu owodniowego zarodka. W ramach iniekcji podano 0,5 ml
0.9% roztworu NaCl. Po przeprowadzeniu iniekcji luka zostata zalepiona tasmg Parafilm®, a jaja
przeniesiono do koszy wylegowych.

W 1. dniu zycia piskleta zwazono. Nowowyklute piskleta oceniano na podstawie wyglgdu
zewnetrznego ptakdw za pomocqg 100-punktowej skali (Tonaiin., 2003).

Nie zaobserwowano wptywu iniekcji in ovo na réznice w ubytku masy jaj w stosunku do
jaj niepoddanych temu zabiegowi (Tab. 1). Wyjgtek stanowi grupa 4., w ktérej stwierdzono
najnizszy procent utraty wody (8,5%). Najnizszg wylegowo$¢ z jaj natozonych stwierdzono
w grupie 2., a najwyzszg w 3. Rdznica miedzy wspomnianymi grupami wynosita 12 p.p. Z kolei,
najwyzszg $Smiertelnos¢ zarodkdw miedzy 18. a 21. dobqg inkubacji zaobserwowano w grupie
konftrolne;.

Wptyw miejsca iniekcji in ovo na jako$¢ pisklat jednodniowych przedstawiono w Tab. 2.
Dla oceny jakosci ptakdw postuzono sie nastepujgcymi wskaznikami: masg ciata oraz liczbg
punktéw wg Tona i in. (2003). Zastosowane czynniki doswiadczalne nie wptynety istotnie
statycznie na mase ciata pisklgt oraz punktacje ,, Tona score”.

Tab. 1. Wyniki legu jaj i wylegu pisklat. Doswiadczenie 1.

Grupa
Liczba jaj natozonych (szt.) 51 51 51 51
Masa jaj przed natozeniem (g) 66,16 1,11 65,36 +0,74 65,45+ 1,49 65,29 +1,92
Masa jaj w 18 dobie inkubaciji (g) 60,05 £+ 1,32 59,34 £ 1,21 59,50+ 1,71 59,74 £ 0,84
Utrata wody % 9.24 9,20 9.10 8,50
Jaja niezaptodnione 0 1 0 1

0 2,0 0 2,0
Zarodki zamarte miedzy E1- 6 3 4 8
E18 31 1,5 2,0 4,1
Zarodki zamarte miedzy E18- 11 6 7 8
E21 56 31 3.6 4,1
Wylag pisklat z jaj natozonych (%) 66,7 60,78 78,4 66,7
Wylag pisklat z jaj zaptodnionych 66,7 66,0 78,4 66,0

(%)

Srednie + SD

Tab. 2. Wplyw miejsca iniekcji in ovo na jakosé pisklgt jednodniowych. Doswiadczenie 1.

Tona score (pkt.)

Masa ciata (g)

49,07 £0,63 96,52+ 1,14
48,10+ 0,60 98.87 £0.,51
49,19 £0,43 89,90+ 6,35
47,50 +£ 0,60 97.64 +0,67
0.32 0.71
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Zadanie 04-12-03-11
Monitoring wystepowania miopatii miesnia piersiowego w stadach szybko i wolno rosnqgcych
kurczqt z okresleniem wptywu na wydajnosé poubojowq oraz sensoryczngq i technologiczng
jakosé miesa
Kierownik zadania: dr hab. Katarzyna Pottowicz
Celem zadania jest rozpoznanie ewentualnych miopatii i wad miesa szylbko i wolno rosngcych
kurczgt rzeznych, okredlenie fizykochemicznych i sensorycznych parametréw miesa i skorelo-
wanie ich wystepowania z pochodzeniem genetycznym ptakdw, przyrostami masy ciata,
umiesnieniem i budowq mikroskopowaq miesni.

Celem etapu byta identyfikacja i charakterystyka miopatii ,,white stripping” (,,biatych
smug”) mieénia piersiowego w stadach szybko i wolno rosngcych kurczat.

Materiat doswiadczalny stanowity szybko i wolno rosngce kurczeta rzezne reprezentu-
jagce rézne, dostepne w Polsce, linie genetyczne (Ross 308, Cobb500, Hubard Flex ora Hubbard
JA 957). Piskleta zakupiono w komercyjnym zaktadzie wylegu drobiu i odchowano w Doéwiad-
czalnej Fermie Drobiu w Aleksandrowicach. Jednodniowe, oznaczone indywidualnymi nume-
rami piskleta (1600 szt.) przydzielono do czterech grup (po 400 szt. w kazdej) i umieszczone
w przedziatach na gtebokiej scidtce.

Szybko rosngce kurczeta brojlery odchowywano do 42. dnia zycia, natomiast dtugose
odchowu wolno rosngcych kurczat rzeznych wynosita 56 dni. Ptaki zywiono do woli jednako-
wymi, petnoporcjowymi mieszankami paszowymi.

Na koniec doswiadczenia, w 42. dniu zycia (kurczeta szybko rosngce) oraz w 56. dniu
zycia (kurczeta wolno rosngce) wybrano do uboju (ubdj A) po 40 kurczgt z grupy (kurczeta
szybkorosngce) i 100 kurczat (Hubbard JA957). W celu oceny catego stada kurczgt pod wzgle-
dem czestotliwosci wystepowania badanej wady w 44. dniu odchowu (kurczeta szybko ro-
sngce) i 58. dniu odchowu (kurczeta wolno rosngce) przeprowadzono kolejny ubdj kurczat.
tgcznie w catym doswiadczeniu oceniono 620 kurczat.

W trakcie odchowu kontrolowano indywidualng mase ciata ptakdw, spozycie paszy oraz
liczbe ptakdéw padtych.

Podczas ubojow przeprowadzonych w 42. (kurczeta szybko rosngce) i 56. dniu zycia (kur-
czeta wolno rosngce) od wszystkich ptakdw pobrano krew w celu oznaczenia wybranych bio-
chemicznych parametréw krwi: wskaznikdw lipidowych, biatka catkowitego i glukozy. Od tych
samych ptakdédw pobrano prébki do badan histologicznych. W ciggu 15 minut po uboju
z miednia piersiowego, powierzchniowego (pectoralis superficialis) pobrano wycinki, ktére na-
stepnie zamrozono w ciektym azocie. Do czasu wykonania badan prébki przechowano w za-
mrazarce w temperaturze -80°C.

Wszystkie ubite 42-dniowe i 56-dniowe ptaki (odpowiednio kurczeta szybko rosngce
i wolno rosngce) poddano ocenie wydajnosci poubojowej, jakosci tuszki i fizykochemicznych
cech miesa. W 15 minut po uboju w mieéniu piersiowym (pectoralis superficialis) okre$lono kwa-
sowos¢ poczgtkowq miesa za pomocg pH-metru CyberScan10, wyposazonego w szklang
elektrode. Badanie kwasowosci powtdrzono po 24-godzinnym schtodzeniu tuszek w tempera-
turze 4°C, a tuszki poddano uproszczonej andlizie rzeznej.

Wypreparowane mieénie oceniono pod kgtem defektu ,white stripping” i przydzielono
do grup w zalezno$ci od braku lub obecnosci wady z uwzglednieniem stopnia jej nasilenia: 0 —
brak wady, I, Il, lll - odpowiednio: mate, srednie, duze nasilenie wadly.

Miesnie piersiowe kurczgt poddano ocenie wybranych wskaznikéw jakosci: barwy w skali
L*a*b* (Minolta CR 310), wycieku swobodnego oraz strat termicznych na podstawie ubytku
masy miesni podczas gotowania. Ponadto przy pomocy aparatu Instron 5542, wyposazonego
w tréjkatny ndz (Warner-Bratzler), przeprowadzono ocene maksymalnej sity ciecia. Oceniono
réwniez wybrane parametry tekstury miesa (TPA) na podstawie testu podwdjnego Sciskania.
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Pobrano takze probki w celu oznaczenia podstawowego sktadu chemicznego miesa:
suchej masy, biatka ogdlnego, ttuszczu surowego, popiotu surowego, zawarto$ci cholesterolu
oraz okreslenia profilu wyzszych kwaséw ttuszczowych w ttuszczu miesniowym.

Ocenie nasilenia miopatii poddano miesnie piersiowe wszystkich ubitych szybko i wolno
rosngcych ptakdw.

Badania wykazaty znaczne réznice w czestotliwoscii nasileniu wystepowania wadly ,,bio-
tych smug"” w mieéniach piersiowych kurczqgt brojlerow w zaleznosci od ich genetycznego po-
chodzenia. Istotnie wiekszg czestotliwo$¢ wystepowania tej miopatii stwierdzono w stadach 42-
dniowych kurczgt szybko rosngcych w poréwnaniu z 56-dniowymi wolno rosngcymi brojlerami.
Omawiana wada miesni piersiowych wystepowata ze zblizong czestotliwodciq w stadach
wszystkich szybko rosngcych kurczgt Ross 308, Hubbard Flex i Cobb 500. Miesnie piersiowe
wolne od tej wady wystgpity zaledwie u okoto 12% ptakdw. W wiekszosci przypadkdw biate
smugi wystepowaty w matym nasileniu, jednak 7,5% — 10% badanych miesni piersiowych kur-
czagt nalezgcych do poszczegdinych grup genetycznych przejawiato $Srednie nasilenie tej
wady. Najkorzystniejsze wyniki pod tym wzgledem uzyskano w grupie 56-dniowych wolno ro-
sngcych kurczat JA 957. U ptakdw tych przypadki miesni piersiowych o niskim nasileniu wady
biatych smug objety zaledwie w 15% stada, za§ 85% miesni nie wykazywata tej wady. W mie-
Sniach piersiowych zadnej z badanych grup genetycznych kurczgt brojlerdéw nie stwierdzono
przypadkdw duzego nasilenia miopatii biatych prgzkéw.

W nastepnym etapie badan wyodrebnione grupy miesni piersiowych kurczgt zostang
scharakteryzowane pod wzgledem mikrostruktury, sktadu chemicznego oraz cech fizykoche-
micznych.

Zaklad Hodowli Owiec i Koz

Kierownik: dr inz. Jan Knapik

Zadanie 01-13-01-11
Badania jakosci miesa pochodzgcego od przezuwaczy (krowy, owce, kozy) ras objetych
programem ochrony zasobéw genetycznych z wykorzystaniem technik olfaktometrii
Kierownik zadania: dr hab. Aldona Kawecka

Celem badan byto okreslenie cech jako$ciowych miesa, pochodzgcego od przezuwaczy

(owce, kozy, bydto) wybranych ras rodzimych, objetych programem ochrony zasobdéw gene-

tycznych, ze szczegdlnym uwzglednieniem badania zwigzkdéw lotnych odpowiedzialnych za

walory smakowo-zapachowe miesa. Badania pozwolg na petniejszg charakterystyke produk-

téw pochodzenia zwierzecego, a w przysztosci mogq by¢ pomocne w ocenie autentycznosci

produktéw tradycyjnych pochodzgcych od ras rodzimych.

Realizacja zadania uwzgledniata trzy cele szczegdtowe:

I.  Badania jakoscijagnieciny pozyskiwanej od owiec rodzimych ras z wykorzystaniem technik
olfaktometrii.

ll.  Charakterystyka jakosci miesa kdz wybranych ras wystepujgcych w Polsce w tym objetych
Programem Ochrony Zasobdw Genetycznych z wykorzystaniem technik olfaktometrii.

.  Zalezno$¢ miedzy zwigzkami zapachowymi, a ich percepcjg w miesie buhajéw réznych
ras zywionych dawkq ze zwiekszonym udziatem nienasyconych kwaséw ttuszczowych.

W kazdym z celdw zidentyfikowano i oznaczono metodg chromatografii gazowej sprze-
zonej z spektrometrem mas z wykorzystaniem techniki mikroekstrakcji do fazy statej (SPME-GC-
MS), zawartoé¢ lotnych zwigzkdw w miesie po obrdbce termicznej pochodzgcym od owiec ras
wrzoséwka i $winiarka, kozy karpackiej oraz bydta ras simentalskiej i polskiej czerwono-biate;j.

92



Dziatalnosé¢ naukowo-badawcza realizowana w Zakiadach Naukowych

Wykonano rowniez badania olfaktometryczne na wybranych prébkach. Do opracowania wy-
nikdw wykorzystano wielowymiarowe techniki statystyczne, w tym PCA i LDA i okre$lono zdol-
nosci klasyfikacyjne opracowanych modeli statystycznych. W miesie wszystkich gatunkdw
stwierdzono obecnos¢ 102 zwigzkéw lotnych. Zwigzkami wystepujgcymi w najwiekszych ilo-
sciach, tgcznie, w miesie owczym, kozim i wotowym byty: hexanal, 2-pentylfuran, nonanal, oc-
tanal, heptanal, 2-ethylfuran, 3-methylbutanal, 1-octen-3-ol, benzaldehyde i acetone. Najlicz-
niejszymi zwigzkami lotnymi w miesie owczym, kozim i bydta byty aldehydy i weglowodory,
a najwiekszqg klasg pod wzgledem zawartosci substancji lotnych byty aldehydy i furany. Naj-
wieksza zawarto$¢ zwigzkdw lotnych, w tym réwniez siarkowych byta obecna w miesie kdz
(Tab. 1).

Tab. 1. Zawartosé (ng/g) zwiazkéw lotnych w klasach w miesie jagniat, koziotkéw i buhajkéw
oznaczonych wzgledem wzorca kapronianu metylu (methyl caproate); andlizy metodqg
HS-SPME-GC-MS, kolumna ZB-5MSi

aldehydy 28 579.15 1253 374.64
fuorany 5 184.97 387.19 63.03
“akohole 15 45.83 90.85 48.6
‘kefony 14 24.49 69.17 38.18
‘weglowodory 22 20.37 13.5 7.02
zw.siarkowe/azotowe 14 20.24 38.18 17.35
kwasy karboksylowe 2 9.45 7.52 12.41
inne 2 2.15 11.2 3.01
Sume: 02 886.65 1870.6 564.34

v

Fot. 1. Tryczki rasy wrzoséwka i $winiarka

W ramach celu | okreslono cechy jakosciowe miesa, pochodzgcego od tryczkédw rodzimych
ras wrzosdwka i $winiarka, utrzymywanych w systemie pdtintensywnego zywienia oraz w zalez-
nosci terminu uboju. Rasa nie miata wptywu na wyniki tuczu tryczkdw i parametry rzezne oraz
cechy fizykochemiczne miesa. Sposréd ocenianych cech sensorycznych lepszqg kruchosciq od-
Znaczato sie pieczone mieso Swiniarki. Mieso wrzosdwek zawierato natomiast wiecej kwaséw
wielonienasyconych (PUFA), frakcji PUFAN-3. Wiek jagnigt (terminu uboju) miat wptyw ma nie-
ktére wtasciwosci fizykochemiczne miesa pH, jasno$¢ barwy (L*). W ttuszczu srddmiesniowym
wrzoséwek mtodszych udziat frakcji PUFA n-3 byt wyzszy, zawarto$¢ izomerdw CLA byta wyzsza
W grupie wrzoséwek starszych. W ocenie organoleptycznej nie stwierdzono réznic miedzy gru-
pami w odniesieniu do barwy pieczonego udzca, zapachu, soczystoscii smaku.

W ocenie chemometrycznej okre$lono 9 zwigzkdw lotnych miesa réznicujgcych grupy
owiec: zwigzkiem najlepiej opisujgcym réznice miedzy rasami byt 1,3-octadiene. Najbardziej
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réznicujgcymi  zwigzkami  lotnymi ze wzgledu na  wiek zwierzgt byty: benzaldehyde,
1,3-exadiene, 3-ethyl-2-methyl-, phenylacetaldehyde oraz (E)-2-octenal.

Scatterplot
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Rys. 1. Wykres punkiowy PCA-LDA w przesirzeni dwuwymiarowej w oparciu
o dane spekiralne 29 zwiqzkéw lotnych miesa dziewieciomiesiecznych owiec
rasy Swiniarka (S9) i wrzoséwka (W9) oraz siedmiomiesiecznych owiec rasy
wrzosowka (W7). Analizy metodg HS-SPME-GC-MS, kolumna ZB-5MSi

W celu Il okre$lano jako$¢ tusz i miesa, pochodzgcego od koziotkdw rodzimej rasy kar-
packiej, utrzymywanych w systemie pdtintensywnego zywienia w zaleznosci od terminu uboju
oraz w poréwnaniu z koziotkami rasy saanenskiej z uwzglednieniem analizy zwigzkdw lotnych.
Nie stwierdzono réznic w zawartosci podstawowych sktadnikdw oraz witamin w zaleznosci od
terminu uboju. Mieso koZlgt mtodszych zawierato wiecej kwasdw MUFA, natomiast starszych
wiecej wielonienasyconych (PUFA), w tym frakcji PUFA n-6. W ocenie organoleptycznej pieczo-
nego udzca koziotkdw karpackich réznych grup wiekowych wyzsze wartoéci uzyskano dla
grupy zwierzgt starszych. Ich mieso byto ciemnigjsze, bardziej] aromatyczne, bardziej kruche
i soczyste. Mimo wyzszych warto$ci parametréw tuczu dla koZlgt saanenskich, straty ubojowe
byty nizsze w grupie kozlgt karpackich. Nie stwierdzono réznic w wydajnosci rzeznej, ktéra dla
obu ras byta wysoka (Tab. 2).

Tab. 2. Wyniki tuczu i parametry rzezne

O

4



Dziatalnosé naukowo-badawcza realizowana w Zaktadach Naukowych

W miesie kozim kluczowymi zwigzkami zapachowymi, oznaczonymi metodg chromato-
grafiigazowej sprzezonej z olfaktometrig, byty y-caprolactone, acetylpyrrole, 2-ethyl-3,5-dimet-
hylpyrazine i 2 acetylthiazoline. Mieso z tusz zwierzgt w wieku 101 12 miesiecy odrézniaty: carbon
disulfide, ethylbenzene, 2,3-octanedione. Mieso kozie zawierato najwieksze iloSci zwigzkdw lot-
nych w poréwnaniu do pozostatych gatunkdw.

Fot. 2. Kozy rasy karpackiej w ZD IZ PIB Odrzechowa sp. z o.0.

Tab. 3. Zawartosci (ng/g, P<0.05) 7 zwiqzkdw lotnych réznicujgcych 2 grupy wiekowe koziotkéw karpac-
kich. Zwigzki oznaczone * rézniq sie wysoce istotnie (P<0.01). Analizy wykonane metodq HS-SPME-GC-
MS, kolumna ZB-5MSi

Zwigzek lotny ng/g ng/g
K10 K12
acetaldehyde 20.97 12.19
carbon disulfide * 1.88 0.40
butanal 0.22 0.56
ethylbenzene * 0.08 0.18
1-acetyloxy-2-propanone 1.19 0.18
1-octen-3-ol 23.75 45.51
2,3-octanedione * 4.17 10.75

W ramach celu lll okreslono wptyw rasy i zywienia bogatego w wielonienasycone kwasy
ttuszczowe na wyniki zdolnosci opasowej, wartosci rzeznej i jakosci miesa buhajkdw z uwzgled-
nieniem analizy lotnych substancji zapachowych iich wptywu na ocene sensoryczng miesa.
Stwierdzono, ze buhajki rasy simentalskiej charakteryzowaty sie wyzszg masg kohcowqg w po-
réwnaniu do rasy polskiej czerwono-biatej. Srednia waga zwierzgt przed ubojem wynosita
okoto 631,5£15,0 kg, a Srednia waga tusz po wychtodzeniu okoto 352875 kg. Nie stwierdzono
réznic statystycznie istotnych w zakresie wydajnosci rzeznej miedzy badanymi rasami ani masy
wyrebdw wartosciowych (Tab. 4). Udziat wyrebdw warto$ciowych byt stosunkowo wysoki i wy-
nosit ponad 60% niezaleznie od rasy i zywienia. Nie stwierdzono rdéznic w pozostatych sktadni-
kach podstawowych miesa. Profil kwasdw ttuszczowych nie réznit sie miedzy rasami. Wprowa-
dzenie do dawki pokarmowej dla buhajkdéw makuchu Inianego spowodowato wzrost zawar-
tosci PUFA, zardwno n-6 jak i n-3 kosztem SFA oraz MUFA. Rdznice statystycznie istotne odnoto-
wano w zawarto$ci kwasdéw C18:2, n-6, C18:3, n-3, dzieki czemu odnotowano korzystng ten-
dencje stosunku kwasdw rodziny n-6 do n-3, obserwowano réwniez korzystne tendencje spad-
kowe w odniesieniu do indeksu aterogennosci.
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Tab. 4. Wskazniki wartosci rzeznej buhajkow rasy polskiej czerwono-biatej oraz simentalskiej w zaleznosci
od zastosowanego zywienia

571 561 562 567 ns ns
616,5 646.,6 626,8 638.4 ns ns
55,0 55,9 54,84 56,05 ns ns
170,3 181,1 173.6 178,66 ns ns
108,05 114,0 109, 7 112,83 ns ns

IR —rasa polska czerwono-biata, SM - rasa simentalska, K — dawka kontrolna, D — dawka doswiadczalna
z makuchem Inianym, ns — brak.

Zwigzkami lotnymi w miesie wotowym w kolejnosci od najwiekszej do najmniejszej zawar-
todci byty: 2-butanone, hexanal, acetone, 2-pentylfuran, 3-methylbutanal, acetaldehyde, 2-
methylbutanal oraz nonanal (Rys. 2). Substancjami réznicujgcymi rasy byty 5-undecene, 9-met-
hyl i heptadecanal, natomiast w grupie gdzie zastosowano wiekszg dawke zrédet kwaséw n-3
stwierdzono nizszy udziat w profilu zwigzkdw zapachowych: kwasu octowego i wyzszy aldehydu
kaprylowego (octanalu) oraz brak obecnosci 3-ethylooctanu.

113,1 111,8
120,0

s
80,0

60,0 : 40,2
40,0 “

20,0 |

0,0

Rys. 2. Zwiqzki lotne o najwiekszej zawartosci (powyzej 10 ng/g) w stekach z grupy D
(ng/g. srednie zawartosci orientacyjne)

Niniejsze zadanie pozwolito poznac sktad LZO w miesie przezuwaczy po obrébce termicz-
nej. W przysztosci zaktada sie stworzenie profili LZO w réznych produktach pochodzenia zwie-
rzecego w zaleznosci od gatunku, rasy, ptci, regionu, sposdb chowu i zywienia, co moze takze
pomdc w potwierdzaniu ich autentycznosci. Badania tego typu uzupetniq badania senso-
ryczne i ocene jakosci tych produktow.

O
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Zadanie 01-13-03-11
Charakterystyka zréznicowania genetycznego matej
populacji na przyktadzie rodzimej rasy kéz karpackich
Kierownik zadania: dr hab. Aldona Kawecka

Niewielka liczebnos¢ populacji rodzimych ras takich jak koza karpacka stwarza zagrozenie
wzrostu zinbredowania i zwigzanych z tym niekorzystnych zmian w kondyciji i produkcyjnosci
zwierzgt. Ze tego wzgledu wskazane jest monitorowanie zmian przy uzyciu réznych narzedzi,
zarbwno metod klasycznych jak i nowoczesnych technik biologii molekularnej.

Celem zadania bedzie stworzenie bazy rodowodowej catej populacji kéz karpackich
tak, aby mozliwa byta charakterystyka rasy dotyczqca jej uzytkowosci. Rdwnolegle do tych
zadan przeprowadzona zostanie analiza polimorfizmu sekwenciji mikrosatelitarnych. Celem ni-
niejszego projektu bedzie rowniez okreslenie mozliwosci wykorzystania polimorfizmu gendw bia-
tek mleka kéz karpackich w ocenie przydatnosci technologicznej i dietetycznej surowca.

W roku sprawozdawczym rozpoczeto tworzenie bazy danych; obecnie tfrwa praca nad
wypetnieniem bazy i usunieciem ewentualnych bteddw. Dane te sg niezbedne przy tworzeniu
specjalistycznego programu (aplikacji) o nazwie roboczej ,,KOZY" przeznaczonej m.in. do ob-
stugi ksigg hodowlanych kéz karpackich oraz wspomagania prowadzonych prac hodowla-
nych. W ramach przygotowah do przewidzianych analiz polimorfizmu sekwencji mikrosatelitar-
nych, pobrana zostata krew od kdz karpackich i obecnie przygotowywane sq odczynniki do
tych analiz. Zakupione zostaty m.in. startery, niezbedne w planowanych analizach polimorfi-
zmu sekwencji mikrosatelitarnych zalecanych przez ISAG do kontroli pochodzenia kdz. W celu
oceny mozliwosci produkcyjnych rodzimej rasy kéz karpackich, utrzymywane w ZD IZ PIB Od-
rzechowa sp. z 0.0. kozy poddano indywidualnej kontroli mlecznosci, podczas ktérej pobrano
préby mleka do analiz podstawowego sktadu i liczby komdrek somatycznych. Dane zebrane
od stada na przestrzeni laktacji pozwolity stwierdzi¢, ze Srednia dtugos¢ doju wyniosta 220 dni,
podczas ktérego pozyskano srednio 300 litréw mleka od kozy. Wydajnos¢ ttuszczu oszacowano
na 10,6 kg, a biatka na 9,4 kg. Nie stwierdzono wptywu wieku kéz oraz ich produkcyjnosci na
zawarto$¢ komérek somatycznych w mieku.

Utworzono liste raportdw, ktére bedg generowane z bazy danych, dotyczgcej catej populacii
kdz karpackich:

e uzytkowos¢ rozptodowa,
e rozktad terytorialny,

e Srednia wielko$¢ stada,

e Uzytkowo$¢ mleczna,

e Uzytkowo$¢ miesna.

Stworzony program ma spetniaé nastepujace

funkcje:

e generowanie $wiadectw wpisu do ksigg
karpackich,

e wyliczanie wspdtczynnika inbredu,

e dobdr osobnikdw do kojarzeh.

S :
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Fot. 1. Koziof rasy karpackiej

Réwnolegle do tych zadah przeprowadzona zostanie analiza polimorfizmu sekwenciji mi-
krosatelitarnych. W ramach tych dziatan pobrana zostata krew od kéz karpackich i obecnie
przygotowywane sq odczynniki niezbedne do tych analiz. Zakupione zostaty startery (Tab. 1),
niezbedne w planowanych analizach polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych, zalecanych
przez ISAG do kontroli pochodzenia kéz (www.isag.us/Docs/AppGenSheepGoat2017).

97



Dziatalnosé naukowo-badawcza realizowana w Zaktadach Naukowych

Tab. 1. Startery niezbedne w planowanych analizach polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych

ISAG caprine microsatellite (STR) panel

Marker Forward primer sequence (5'-3") Reverse primer sequence (5°-3) Fragment sizes in bp (samples CT 2015-16)
CSRD247 GGACTTGCCAGAACTCTGCAAT CACTGTGGTTIGTATTAGICAGG 216-240
ILSTS008 GAATCATGGATTTTCTGGGG TAGCAGTGAGTGAGGTTGGC | 174182
ILSTS19 AGGGACCTCATGTAGAAGC ACTTTTGGACCCTGTAGTGC 146-152
ILSTS87 AGCAGACATGATGACTCAGC CIGCCTCTTTTICTTGAGAGC 133-151
INRADOS TTCAGGCATACCCTACACCACATG AAATATTAGCCAACTGAAAACTGGG 115-121
INRADOS AGGAATATCTGTATCAACCGCAGTC CTGAGCTGGGGTGGGAGCTATAAATA | 107-123
INRAD23 GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC TAACTACAGGGTGTTAGATGAACTC 195-215
INRADG3 GACCACAAAGGGATTTGCACAAGC AAACCACAGAAATGCTTGGAAG 171-177
MAFE5S AAAGGCCAGAGTATGCAATTAGGAG CCACTCCTCCTGAGAATATAACATG 117-135
MCMms27 GTCCATTGCCTCAAATCAATTC AAACCACTTGACTACTCCCCAA 152-164
OARFCB20 GGAAAACCCCCATATATACCTATAC ARATGTGTTTAAGATTCCATACATGIG | 95-105
 SRCRSPS GGACTCTACCAACTGAGCTACAAG TGAAATGAAGCTAAAGCAATGC 163-179
SRCRSP8 TGCGGTCTGGTTCTGATTTCAC CCTGCATGAGAMGTCGATGCTTAG 220-240
SRCRSP23 TGAACGGGTAAAGATGTG TGTTTTTAATGGCTGAGTAG 77-103

W ramach celu 2. pobrano krew, ktéra przezno-
czona zostanie do badan polimorfizmu gendw biatek
mleka. W celu oceny mozliwosci produkcyjnych rodzi-
mej rasy kdz karpackich, utrzymywane w ZD IZ PIB Od-
rzechowa sp. z 0.0. kozy poddano indywidualnej kon-
tfroli mlecznosci, podczas ktérej pobrano préby mleka
do analiz podstawowego sktadu i liczby komdreksoma-
tycznych. Zmiany zawartos$ci podstawo-wych sktadni-
kéw (%) i wydajnosci w czasie laktacii (I) przedstawiono

na Rys. 1. Fot. 2. Kozy karpackie
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Rys. 1. Zmiany zawartosci podstawowych sktadnikéw (%) i wydajnosci w czasie laktacii (1)

Srednia dtugos¢ doju w stadzie wyniosta 220 dni, podczas ktérego pozyskano $rednio
300 litréw mleka od kozy. Wydajnos$¢ ttuszczu oszacowano na 10,6 kg, a biatka na 9,4 kg.
Dzienna wydajno$¢ mleka wynosita srednio 1,4 kg, o zawartosci 3,4% ttuszczu i 3% biatka. Naj-
wyzszg wydajnosciq dzienng (1,7 kg) mleka i za caty okres doju (400 kg) charakteryzowaty sie
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kozy bedgce w 6 laktacji (Rys. 2). Od samic w tej laktacji uzyskano réwniez najwyzszg wydaj-
no$¢ ttuszczu (14,6 kg) i biatka (13,4 kg), a ich mleko miato najwyzszg zawartos$e ttuszczu (3,6%)
i biatka (3,3%). Nie stwierdzono wptywu wieku kdz oraz ich produkcyjnosci na zawartos¢ komo-
rek somatycznych w mleku.

Il 1] v \Y \ Vi
. ttuszcz (%) biatko (%)  e===wydajnosc ()

Rys. 2. Wybrane parametry uzytkowosci mlecznej kéz karpackich w zaleznosci od wieku

Zaktad Hodowli Drobnego Inwentarza

Kierownik: prof. dr hab. Dorota Kowalska

Zadanie 01-14-01-11
Poprawa efektywnosci chowu zwierzqgt futerkowych
Kierownik zadania: prof. dr hab. Pawet Bielanski

W ramach zadania, w podzadaniu ,Zmiany aktywnosci trawiennej zotgdka i jelit
w okresie wzrostu mtodych krélikdw w zaleznosci od systemy zywienia” przeprowadzono dalsze
badania majgce na celu okredlenie zawartosci lotnych kwasdw ttuszczowych w jelicie slepym
i okreznicy w zalezno$ci od skarmianej mieszanki paszowe;j.

W jelicie Slepym krélikdw podczas fermentaciji produkowane sq lotne kwasy ttuszczowe,
ktére sg najwazniejszym produktem tego procesu. Powstajg gtéwnie w wyniku rozktadu weglo-
wodandw wchodzgcych w sktad komodrek rodlinnych: celulozy, hemicelulozy, pektyn, skrobi
i innych dekstrandw oraz weglowodandw rozpuszczalnych, a takze w wyniku bakteryjnego roz-
ktadu biatek. Lotne kwasy ttuszczowe (LKT) sg waznym zrédtem energii dla krélikdw. W wyniku
fermentaciji aminokwaséw mogqg powstawac rozgatezione kwasy ttuszczowe jok izomastowy
i izowalerianowy, a takze amoniak. Oprécz lotnych kwasdw ttuszczowych i amoniaku produk-
tami fermentacji sq rowniez kwas mlekowy bedgcy jednoczesnie substratem dla bakterii wy-
twarzajgcych LKT, dwutlenek wegla, metan oraz wodér. Jak stwierdzono w badaniach sposéréd
LKT w najwiekszej ilosci wytwarzane sqg zardwno w jelicie Slepym, jak i w okreznicy kwasy: oc-
towy, propionowy i mastowy, a udziat procentowy ich stezerh molowych w tresci jelit oraz wza-
jemne proporcje sq zalezne od rodzaju pobieranej karmy. Profil lotnych kwasdw ttuszczowych
u dorostego krélika zardwno w jelicie Slepym, jak i okreznicy charakteryzuje sie wyrazng prze-
wagg octanu, mniejszq iloscig maslanu i jeszcze mniejszg propionianu (Ryc. 1).
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Jelito Slepe

l

Ryc. 1. Procentowy udziat lotnych kwaséw ttuszczowych wytwarzanych w jelicie slepym krélika
w ogdlnej puli LKT

W jelicie Slepym krélikdw w prowadzonym dos$wiadczeniu tgczna suma lotnych kwaséw
ftuszczowych byta dwukrotnie wieksza niz w okreznicy i wynosita odpowiednio w grupach
76,51 35,8 umol/g zawartosci. W zalezno$ci od skarmianej paszy w jelicie slepym obserwowano
istotne réznice pomiedzy grupami zywieniowymi: kontrolng () i doswiadczanymi (mieszanka
paszowa nattuszczana olejem (ll) i mieszanka paszowa standardowa + dodatek frawy (lll)
w stezeniu kwasu octowego i kwasu mastowego. Rdznice w ogdlnym stezeniu SCFA wystgpity
na poziomie p<0,05 pomiedzy grupamilillialll.

W okreznicy statystycznie potwierdzone réznice stwierdzono jedynie w stezeniu kwasu
izowalerianowego pomiedzy grupami lilll all.

Imiany w zywieniu mogg modyfikowa¢ fermentowalng tre$¢ jelita Slepego,
a w nastepstwie rowniez aktywnos¢ mikroorganizmdw i stabilno$¢ flory bakteryjnej. Pomiar
poziomu kohcowych produkidw fermentacji jest wskaznikiem jakos$ciowym aktywnosci
bakteryjnej w jelicie slepym, od ktérej zalezg kondycja i zdrowie zwierzecia. Zaburzenia
frawienne i stany zapalne jelit u krélikdw sq prawie zawsze zwigzane z zaktdéceniem réwnowagi
w wytwarzanych LKT. Biegunki okresu poodsadzeniowego powodujg zmiany parametrow
fermentaciji u krélikdw, takie jak zmniejszenie ogdlnego stezenia LKT w jelicie Slepym,
zwiekszenie stosunku propianu do masdlanu oraz obnizenie poziomu kwasu mastowego.
Korzystne efekty w prewencji tych schorzeh uzyskuje sie, stosujgc w zywieniu zwiekszong dawke
wtdkna w celu stabilizacji mikroflory jelitowe;.

W ramach celu ,,Zmiany aktywnosci enzymow trawiennych w przewodzie pokarmowym
norek w réznych okresach zywieniowych” przeprowadzono ocene parametrow jakosci skor
norczych pozyskanych w lll etapie badan. W etapie tym czynnikiem doswiadczalnym byto
zywienie dawkqg o zréznicowanym poziomie biatka i prebiotyku oddziatywujgcego na rozwdj
flory bakteryjnej. W grupie kontrolnej zwierzeta zywiono karmg powszechnie stosowang na
fermie, bez udziatu dodatkdw paszowych. W pierwszej grupie do$wiadczalnej uzyto karme
z powszechnie stosowanym udziatem EM z biatka i dodatkiem prebiotyku — 0,2 g/szt./dziennie,
natomiast w drugiej grupie do$wiadczalnej karme ze zwiekszonym udziatem EM z biatka
i dodatkiem prebiotyku — 0,2 g/szt./dziennie. Pomiary wybranych cech uktadu pokrywowego
obejmowaty ocene parametrow fizycznych skdr surowych, tj.: masa, dtugose, szerokose,
powierzchnia i lekko$¢ oraz jakos¢ okrywy wtosowej, ktdérg przeprowadzono w é miejscach
topograficznych skory (kark, pas barkowy, grzbiet, pas biodrowy, bok, brzuch). Ocena okrywy
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witosowej obejmowata parametry futrzarskie pozostajgce w $cistym zwiqzku z ich uzytkowoscig
1]. dtugose, grubosc i gestosc wrosdw puchowych i pokrywowych.

Wielkos¢ skéry futrzarskiej, a wiec jej masa i zwigzana z tym powierzchnia oraz dtugosé
zalezy m.n. od zywienia i warunkdéw utrzymania. Z przekazanych do dalszych badan
futrzarskich skér najwiekszymi parametrami wielko$ci charakteryzowaty sie futerka grupy |l, przy
zachowaniu dobrej lekkosci skor, ktérg okresla masa 1 dm?2.

Grupa | Masa skéry P'U9°§é skéry (cm) Szeroko$¢ | Powierzchnia | Masa 1dm?
(9) catkowita | aukcyjna | ogona (cm) (dm?) (9)

| 2031 112,5 92,5 20,0 20,0 18,5 11,0

1l 224,4 113.7 94,2 19.5 20,0 18,9 11,9

]l 243,2 111.8 92,0 19.8 20,3 18,7 13,0

Pomiary cech uzytkowych okrywy wtosowej okreslajg jej wyglgd zewnetrzny oraz jakosc.
Stwierdzono, ze okrywa wtosowa wszystkich zwierzat charakteryzowata sie wysokq gestosciq
wtoséw puchowych, osiggajac w grupach doswiadczalnych $rednio warto$¢ powyzej
21 tys. wtoséw na 1 cma2.

W kolejnym celu prowadzono, takze na norkach, badania nad poprawq wskaznikéw od-

chowu szczenigt norek poprzez optymalizacje srodowiska. Materiat doswiadczalny stanowito
90 kotnych samic norek odmiany pastel, w pierwszym i drugim roku rozrodu.

Fot. 1. Klatka z wykotnikiem systemu holenderskiego z wktadem i klatka z wykotnikiem
z wkiadem wraz z lejkiem

W prowadzonych badaniach czynnikiem doswiadczalnym byty zréznicowane domki wy-
kotowe dla samic norek oraz zréznicowane Scioty zastosowane w wykotnicach, przeznaczo-
nych dla samic i mtodych norek. Badania wykazaty, ze wskazniki uzytkowosci rozptodowej no-
rek utrzymywanych w okresie wykotéw i odchowu mtodych w klatkach z wykotnikiem z wkta-
dem wraz zlejkiem (grupa ll) byty najwyzsze. Dotyczy to zmniejszenia liczby upadkdw jak zwiek-
szenia Srednigj liczby mtodych odsadzonych od samicy wykoconej 5,36 szt. Z kolei najlepszym
materiatem ciotowym w okresie wykotdw i odchowu mtodych byta stoma pszenna. Dotyczyto
to zmniejszenia liczby upadkdw w okresie odchowu i zwiekszenia Sredniej liczby mtodych od-
sadzonych od samicy wykoconej 5,84 szt. Nieco gorsze wyniki uzyskano stosujgc stome
owsiang.
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Zadanie 01-14-02-11
Wytworzenie polskiej linii syntetycznej krolikow
Kierownik zadania: prof. dr hab. Dorota Kowalska

Celem zadania byto wytworzenie syntetycznych linii ojcowskich (Ch1) oraz syntetycznych linii
matczynych (Ch2) krélikdw w oparciu o rase zachowawczqg popielnianski biaty (PB) i rase ter-
mondzki biaty (TB) oraz opracowanie kryteridw selekcii tych linii w celu poprawy produkcyjnosci
i ekonomiki ferm produkcyjnych.

Kroéliki charakteryzujg sie wysokg ptodnosciq i plennosciqg, wczesnym dojrzewaniem,
szylbkim tempem wzrostu, a takze dobrym wykorzystaniem paszy. Ich mieso ma wysokg warto$é
odzywczq i doskonate walory smakowe, zaliczane jest do mies biatych i dietetycznych. Bogate
w petnowartodciowe biatko, zawiera niewielkg ilo§¢ zardwno ttuszczu, jak i cholesterolu,
dlatego tez cieszy sie duzym zainteresowaniem konsumentdw z bogatych spoteczenstw
europejskich, ktérzy coraz czesciej siegajg po zdrowe produkty.

W Polsce nigdy nie byto tradycji spozywania miesa kréliczego, jednak w ostatnich latach
znajduje ono coraz szersze grono odbiorcéw. Dane z 2009 roku wskazujg, ze statystyczny Polak
spozywat od 0,4 do 0,5 kg/rok miesa kréliczego, w 2017 roku jego spozycie wzrosto do
1,2 kg. Na $wiecie najwyzsze spozycie miesa kréliczego w kg per capita (ok. 4,0-6,0 kg)
notowane jest w regionie Morza Srédziemnego (Algieria, Cypr, Egipt, Francja, Wtochy, Malta,
Portugalia i Hiszpania) oraz w niektérych krajach srodkowoeuropejskich (Belgia, Republika
Czeska, Niemcy i Luksemburg). Oficjalne dane UE na temat konsumpcji miesa kréliczego
wskazujq, ze jego spozycie waha sie w granicach 2,8-3% wsrdd wszystkich spozywanych mies,
rocznie ubija sie okoto 340 min krélikéw.

W trakcie wielu lat praktyki hodowlanej okazato sie, ze w naszym kraju do produkciji
zywca kréliczego najlepiej nadajqg sie rasy Srednie, zaliczane do grupy ras normalnowtosych,
np.: kalifornijskie (K), nowozelandzkie biate (NB) i czerwone (NC), termondzkie biate (TB),
a takze nasza jedyna rodzima rasa popielnianska biata (PB). Cechami wspdlnymi tych ras sq:
wczesne osigganie dojrzatodci rozptodowej, wysoka ptodnosé i plennosé, szybkie przyrosty
dzienne okoto 28-30 g, dobre wykorzystanie paszy, wysoka wydajnos$¢ rzezna i odpowiednie
cechy jakosciowe tuszki. Kréliki w tym typie uzytkowym cechujg sie zwartg budowq ciata,
wydtuzonym i walcowatym tutowiem oraz dobrze umiesnionymi nogami tylnymi. Niemnigj
jednak, nadal najwiekszy procent utrzymywanych w gospodarstwach zwierzgt stanowiq kroliki
bezrasowe.

W krajach UE od wielu lat produkcja miesa kréliczego oparta jest o linie syntetyczne —
Altex, Genia, Jordan, Martini, Sika, Hyla, Hyla 2000, Genia, Hycole, Zica, czy ostatnio bardzo
popularng linie Hyplus wyprodukowang przez francuskg firme genetyczng Grimaud Freres.
Zwierzeta tych linii cechuig sie: szybkim tempem wzrostu mtodych (33-34 g/dzien), intensywno-
$cig rozptodu, duzg ptodnosciq i plennoscig samic, skréconym okresem laktacii, bardzo krétkim
okresem tuczu mtodych (70-75 dni), a takze znaczng wydajnosciq rzezng (57-60%). Przy two-
rzeniu tych linii wykorzystano zjawisko heterozji, objawiajgce sie wybujatosciq okreslonej cechy
U potomstwa w poréwnaniu do rodzicéw. Osobno byty tworzone linie zehskie i osobno meskie.
Pomimo, iz kombinacje stosowanych krzyzowan i udziat ras jest tajemnicqg firmowaq, strzezong
patentem wiadomo, ze przy tworzeniu samic i samcdw stada podstawowego krzyzuje sie ze
sobq kilka ras, z ktérych kazda , doktada” do kohcowego efektu cos swojego, np. zdolnos¢ do
intfensywnego uzytkowania, wysokg plenno$¢, mlecznose, troskliwose, cechy miesne, dobre
wykorzystanie paszy, czy wreszcie duzg potencje i ptodnos¢. Firmy produkujgce syntetyczne
linie sprzedajg na ogdt tylko samice, ktdre sq nastepnie uzytkowane rozptodowo poprzez
sztuczng inseminacje dostarczanym nasieniem, a ich potomstwo przeznaczane jest w catosci
na tucz. Jedynie w doskonatych warunkach fermowych, wtasciwych dla danej linii, kréliki te sg
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w stanie wykazac¢ wszystkie swoje potencjalne mozliwosci — zdolno$¢ do intensywnego uzytko-
wania rozptodowego (6-8 wykotdw w ciggu roku), wysokg ptodnos¢ i plennose (przecietnie
8 sztuk w miocie), wysokie tempo przyrostéw gwarantujgce uzyskanie masy ciata 2,5-2,6 kg
w 70-75 dni. Do tych wtasciwych warunkéw zaliczy¢ nalezy takze odpowiednie zywienie,
oparte na specjalistycznych paszach granulowanych, niestety czesto zawierajgcych antybio-
tyki. Firmy zajmujgce sie wytwarzaniem linii syntetycznych gwarantujg uzyskiwanie reklamowa-
nych efektéw produkcyjnych, jedynie pod warunkiem Scistego przestrzegania przez produ-
centa finalnego wszystkich ich zalecen. Szczegdinie dotyczy to zapewnienia zwierzetom od-
powiednich warunkéw utrzymania, prawidtowego zywienia oraz przestrzegania norm zoohi-
gienicznych.

Jak wiadomo, kazde stado krélikéw podlega ciggtym zmianom polegajgcym na rézni-
cowaniu sktadu osobnikdw poprzez ich usuwanie i zastepowanie innymi, czyli fzw. remontowi
stada. Najczestszq przyczyng usuniecia danego krélika ze stada (pomijajgc upadki) jest spa-
dek jego produkcyjnosci. Jezeli naktady ponoszone na utrzymanie konkretnego krélika sg wiek-
sze od przychoddw uzyskanych ze sprzedazy jego potomstwa, zachodzi koniecznos¢ wymiany
go na innego, lepszego. W stadach, w ktérych liczba zwierzgt jest dostosowana do zdolnosci
produkcyjnej fermy, procent wymiany zwierzgt jest przez caty czas taki sam i mozemy zaplano-
wac ile nowych osobnikdw bedziemy potrzebowali w skali roku. llos¢ ta bedzie wynikata z prze-
cietnego czasu uzytkowania poszczegdinych krélikdw. W dobrze prowadzonych fermach pro-
dukcyjnych przecietny czas uzytkowania jednej samicy waha sie od jednego roku do roku
i frzech miesiecy. Ekonomiczne dokonywanie zakupu krélikéw jest uzasadnione tylko przy ko-
niecznosci wprowadzenia ,nowej krwi" do stada, w sytuacii kiedy wszystkie nasze zwierzeta sqg
juz ze sobg spokrewnione. W przypadku linii syntetycznych nalezy pamietad, ze urodzona mto-
dziez nadaje sie tylko i wytgcznie do uboju, a zwierzeta na remont stada muszqg by¢ zakupione
z zewnagtrz. Hodowcy podpisujgcy umowe z firmami oferujgcymi linie syntetyczne zobowigzani
sq do zakupu zwierzgt stada podstawowego u nich, niejednokrotnie po wyzszych cenach niz
przy pierwszym zakupie. Bardzo czesto tez zawarta umowa dotyczy zakupu paszy, czy nawet
szczepionek. Nalezy pamietac rowniez o tym, ze najlepsze efekty hodowlane i ekonomiczne
uzyskuje sie od zwierzgt urodzonych na fermie, a proces aklimatyzacji zakupionych sztuk wynosi
niejednokrotnie od 3 do 6 miesiecy. Stgd najlepszym rozwigzaniem bytoby pozostawianie na
remont stada wtasnych sztuk. Takg wtasnie mozliwos¢ chcieliimy pozostawi¢ hodowcom
w przypadku tworzonych linii.

Duze mozliwosci biologiczne tego gatunku zwierzat nie oznaczajq, ze w chowie fermo-
wym uzyskuje sie tak znaczng liczbe kréliczgt od samicy. Lliczba krélikéw urodzonych
i odsadzonych od samicy z miotu uzalezniona jest od wielu czynnikdw, miedzy innymi od: rasy,
zdolnosci produkcyjnej stada, pory roku, wieku samicy przy pierwszym kojarzeniu, terminu krycia
po wykocie, dtugosci uzytkowania rozptodowego, zywienia oraz stosowanych metod rozptodu
i technologii produkcii. Zalezno$¢ miedzy doborem zwierzgt do stada a wynikami produkcyj-
nymi jest obecnie priorytetowym kierunkiem badan w krajach o wysoko rozwiniete] hodowli
tego gatunku zwierzgt. Jest to wynikiem zaréwno kresu mozliwosci intensyfikacii produkcii po-
przez optymalizacje zywienia, jak i stosowania nowoczesnych technologii produkcii. W Polsce,
jak do tej pory nie wytworzono zadnej linii syntetycznej krélikéw, stgd hodowcy zmuszeni sg
sprowadzac te kréliki gtdwnie z Francji, Niemiec i Wtoch, dlatego tez w Instytucie Zootechniki
PIB podjeto sie tego typu prac.

Metodyka badan

Zadanie obejmowato istotne zagadnienia dotyczgce poprawy wskaznikdw ptodnosci,
plennosci i efektywnosci odchowu krélikéw oraz poprawy umiesnienia tuszek. Materiat do-
Swiadczalny stanowity kroliki rasy popielnianskie] biatej i termondzkiej biatej, w ilosci
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80 samcow i 280 samic oraz catos¢ uzyskanego potomstwa, w ilosci okoto 6720 sztuk w skali
roku. W pierwszym etapie badanh z istniejgcej populacji krélikdw rasy popielnianskiej biatej i ter-
mondzkiej biatej wyselekcjonowano osobniki o najlepszych parametrach produkcyjnych wg
ponizszego schematu.

Linia ojcowska (Ch-1):

A.  5samcdédwiich synowie (+35 samic) — selekcjonowane w kierunku maksymalnejilosci sztuk
urodzonych w miocie,

B. 5samcow iich synowie (+35 samic) — selekcjonowane w kierunku maksymalnego tempa
wzrostu catosci potomstwa i osiggania najwyzszej masy ciata w wieku 90 dni, czyli na
zakonczenie okresu tuczu,

C. 5samcdw iich synowie (+35 samic) - selekcjonowane w kierunku maksymalnej liczby
sztuk urodzonych w miocie, przy jednoczesnej selekciji z miotdw samcodw uzyskujgcych
maksymalng mase ciata w wieku 90 dni,

D. 5samcéwiich synowie (+35 samic) — selekcja samcdw do dalszej hodowli bedzie doko-
nywana losowo (grupa kontrolna).

Linia matczyna (Ch-2):

A. 35 samic iich corki — selekcjonowane w kierunku maksymalnej iloSci sztuk urodzonych
w miocie,

B. 35 samic i ich corki — selekcjonowane w kierunku maksymalnego tempa wzrostu catosci
potomstwa i osiggania najwyzszej masy ciata w wieku 90 dniu, czyli na zakohczenie
okresu tuczu,

C. 35samiciich coérki — selekcjonowane w kierunku maksymalnej liczby sztuk urodzonych
w miocie, przy jednoczesnej selekcji z miotdw samic uzyskujgcych maksymalng mase
ciata w wieku 90 dni,

D. 35 samic iich coérki — selekcja samic do dalszej hodowli dokonywano losowo (grupa kon-
frolna).

W drugim etapie doswiadczenia badaniu w kierunku wybranych cech poddano poto-
stwo pochodzqgce z krzyzdwek:
Jpopielnianski biaty (PB) x termondzka biata (TB)
dtermondzki biaty (TB) x ?popielnianska biata (PB)
W frzecim etapie badahn oceniano potomstwo powstatych linii ojcowskiej Ch-1
i matecznej C2.
Badania prowadzono w fermie krélikéw ZD I1Z PIB Chorzeldw sp. z 0.0. w latach
2016 - 2018.
W kazdej z grup doswiadczalnych zbierano nastepujgce dane:
o liczba krélikdw i masa miotu w 24 godziny po urodzeniu i w 21., 35. dniu zycia,
¢ indywidualne masy ciata krélikdw w wieku 70 i 90 dni,
e procent upadkdw w poszczegdinych dniach odchowu.

Wszystkie zwierzeta objete doswiadczeniem we wszystkich trzech etapach badah
pozostawaty pod statym nadzorem pracownikdw obstugi i stuzb weterynaryjnych. Kroliki
zywione byty na wszystkich etapach badan petnoporcjowq mieszankg paszowq kupowang
w firmie paszowej Cargill. Zwierzeta utrzymywano w klatkach z siatki druciane] zgodnie
z wymogami ustawy dla tego gatunku.

W biezgcym roku sprawozdawczym wybrano samce i samice do kolejnego etapu
badan. W celu wytworzenia osobnych linii produkcyjnych (ojcowskiej i matczynej) rozréd
prowadzony byt w dwdch grupach, po 5 rodzin, ztozonych z 5 samic i jednego samca kazda.
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Podobnie jak w ubiegtych latach, samice byty kryte trzykrotnie w ciggu roku tym samym
samcem.

W Tab. 1 przedstawiono dane dotyczqgce pordwnania srednich wynikéw produkcyjnych
pomiedzy liniami: ojcowskg Ch-1 i mateczng Ch-2. Nie stwierdzono zadnych statystycznie po-
twierdzonych réznic. W obydwu liniach Srednia liczba urodzonych kréliczat za trzy kolejne mioty
samic byta wysoka i wynosita powyzej 8, w 90. dniu zycia liczba krélikéw odchowanych z mio-
téw wynosita dla linii ojcowskiej Ch-1-7,47 sztuk, a dla linii matecznej Ch-2 - 7,68 sztuk. Uzyskane
wyniki sg porownywalne z danymi dotyczgcymi obecnych na polskim rynku linii syntetycznych.
Kohcowa masa ciata krélikdw uzyskana w 90. dniu zycia na poziomie 2457,4 g dla linii ojcow-
skiej Ch-1 i 2476,1 g dla linii matecznej Ch-2 jest niestety jeszcze zbyt niska. Takg mase ciata
zachodnie linie syntetyczne uzyskujg w wieku 70-77 dni zycia.

Tab. 1. Poréwnanie srednich wynikéw produkcyjnych grup rodzinnych ojcowskiej Ch-1 i matecznej
Ch-2 w trzecim roku badan

Wyniki produkcyjne CH-1 Ch-2
Liczebnosé miotu przy urodzeniv (szt.) 8.75+0,15 8.91+0,19
Masa miotu przy urodzeniu (g) 522,7+7,27 523,9+9,07
Liczebnosé miotu w 21. dniu (szt.) 8,3610,12 8,57+0,17
Masa miotu w 21. dniu (g) 2764,1+39,1 2839,6+54,8
Liczebnosé miotu w 35. dniu (szt.) 7,930,12 8,1610,15
Masa miotu w 35. dniu (g) 4739,5+71,1 4870,4+93,5
Liczebnos¢ miotu w 70. dniu (szt.) 7,67x0,10 7.870,15
Masa miotu w 70. dniu (g) 15802,9+227,3 16265,2+338,5
Masa 1 sztuki w 70. dniu (g) 2061,5+10,5 2076,9+28,0
Liczebnos¢ miotu w 90. dniu (szt.) 7,47%0,09 7,68%0,14
Masa miotu w 90. dniu (g) 18330,7+240,4 18975,9+344,7
Masa 1 sztuki w 90. dniu (g) 2457,4+12,3 2476,1£17,9

Wartosci srednie i btgd standardowy

Whnioski koncowe

Uzyskane wyniki dotyczqgce iloSci urodzonych i odchowanych krélikdw w linii ojcowskiej
Ch-1 i matecznej Ch-2 uzyskane w dos$wiadczeniu pozwalajg na stwierdzenie, ze nowo po-
wstate linie charakteryzujg sie wysokimi wskaznikami rozrodu pordwnywalnymi z liniami synte-
tycznymi, produkowanymi przez zachodnie firmy genetyczne.

Stosunkowo niska masa ciata krélikdw w 90. dniu zycia wskazuje na konieczno$¢ dalszych
prac zmierzajgcych do jej zwiekszenia. Oprdcz dalszej selekcji, pod uwage nalezy réwniez
wzig¢ opracowanie odpowiednio zbilansowanej dawki pokarmowe;.

Uzyskane linie ojcowskie Ch-1 i mateczne Ch-2 majq tq przewage nad zachodnimi liniami
syntetycznymi, ze uzyskane potomstwo moze by¢ pozostawiane naremont stada, co znacznie
zmniejsza koszty catej hodowli.

Zadanie 01-14-03-11
Wptyw dodatku betainy do mieszanek paszowych dla slimaka
Helix aspersa na strawnosé i produkcyjnosé
Kierownik zadania: dr hab. Maciej Ligaszewski, prof. IZ PIB

Betaina paszowa (hydrochlorek trimetyloglicyny) pozyskiwana z burakdw przemystowych po-
jawita sie na rynku pasz dla zwierzgt gospodarskich stosunkowo niedawno i w dalszym ciggu
wptyw tego dodatku paszowego na efektywnosc i jakose produkciji poszczegdinych gatunkdw
zwierzgt uzytkowych nie jest w petni zbadana. Dotyczy to rowniez niszowej produkciji zwierzecej,
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w tym réwniez jadalnego §limaka szarego (Cornu aspersum synonym Helix aspersa), ktérego
Polska jest jednym z czotowych producentédw w Europie, na poziomie 3-4 tysiecy ton rocznie.

Dlatego tez, gtdbwnym celem 3-letnich badah byta ocena wptywu wielkosci dodatku
betainy paszowej z burakdéw do mieszanki paszowej dla Slimakédw na wyniki gospodarcze
i jako$¢ produkcji dwdch podgatunkdw Slimaka szarego: Slimaka matego szarego (Cornu
aspersum aspersum synonym Helix aspersa aspersa) i simaka duzego szarego (Cornu aspersum
maxima synonym Helix aspersa maxima). Uzasadnieniem podjecia badan byta koniecznosé
dalszego doskonalenia technologii produkciji slimakéw, szczegdinie w praktycznie nieistniejg-
cym w Polsce sektorze badan nad doskonaleniem mieszanek paszowych dla tego gatunku.

Jako dalszy cel podjeto réwniez probe stworzenia metody oceny strawnosci pasz dla
Slimakdw, z braku odpowiednigj literatury na ten temat wykorzystujgc na poczatek, poprzez
analogie do badan nad paszami dla zwierzgt gospodarskich, stosowang czesto metode
wskaznikowq, z wykorzystaniem w charakterze wskaznika przechodzgcego w catosci przez
przewdd pokarmowy zwierzgt zwigzku chemicznego w postaci CroOs. Zwierzetami doswiad-
czalnymi w przeprowadzonych badaniach (2016 — 2018) byty utrzymywane od 1996 roku na
terenie fermy doswiadczalnej Simakdéw jadalnych Instytutu Zootechniki PIB w Balicach k. Kra-
kowa hodowlane populacje §limaka matego szarego (Cornu aspersum aspersum synonym He-
lix aspersa aspersa) i duzego szarego (Cornu aspersum aspersum synonym Helix aspersa
aspersa). Slimaki doswiadczalne zywiono standardowq, suchg, rodlinng mieszankg paszowq
dla Slimakdéw o zawartosci biatka ogdlinego 18,6%, do ktérej w wariantach doswiadczalnych
dodawano fzw. betaine paszowq, sprzedawang w formie hydrochlorku frimetyloglicyny.
Badania prowadzono w zaleznosci od roku badan w warunkach ziemnych zagrdd szklarnio-
wych i zZiemnych zagréd polowych, obsianych roslinami krzyzowymi oraz zaopatrzonych
w drewniane karmniki w postaci palet i system zraszania, przy obsadach zagréd wylegiem §li-
makdw w Srednim zageszczeniu poczgtkowym wynoszgcym 300 osobnikdw na 1 m2. Podstawq
zywienia byta jednak podawana do woli mieszanka paszowa zawierajgca w zaleznosci od
roku dodatek betainy w wysokosci 5,0 g/kg i 2,5 g/kg i wariant kontrolny bez betainy lub 3,0
g/kgi 1,5 g/kg i wariant konfrolny. Préby Slimakdéw dojrzatych, po 120 osobnikdw z kazdej do-
Swiadczalnejzagrody polowej, pobierano do pomiardw ich indywidualne] masy ciata, srednicy
muszli oraz wskaznikéw wydajnosci miesnej. Pobierano tez proby zbiorcze tusz slimakdéw lub tusz
podzielonych odrebnie na nogi i worki trzewiowe w celu dokonania analiz na zawartos¢ pod-
stawowych sktadnikéw pokarmowych (biatko, ttuszcz surowy, sktadniki mineralne) oraz zawar-
tosci aminokwasdw i profili wyzszych kwasdéw ttuszczowych. Na $limakach dojrzatych zebrao-
nych z zagréd ziemnych i umieszczonych w dwustronnie zamykanych kuwetach przeprowa-
dzono doswiadczenia zywieniowe, podajgc do woli pasze z odpowiednimi dodatkami betainy
paszowej i stosujgc pasze kontrolng bez betainy.

Wyniki

Slimaki z gatunku Cornu aspersum do osiggniecia wieku 3-10 tygodni, zywione
w warunkach laboratoryjnych paszami zawierajgcymi dodatki betainy w wysokosci 3,0 g/kg
i 1,5 g/kg paszy rosty szybciej niz Slimaki zywione wytgcznie paszg kontrolng, bez dodatku
betainy; §limaki doroste, dojrzewajgce w zagrodach ziemnych, zebrane po 12. tygodniach
zycia, zywione wczesniej powyzszymi dodatkami betainy w paszy wykazaty mniejszq
ostateczng mase ciata niz limaki zywione paszg kontrolng, natomiast posiadaty wyzsze
wskazniki wydajnosci miesnej, np. udziat wagowy nogi w masie ciata (Tab. 1, Fot. 1). Depresyjny
charakter nadmiaru betainy na organizmy zwierzat starszych, kohczgcych swdj rozwdj
somatyczny réwniez wykazano w odpowiednigj literaturze. Zawartos¢ biatka w tuszach
Slimakdw iich czes$ciach w wiekszym stopniu zalezata od systemu chowu (kuweta lub zagroda
polowa), niz od zawartosci betainy w paszy. Niezaleznie od systemu chowu, zawartos¢
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procentowa ttuszczu surowego, wapnia i fosforu w catych tuszach oraz w samych workach
tfrzewiowych malata wraz ze wzrostem wielkosci dodatku betainy paszowej. Dla mieszanki
paszowej z dodatkiem 1,5 g/kg betainy, najmniejszym z zastosowanych w badaniach
dodatkéw tego zwigzku do paszy, stwierdzono wyraznie wyzszg wartos¢ zdefiniowanego
w sprawozdaniu roboczego wskaznika strawnosci biatka, ttuszczu surowego i wiekszosci
poszczegdlnych aminokwaséw w stosunku do wariantu kontrolnego, w przeciwienstwie do
dawki 3,0 g/kg, pogarszajgcej w gtebokim stopniu przyswajalno$¢ tych sktadnikéw z paszy,
w stosunku do wynikdw z wariantu zywienia kontrolnego. Na podstawie poréwnania profili
wyzszych kwasdw ttuszczowych w odchodach slimakdw stwierdzono mozliwos¢ niekorzystnego
oddziatywania dodatkéw betainy na przyswajanie z paszy frakcji UFA, PUFA i PUFAS, przy czym
im wyzszy byt ten dodatek (kontrola, 1,5 g/kg, 3,0 g/kg), tym ten efekt byt wiekszy. Generalnie,
dodatek betainy paszowe] do mieszanki dla Slimakédw w ilosci 1,5-3,0 g/kg wptywat na
przyspieszenie tempa wzrostu $limakdéw do uzyskania przez nie wieku 3-10 tygodni, natomiast
u starszych, dorastajgcych slimakdéw dodatki betainy oddziatywaty wprawdzie depresyjnie na
kohcowq mase ciata, ale za to pozytywnie na jakosci tuszy.

Uzyskane wyniki wskazujg rowniez, ze dawka betainy w wysokosci 1,5 g/kg moze
przyczyni¢ sie do poprawy wskaznikdw strawnosci paszy, co wymaga jednak dalszych badan.

Tab. 1. Udzial nogi slimakéw (cepfalopedal) w masie ciata (%)

Rok Czynniki Uktad doswiadczenia
Warunki do$wiadczalne do$wiadczalne Doéwiadczenie | Doswiadczenie | Kontrola
Slimak maty szary (Cornu aspersum aspersum synonym Helix aspersa aspersa)

2018 betaina w paszy 3.0 1.5 -
(9. kg)

Zagrody polowe, Udziat nogi w masie 39.3 38,5 38,5

dos$wiadczenie12-tygodniowe | ciata (g, %)

2017 betaina w paszy 3.0 1.5 -
(9. kg)

Warunki laboratoryjne, Udziat nogi w masie 37,2~ 37,24 34,38

do$wiadczenie 10-tygodniowe | ciata (g, %)

Slimak duzy szary (Cornu aspersum maxima synonym Helix aspersa maxima)

2018 betaina w paszy 3.0 1.5 -
(9. kg)

Zagrody polowe, Udziat nogi w masie 41,24 39.88 38,98

doé$wiadczenie 12-tygodniowe | ciata (g, %)

a, b, c —réznice statystycznie istotne (P<0,05) pomiedzy wariantami doswiadczenia.
A, B, C - réznice statystycznie wysoko istotne (P<0,01).

Fot. 1. Podzial tuszy §limaka

Po lewej stronie na Fot. 1 znajduje sie noga z kotnierzem (cepfalopedal) + gruczot
biatkowy (ciecie technologiczne), natomiast po stronie prawej worek trzewiowy.
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Zadanie 01-14-04-11
Wykorzystanie biatka réznych gatunkéw owadéw w zywieniu krélikow
Kierownik zadania: prof. dr hab. Dorota Kowalska

Celem zadania jest wykazanie mozliwosci wykorzystania w zywieniu krélikdw bezkregowcodw,
jako zrédta najwyzszej jakosci biatka.

Obecnie najszerzej dostepnymi komponentami biatkowymi pochodzenia roslinnego, wy-
korzystywanymi w zywieniu zwierzgt sq poekstrakcyjne Sruty: sojowa, rzepakowa, stoneczni-
kowa, a takze rosliny strgczkowe, gluten kukurydziany czy izolaty biatka ziemniaka, ktérych war-
tos¢ odzywcza jest jednak nizsza w pordwnaniu z biatkiem pochodzenia zwierzecego. W zy-
wieniu krélikdw, podobnie jak i wielu innych gatunkdw zwierzgt gospodarskich, od momentu
wprowadzenia zakazu stosowania mgczek miesno-kostnych gtéwnym zrédtem biatka stata sie
poekstrakcyjna $ruta sojowa. Na swiecie az 75% produkowanej soi przeznaczane jest na pasze
dla zwierzgt hodowlanych. W Europie ten procent jest jeszcze wiekszy i wynosi okoto 93. W wiek-
szosci jest to soja importowana, a sama Polska importuje jej od 1,8 do 2,0 min ton rocznie. Dla-
tego tez, w przemysle paszowym zaczyna poszukiwac sie nowych materiatéw paszowych mo-
gagcych ograniczyé wykorzystanie poekstrakcyjnej sruty sojowe;.

W ostatnim czasie coraz czesciej poruszany jest temat zastosowania réznych gatunkdw
owadoéw jako zrédta biatka i ttuszczu. W wielu krajach azjatyckich, afrykanskich, jak i Ameryki
tacinskiej bezkregowce stanowiq powszechne zrédto biatka w mieszankach paszowych dla
zwierzgt gospodarskich. Dlatego rozwazania na temat wtgczenia owaddw, jako ,nowego”
materiatu paszowego w komercyjnej produkcji pasz, jak rébwniez opracowanie zintensyfikowa-
nych systemdw chowu dla wybranych gatunkdw stawonogdw w warunkach europejskich, wy-
dajg sie by¢ uzasadnione.

W dostepnej literaturze obecne sqg informacje dotyczgce wykorzystania w zywieniu zwie-
rzgt gospodarskich larw Hermetia illucens, muchy domowej (Musca domestica), mgcznika mty-
narka (Tenebrio molitor) oraz owaddw nalezgcych do rzedu prostoskrzydtych (Orthoptera), ti.
szaranczy i Swierszczy. Wszystkie stadia rozwojowe tych owaddw cechuje wysoka zawartosé
biatka ogdlnego o korzystnym sktadzie aminokwasdéw egzogennych oraz ttuszczu o korzystnym
profilu kwasdw ttuszczowych. Koncentracja biatka ogdlnego waha sie od 40-60%. Z kolei kon-
centracja sktadnikdw pokarmowych w organizmie owaddw zalezy od ich stadium rozwojo-
wego, warunkdw produkcii oraz sktadu paszy i podtoza, na ktérym sq utrzymywane podczas
wzrostu.

Do tej pory nie byty prowadzone doswiadczenia z wykorzystaniem mgczek z owaddw
w zywieniu krélikdw, stgd prowadzone badania majg charakter innowacyjny. Produkcja mag-
czek z bezkregowcdw w Polsce rozwija sie na coraz wiekszg skale, przewiduje sie zatem, ze
cena tych produktdéw znacznie spadnie i bedzie nizsza niz poekstrakcyjnej soi.

Celem praktycznym prowadzonych badan jest z jednej strony, wskazanie mozliwosci wy-
korzystania w zywieniu krélikdw miesnych nowego materiatu paszowego, jakim jest mgczka
z bezkregowcdw, z drugiej okreslenie jej wptywu na walory prozdrowotne miesa kréliczego.

W biezgcym roku sprawozdawczym zakupiono suszone larwy jedwabnika morwowego,
macznika mtynarka i drewnojada. Po sproszkowaniu uzyskane mqgczki, poddano analizie pod-
stawowej na zawarto$¢ suchej masy, biatka ogdlnego, ttuszczu surowego i wtdkna surowego
oraz aminokwasdéw (Tab. 1i2).
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Tab. 1. Wyniki analiz podstawowych w suszonych larwach jedwabnika morwowego, mgcznika miynarka
i drewnojada

Wyszczegolnienie Jedwabnik morwowy  Magcznik miynarek Drewnojad
Sucha masa (g/kg) 937.10 898,10 982,70
Biatko ogdline (g/kg SM) 580,10 636,71 457,92
Ttuszcz surowy (g/kg SM) 202,30 239,62 424,75
Popidt surowy (g/kg SM) 46,40 45,92 25,95
Widkno surowe (g/kg SM) 32,50 68,49 54,75

Tab. 2. Zawarto§é aminokwaséw g/kg SM w suszonych larwach jedwabnika, mgcznika mtynarka
i drewnojada

Aminokwasy Larwy jedwabnika Larwy macznika Larwy drewnojada
Asp 54,15 48,14 36,96
The 22,69 24,10 18,50
Ser 24,15 28,70 17.89
Glu 56,34 66,70 66,91
Pro 22,58 46,84 27,74
Gly 20,91 32,92 22,24
Ala 19,91 43,00 30,13
Val 25,33 36,97 28,33
lle 19,85 26,12 19,84
Leu 31,45 42,39 31,01
Tyr 28,56 35.71 31,64
Phe 24,02 19,48 16,13
His 11,95 15,05 11,54
Lys 30,37 32,28 25,84
Arg 25,98 32,58 26,68
Cys 7,39 6,02 3,93
Met 20,21 9,70 6,64

Na podstawie uzyskanych wynikdw opracowano cztery warianty dawek pokarmowych:
kontrolng z 10% dodatkiem poekstrakcyjnej sruty sojowej i doswiadczalne, gdzie poekstrak-
cyjng sojowq zastgpiono mieszankg tubinu biatego (5%) i poszczegdinych maczek z owadow
(5%). Petnodawkowe mieszanki, ktérymi zywione sq kréliki zbilansowano tak, aby ilo$¢ biatka
wynosita okoto 18%, a wtdkna okoto 12%.

Materiat doswiadczalny stanowity kréliki rasy nowozelandzkiej biatej w ilosci 40 samic
stada podstawowego i 112 sztuk losowo wybranego potomstwa.
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Utworzono 4 grupy zywieniowe:

" Grupa | (kontrolna) — 10 samic NB zywionych granulowang mieszankg podstawowqg
o standardowej recepturze.

. Grupa Il = 10 samic NB zywionych mieszankg z 5% udziatem mqczki z larw jedwabnika
morwowego.

. Grupa lll = 10 samic NB zywionych mieszankg z 5% udziatem maqczki z larw mgcznika mty-
narka.

. Grupa IV = 10 samic NB zywionych mieszankqg z 5% udziatem maqczki z larw drewnojada.

Wszystkie samice w grupach pokryto w wieku 4,5 miesigca zycia. Urodzong mtodziez od-
sadzono od samic w wieku 35 dni, tworzgc analogiczne grupy jak dla samic, po 28 sztuk kroli-
czat w kazdej tak, aby zwierzeta przez caty okres doswiadczenia pobieraty te samqg pasze.
Mtode kréliczeta w dniu odsadzenia oznakowano na uszach, zaszczepiono przeciw pomorowi
chinskiemu i myksomatozie. W doswiadczeniu okre$lano: indywidualne masy ciata krdliczgt
w wieku 35, 70 i 90 dni zycia, procent upadkdw za caty okres tuczu, zuzycie paszy na 1 kg
przyrostu. Po zakonhczeniu odchowu doswiadczalnego z kazdej grupy wybrano losowo po
6 sztuk kréliczat. Zwierzeta ubito i przeprowadzono andalize rzezng. Pozyskane tuszki po wcze-
Sniejszym podzieleniu na trzy czesci poddano dysekcii. Probki pozyskanego miesa oddano do
Centralnego Laboratorium IZ PIB, w celu oznaczenia w mieéniach tylnej nogi i combra: wody
wolnej, podstawowego sktadu chemicznego (biatka, ttuszczu, popiotu), kolagenu ogdinego,
mechanicznych cech tekstury, poziomu aminokwaséw, wyzszych kwasdw ttuszczowych, TBA-
RS w miesie mrozonym po 14 i 90 dniach przechowywania, cholesterolu catkowitego oraz wi-
tamin A E.

Zaktad Hodowli Koni

Kierownik: dr inz. Iwona Tomczyk-Wrona

Zadanie 01-15-01-11
Opracowanie metody oceny budowy i funkcjonalnosci aparatu ruchowego u koni
Kierownik zadania: dr inz. Iwona Tomczyk-Wrona

W drugim roku readlizacji zadania kontynuowano badania stuzgce do wyznaczenia
teoretycznej fizjologicznej osi podparcia konczyny przedniej i tylnej konia. Na podstawie
wieloletnich obserwacji wysunieto teze, ze konczyna kompensujgc odchylenia od normy
w zakresie duzych stawdw dqgzy dystalng czescig do osiggniecia podparcia w punkcie
teoretycznym. Na przyktad, przy zblizeniu sie prawego i lewego stawu skokowego do siebie,
kopyta rozstawiajg sie na zewnatrz w okolice punktéw podparcia wyznaczonych przez o§ —
mimo nieprawidtowosci w zakresie budowy wszystkich stawdw konczyn, punkty podparcia
dazg do fiziologii. Jest to warunkiem zrownowazenia kohczyny i wytworzenia funkcji
zastepczych.

Wykorzystujgc doswiadczenie z pierwszego roku realizacji zadania doprecyzowano
metody oraz sposdb zbierania danych i przeprowadzenia doswiadczenia. Po licznych prébach
wybrano metode nieinwazyjnego wyznaczania i oznakowania punktéw na skdrze konia
zgodnie z przyjetg metodykq. tgcznie zdefiniowano 20 punktdéw wyznaczanych na kazdym
koniu podczas pomiardéw. Wykonano szereg zdje¢ koni z zaznaczonymi na skérze punktami
odzwierciedlajgcymi budowe anatomiczng szkieletu konia.
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W  omawianym okresie sprawozdawczym wykonano réwniez wiele rzeczywistych
pomiaréw koni, zgodnie z przyjetqg metodykg w celu opracowania metody wyznaczania
fiziologicznej osi podparcia konczyn. Wykorzystujgc dotychczasowe doswiadczenie,
rozpoczeto prace nad konstrukcjg przyrzgdu — pozycjonera ze wskaznikami laserowymi,
umozliwiajgcego wykonywanie dalszych pomiardw z mozliwoscig wykorzystania dla zwierzgt
réznych grup wiekowych.

Obserwacjom poddano konie w réznym wieku, w tym konie huculskie: 45 koni w ZD IZ PIB
Odrzechowa sp. z 0.0., 35 koni w SKH Gtadyszdéw sp. z 0.0., 25 koni oraz 15 konikdw polskich
z prywatnych hodowli. Poniewaz kazdy ko dokumentowany jest w co najmniej dwdch powtd-
rzeniach z lewego boku, przodu i tytu tgcznie otrzymano ponad 1000 zdjeé, ktére w dalszej
kolejnosci bedq wykorzystane do obrébki komputerowej i analizy na potrzeby wytyczonych
celéw i zadan zgodnie z metodykq. Analiza dotychczas zgromadzonego materiatu postuzy
rébwniez do wybrania odpowiedniego oprogramowania do komputerowe] analizy obrazu
cech ocenianych wedtug zatozeh metodyki.

Przeprowadzone badania i pomiary dotyczyty w szczegdlinosci okreslenia nastepujgcych
zaleznosci:

e Pole powierzchni styku kopyta z podtozem (odcisk przedniego i tylniego kopyta na pla-
stycznym podtozu — catej podeszwy wraz ze strzatkg). Oznaczenie anomalii w obrebie
krawedzi korowej i pietek.

e Pole powierzchnirzutu catej podeszwy.

e Kgt $ciany przedniej (grzbietowej) do podtoza — przdd, tyt lewa strona — kgtomierz, wynik
w stopniach kgtowych.

e Masa konia i rozktad ciezaru na przednie i tylne kohczyny pomiar za pomocg dwdch
wag platformowych przy ustawieniu kohczyn przednich na jednej i tylnych na drugiej.
Wyniki postuzg do zdefiniowania wspdtczynnikdw np. rozmieszczenie ciezaru przdd tyt
w procentach, objeto$¢ kopyta do ciezaru, pole powierzchni podeszwy/podparcia do
ciezaru dla pojedynczego kopyta i catego konia.

e Pomiary kgtéw pomiedzy liniami poprowadzonymi przez punkty na tylnej kohczynie.
(Linia 1. kretarz wiekszy cze$¢ doczaszkowa i nadktykiec boczny kosci udowej, Linia 2.
nadktykie¢ boczny kosci udowej i kostka boczna kosci piszczelowej, Linia 3. kostka
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boczna kosci piszczelowej i dotek wiezadtowy kosci skokowej, Linia 4. dotek wiezadtowy
kosci skokowej i rzut grota strzatki na krawedzi bocznej kopyta).

e Pomiary odlegtosci miedzy punktami na kohczynach tylnych prawej i lewej (dét podko-
lanowy, kostka przysrodkowa kosci piszczelowej, guz pietowy, rowek miedzy pietkami.

e Kgt pomiedzy liniami poprowadzonymi przez bruzde posrodkowq strzatek kohczyn przed-
nich i tylnych — wynik w stopniach kgtowych.
Badania prowadzone sq zgodnie z metodykqg i bedqg kontynuowane na koniach réznych

ras i w réznym wieku.

Zadanie 01-15-02-11
Analiza rodzaju i czestotliwosci wystepowania wad dyskwalifikujgcych z hodowli konie
wybranych ras rodzimych
Kierownik zadania: dr inz. Iwona Tomczyk-Wrona

Zmiana charakteru uzytkowania koni zwigzana z postepem cywilizacyjnym spowodowata, ze
praca hodowlana jako fragment procesu ewolucyjnego zmierza bardzie] drogqg eksterieru
i tadnego wyglgdu konia niz jego zdrowia i prawidtowego funkcjonowania oraz wykorzystania
zgodnie z przeznaczeniem danej rasy. Istnieje realne zagrozenie utraty podstawowych cech
funkcjonalnych, jakim jest dobre zdrowie, dtugowiecznos¢, ptodnosé, a takze charakter
umozliwiajgcy posiadanie i wspdtprace z kormi, nie tylko zaawansowane] grupie ludzi
majgcych wysokie kwadlifikacje w obchodzeniu sie z koniem. W wielu opracowaniach
naukowych i badawczych podejmowany jest temat oceny uzyskanych wynikéw, jednak
nieliczne prace uwzgledniajg wazny kontekst analizy przyczyn i podtoza uzyskiwania
niezadawalajgcych wynikdw, czesto eliminujgcych konie z hodowli.

Majgc na wzgledzie ten aspekt, wydzielono cechy dotyczgce wad pokroju i budowy
z uwzglednieniem wad dyskwalifikujgcych oraz wad obnizajgcych wartos¢ uzytkowq. Kolejnym
zagadnieniem sg cechy rozrodcze, takie jak: ptodnos¢, Zrebnosci, obnizona skuteczno$¢ krycia
ze szczegdlnym zwrdceniem uwagi na wady rozwojowe potomstwa. Do cech podlegajgcych
gromadzeniu i dalszej analizie nalezg réwniez pomiary biometryczne oraz szczegdtowa
punktacja bonitacyjna w odniesieniu do zgodnosci z wzorcem rasowym badanej populacii.

W roku sprawozdawczym uczestniczono w przeglgdach selekcyjnych stadnin koni rasy
huculskiej (okoto 200 koni) oraz rasy $lgskiej (50 koni). Brano réwniez udziat w przeglqadzie
hodowlanym koni zimnokrwistych (40 koni).

Uzyskany materiat dotyczy réznych grup wiekowych ocenianych koni. Po zebraniu
wiekszej liczby danych bedzie mozna wydzieli¢ grupy wiekowe z uwzglednieniem podziatu na
zakres wad i przyczyn eliminujgcych konie roznych ras na poszczegdlnych etapach selekcji.

Zadanie 04-15-01-21
Charakterystyka populacji koni sokdlskich ze szczegdlnym uwzglednieniem
zagadnien rozrodu
Kierownik zadania: dr inz. Grazyna Polak

Podczas 11 lat funkcjonowania programu ochrony populacja koni sokdlskich wzrosta
czterokrotnie. Niewgtpliwym sukcesem realizacji programu byta postepujgca konsolidacja,
a w efekcie coraz wyrazniej zarysowujacy sie typ konia sokdlskiego. Mimo to, program ochrony
napotykat szereg problemdw zwigzanych ze stosowaniem sie hodowcdw do kryteridw selekciji.
Z tego powodu dalsza realizacja programdéw wymagata analizy dotychczasowych dokonan,
kompleksowej charakterystyki populacji i oceny wptywu czynnikdw zewnetrznych.

Celem badan byta analiza zmian fenotypowych zachodzgcych w chronionej populacii
koni sokdlskich, wyodrebnienie najwazniejszych linii meskich i zenskich, ocena parametréw
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rozrodu klaczy sokdlskich uczestniczgcych w programie ochrony, a takze ocena inbredu
i spokrewnienia. Prowadzone badania miaty charakter rozwojowy, a aspekt praktyczny
tematu stanowito wskazanie elementdw wymagajgcych korekty.

Warunki srodowiskowe w historycznym rejonie powstania typu sokdlskiego (pdtnocno-
wschodnia Polska) ulegty w ostatnich dziesiecioleciach widocznym zmianom klimatycznym.
Srednie roczne temperatury wzrosty, a érednie opady obnizyty sie. Jednoczeénie w badanym
okresie zasieg wystepowania koni sokdlskich wykroczyt poza region pochodzenia typu; w roku
2018 ok. 20% wystepowato w Matopolsce, na Mazowszu i Podkarpaciu oraz innych regionach
centralnej i potudniowej Polski.
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Rys. 1. Rozktad populacji koni sokdlskich, objetych programem ochrony zasobéw genetycznych
w poszczegodlnych regionach kraju, w latach 2008 — 2018

Wystepowanie chronionej, lokalnej populacji poza rejonem pochodzenia moze nies¢ za
sobg konsekwencje w postaci utraty charakterystycznych cech typu sokdlskiego (relatywnie
lekka budowa, nieduza gtowa, suchos$¢ konczyn). W celu oceny sytuacji przeprowadzono
ankiete, ktérg objeto wtascicieli stad koni sokdlskich w catej Polsce. Stwierdzono, Zze
w wiekszosci wystepowaty one w tradycyjnych, niewielkich gospodarstwach o mieszanym
kierunku produkcji rolnej. W ponad 40% przypadkdw hodowcami byty osoby z dtugq praktykg,
ponad 35-letniq, ktére utrzymywaty typ ze wzgledu na przywigzanie do tradycji rodzinnej, ale
takze ze wzgledu na mozliwos¢ sprzedazy materiatu hodowlanego oraz otrzymywania doptat
w ramach programu rolno-srodowiskowego (rolno-srodowiskowo-klimatycznego) PROW.

Fot. 1. Klacz sokdlska Gustowna z przychéwkiem (klaczka Gema po Beskid).
1D IZ PIB Kotbacz sp. z 0.0. (A. Janowska)

Analiza podstawowych srednich pomiardw biometrycznych wykazata, ze hodowane
obecnie konie sokdlskie sq bardziej masywne, niz te utrzymywane w potowie XX wieku. Moze to
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wynikac¢ ze zmiany kierunku uzytkowania, z roboczego na produkcje koni rzeznych, czestego
uzycia ciezkich, importowanych ogierdw oraz intensywnego zywienia. Pomiedzy populacjami
klaczy w poszczegdinych wojewddztwach wystepowaty istotne statystycznie réznice wymiardw
biometrycznych: wysokosci w ktebie, obwodu klatki piersiowej, obwodu nadpecia (Tab. 1).

Tab. 1. Zmiennos$é podstawowych wymiaréw klaczy w poszczegdlnych wojewédziwach

Wojewddztwo Wysokos$¢ w ktebie  Obwdd klatki piersiowej  Obwdd nadpecia

L. klaczy Srednia[cm]  SD  Srednia [cm] SD Srednia [cm]  SD
Podlaskie 1294 157,11ab 3,18 213,8190 9,43 24,68% 0,86
Matopolskie 33 156,859P 2,85 208,97 6,49 24,03P 0,83
Lubelskie 550 155,74b 3,2 212,029b 8,99 24,320 0,9
Warminsko-Mazurskie 53 157,749 2,63 216,06¢ 8,7 24,859 0,81
Podkarpackie 51 155,82ap 3,42 210,025 9,42 24,3790 0,88
Mazowieckie 72 156,01ap 3,63 214,249b 8,8 24,24P 0,96

ab - srednie rdzniqg sie statystycznie wysokoistotnie (P<0,05)

Analiza informaciji zwigzanych z rozrodem pokazata, ze okres wyzrebieh coraz czesciej
przypadat na miesiqce letnie i jesienne; otrzymane wyniki wskazujg, ze tylko 57% klaczy
wyzrebito sie od marca do kohca maja, podczas kiedy w potowie XX. wieku, byto to ponad
90%. Wyniki uzyskane w odniesieniu do cigz kohczgcych sie przed czasem ujawnity, ze 22% byty
to jatowienia, a w 4% poronienia. Pozostate straty wynikaty z padnie¢ Zrebigt w okresie
okotoporodowym. Zauwazalna byta réwniez ujemna korelacja, miedzy wiekiem klaczy,
a ilocig pozyskanych od niej zrebigt.

Tab. 2. Wskazniki rozrodu klaczy sokdlskich uczestniczgcych w programie ochrony zasobéw
genetycznych

Rok Irebnosc WyZrebienia Ptodnos¢ Jatowienia Poronienia
2008 62,4 40,6 57,6 37.6 2,1
2009 81,3 62,3 70,2 18,7 5,1
2010 758 57.3 61,6 24,2 4,8
2011 77.0 62,2 68,5 23,0 )
2012 78,5 65,7 69.8 21,5 6,6
2013 80,5 68,9 72,9 19.5 5.4
2014 79.9 71.3 751 20,1 1,7
2015 80,5 71.0 73.9 19.5 2.8
2016 82,4 75,0 78.6 17.6 3.1
Srednia 77.6 63,8 69.8 22,4 4,2

Analiza danych rodowodowych pokazata, ze populacja koni sokdlskich pochodzita
z linii 34 reproduktoréw. Najwiekszy udziat posiadaty ogiery ardenskie: Rolltan 699 - urodzony
w 1985 roku oraz Gustaw 2807 — urodzony w 1939 roku; oba importowane ze Szweciji. Z ich linii
pochodzito 43,92% klaczy. W catej grupie byty az 23 ogiery — zatozycieli rasy ardenskiej.
Pozostate klacze pochodrzity z linii ogierdw zimnokrwistych niemieckich (ok. 13,01%), ogieréw
bretonskich (ponad 10,49%). Tylko dwa, niemajgce wiekszego znaczenia byty w hodowli
krajowej. Nie stwierdzono wystepowania linii pochodzgcych od pierwszych sprowadzonych
z Franciji 8 ogierdw bretonskich, uwazanych za protoplastow typu sokdlskiego, w tym od ogiera
Upas Jarboteur — urodzony w 1920 roku we Franciji.
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Poziom inbredu w populacji sokdlskiej] miat statg, niewielkg tendencje wzrostowq,
nieprzekraczajgcg 0,29-0,31%. Sredni wspdtczynnik inbredu w 2018 roku wynidst 1,69%. Procent
koni zinbredowanych - 99,9%. Najwiecej osobnikdw - 92,24% byto zinbredowanych
w najmniejszym stopniu ponizej 3,13%, ok. 7% w graniach 3,13-12,5%, najwyzszy inbred, ponad
12,5% dotyczyt zaledwie 1,23% populacji, co stanowito 20 osobnikdw. Nalezy jednak zwrdcic
uwage, ze wystepujq statystycznie wysoko istotne réznice poziomu inbredu w poszczegdlnych
wojewddztwach, co moze by niebezpieczne dla wojewddziw o matej i bardzo matej
liczebnosci, jak np. Matopolska.

Fot. 2. Ogier Palomar ur. 2011 (Elgon x Palemka). ZD IZ PIB Kotbacz (A. Janowska)

W latach 2008 - 2018 klacze uczestniczgce w programie ochrony urodzity ponad 5 tys.
sztuk potomstwa, z czego niecate 20% otrzymato licencje i zostato wpisane do ksiag
hodowlanych. Brak byto informacji na temat pozostatych 80%, ale mozna przypuszczad, ze
zostaty sprzedane jako materiat rzezny. Ze wzgledu na brak poddawania mtodych koni
komisyjnej ocenie trudno jest okreslic ich warto$¢ oraz potencjalne znaczenie dla hodowli.
Dodatkowo ogiery, od ktérych uzyskano najwiekszq liczbe potomstwa odznaczaty sie srednig
wartodciq uzytkowq, oceniang na podstawie bonitacji potomstwa.

Zadanie 04-15-02-11
Charakterystyka laktacji oraz okreslenie poziomu
substanciji biologicznie aktywnych w mleku klaczy
Kierownik zadania: dr inz. Grazyna Polak

W ramach realizacji zadania w okresie od stycznia do grudnia 2018 r., zgodnie z zatozeniami
metodycznymi pozyskiwano mleko od klaczy w ZD IZ PIB Kotbacz sp. z 0.0. oraz w prywatnym
stadzie klaczy gorgcokrwistych, usytutowanym w odlegtosci 30 km. Bezposrednio po udoju
pobrane probki mleka byty schtadzane do temperatury 3-6°C, a nastepnie zamrazane do
temperatury -20°C. Raz na miesigc pobierano prébki (100 ml) mleka zbiorczego. Jednoczesnie
w ten sam sposéb pobrano probki mleka w stadzie klaczy gorgcokrwistych.

Zamrozone mleko dostarczane byto do laboraforiom Uniwersytetu Rolniczego
w Krakowie, gdzie dokonywano analizy pod kgtem:

a. sktadu chemicznego i wartosci energetycznej;
profilu kwasdw ttuszczowych;
wtasciwosci fizykochemicznych;
profilu biatek serwatkowych;
réznicy sktadu mleka mrozonego i liofilizowanego.

Dodo’rkowo w stadzie klaczy sokdlskich zbierano informacje na temat wydajnosci mleka,
zachowania klaczy, zachowania Zrebigt, kondyciji klaczy i Zzrebigt.
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Tab. 1. $rednia wydajnos$é klaczy oraz $redni czas udoju w 2018

Nazwa klaczy TELIMENA (84 dni doju) GEMA (84 dni doju)
Data wyZrebienia 07.03.2018 27.03.2018
ér. litrow/dzien ér. litrow/dzien
Suma: litry mleka
0,94 1,01
Suma: 163,60 79.10 84,50

Srednia wydajnosc¢ klaczy w 2018 roku wyniosta ok. 82 litréw/klacz, natomiast w roku 2017
byto to ok. 121 litrdw/klacz. Réznica ta mogta by¢ wynikiem bardzo wysokich temperatur
w miesigcach wiosennych i letnich, przekraczajgcych 30°C. W tym okresie wydajno$¢ klaczy
spadta do niespetna 1 litra/dzieh.

Fot. 1. Déj klaczy w ZD IZ PIB Kotbacz sp. z 0.0.
Badanie sktadu mleka

Badaniom poddano dotychczas 43 prébki mleka — 33 pochodzity od klaczy sokdlskich,
a 10 od klaczy gorgcokrwistych. Zauwazono spadek zawartosci ttuszczu przy jednoczesnym
wzroscie pozostatych sktadnikdw: suchej masy, biatka, laktozy i popiotu. Wzrosta réwniez
nieznacznie warto$¢ energetyczna.

Tab. 2. Profil biatek serwatkowych (srednie wartosci) w 2017 i w 2018 roku

Biatka serwatkowe IMG LF AS BLg Lizozym A-la
ogdtem % biatka ogdtem
2017
54,35 3.10 2,13 1,07 20,87 12,11 15,07
2018
54,35 2,05 2,42 2,10 20,68 12,16 14,93

Profil kwasdw ttuszczowych wykazat podobnie jak w poprzednim roku najwyzszg zawar-
tos¢ kwasu palmitynowego — C16:0, oleinowego - C18:1, kwas linolowy - C18:2 n-6. Zawarto$¢
ogdtem biatek serwatkowych byta identyczna, ale zauwazalny byt spadek immunoglobulin
(IMG), beta-laktoglobulina (BLg), alfa-laktoaloumina (A-la) oraz wzrost zawartosci albuminy
(AS), laktoferyny (LF), lizozymu.
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Podsumowanie wynikéw

Prowadzenie doju 1 raz dziennie nie wptyneto na pogorszenie dobrostanu Zrebigt.
Jednak obserwacje wskazujg, ze ilo$¢ pozyskiwanego mleka jest silnie uzalezniona od
warunkdw srodowiska i nieprzewidywalnych i niecodziennych zjawisk zachodzgcych w poblizu
klaczy. Wynikiem tego byty gorsze wyniki doju i mniejsza ilos¢ pozyskiwanego mleka.

Fot. 2. Roczne klacze na pastwisku w ZD IZ PIB Kotbacz sp. z o0.0.

Zaktad Fizjologii Zywienia

Kierownik: dr hab. Marek Pieszka, prof. IZ PIB

Zadanie 01-16-01-11
Wptyw dodatkow fizjologicznie aktywnych na rozwéj przewodu pokarmowego, status
zdrowotny oraz wskazniki produkcyjne prosiqt i tucznikéw
Kierownik zadania: prof. dr hab. Ewa Hanczakowska

Celem zadania jest opracowanie nowej strategii zywienia ciezarnych loch w celu
zminimalizowania efektu IUGR wywotanego niedozywieniem ptoddw, poprzez zastosowanie
enzymow frzustkowych oraz poprawa wskaznikdw produkcyjnych prosigt poprzez dodatek
koncentratéw wtdkna lub kwasdw walerianowego i enantowgo.

Cel 1l

Celem badan jest poznanie wptywu kwasu walerianowego (C5) i enantowego (C7) na
strukture nabtonka jelitowego i flore mikrobiologiczng przewodu pokarmowego prosigt, a co
za tym idzie na ich zdrowotnos¢ i wskazniki odchowu.

W biezgcym roku kontynuowano badania nad stosowaniem nieparzystych kwaséw
walerianowego i enantfowego w zywieniu prosigt. Wykonano analizy biochemiczne
w pobranej po uboju prosigt krwi. Krew pobrano od 6 prosigt w 28 i od kolejnych 6 w 56. dniu
zycia. Analizy wykonano na automatycznym analizatorze w Zaktadzie Fizjologii Zywienia
Zwierzgt w Aleksandrowicach.

W 28. dniu zycia nie stwierdzono istotnego wptywu zastosowanych kwasdw na poziom
cholesterolu catkowitego, cholesterolu HDL i friacylgliceroli, przy czym jego nizszy o 20% poziom
w poréwnaniu do konftroli stwierdzono u prosigt otrzymujgcych kwas kaprylowy (Tab. 1).
Najnizszy poziom cholesterolu LDL stwierdzono w 28. dniu w surowicy krwi prosigt otrzymujgcych
kwas walerianowy i kaprylowy, w poréwnaniu do surowicy krwi prosigt otrzymujgcych kwas
enantowy (P<0,05). Wyzszy poziom fosfatazy alkalicznej (ALP) i rGwnoczesnie wyzszy poziom
fosforu stwierdzono w surowicy krwi prosigt otrzymujgcych maslan sodu.
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Tab. 1. Wskazniki biochemiczne surowicy krwi w 28. dniu zycia prosiqt

Kontrola Maslan K\{vos Kwas Kwas Kwas
sodu walerianowy | kapronowy | enantowy | kaprylowy

Cholestrerol
Catkowity mg/dl 131,3 133,6 120,0 11,8 134,8 104,8
HDL, mg/dl 61.1 67.8 58,2 54,1 57,1 50,4
LDL-d, mg/dl 61.3 60,4 48,7 51,9 67.7 51,2
LDL, mg/dl 49 ,2ab 49 ,8ab 30,20 37,59 60,7 32,60
Triacylglicerole mg/dl 105,7 80,4 126,3 102,2 86,3 109.2
ALT, U/I 38,70kc 46,4bc 42,8abc 32,20 36,8¢ab 50,4¢
AST, U/I 88,7 88,4 112,3 125,9 116,2 138.0
ALP, U/I 2880 358,4¢c 224,2ABab 170,84 299,78Cbe 182,448a
Mocznik, mg/dl 22,5abc 15,3a 28,7¢c 28,3bc 17,4ab 27,3bc
Albuminy,g/dl 3,13 3,49 3.20 3,33 3.31 3,24
Biatko catkowite, g/dl 5,14 5,03 4,80 4,80 4,79 5,02
Waph, mg/d| 11,07 11,06 9.88 10,13 11,13 10,81
Fosfor, mg/dl 9.55ab 10,24b 9.8%9ab 9.87ab 8.5%9ab 8.99a

W 56. dniu zycia poziom cholesterolu w surowicy krwi byt nizszy w poréwnaniu do
28. dnia (Tab. 2). Najnizszy stwierdzono u prosigt konfrolnych, a najwyzszy u otrzymujgcych kwas
kapronowy i kaprylowy (P<0,05). Cholesterol LDL byt istotnie wyzszy (P<0.05) u prosigt
otrzymujgcych kwas walerianowy i kaprylowy. Wysoki poziom aminotransferazy alaninowej,
Swiadczqgcej o nieprawidtowym funkcjonowaniu waqtroby stwierdzono u prosigt zywionych
z udziatem kwaséw kapronowego i kaprylowego. Dodatek kwasu enantowego wptynagt na
zwiekszenie ilosci albuminy i biatka catkowitego w surowicy.

Tab. 2. Wskazniki biochemiczne surowicy krwi w 56. dniu zycia prosiqt

Kontrola Maslan K\{vos Kwas Kwas Kwas
sodu walerianowy | kapronowy | enantowy kaprylowy
Cholesterol

Catkowity mg/dl 75,00 79,290 93,8bc 95,7¢ 77,89 94,4bc
HDL, mg/dl 353 36,9 39.9 41,2 34,7 41,1
LDL-d, mg/dl 36,39 39,490 48,10 44,99b 37,49 45,390
LDL, mg/dl 31,00 35,000 43,8> 41,290 31,29 42,4b
Triacylglicerole, mg/dl 43,0 37.8 51,2 67,0 60,0 54,6
ALT, U/I 43,7ABab | A48 (QABbC 43)748ab 57,78¢ 583 56,28¢
AST, U/ 103,4 84,3 100,3 96,9 82,5 72.3
ALP, U/l 208,5 178.2 2158 2222 208.8 229.8
Mocznik, mg/dl 29,7¢ 21,89p 1\9%52 27,0p 20,7¢b 23372k
Albuminy, g/dl 2,97A 3,024 3,094 3,034 IS O 3,177
Biatko catkowite,g/dl 4,988bc 4,34Aa 4,67A8ab 4,65A8ab 5,128¢ 4,7 3ABabc
Wapn, g/dl 10,15@ 10,150 10,319 10,434b 10,950 10,7190
Fosfor, mg/dl 8.75 9.62 9,00 9,48 9,53 10,12
Magnez, mg/dl 2.76¢ 2,132 2,270b 2,49abc 2,420bc 2,71bc
Kreatynina, mg/dl 0,507 0,475 0.563 0,480 0,590 0.585

ALT — aminofransferaza alaninowa, AST — aminotransferaza asparaginowa, ALP — fosfataza alkaliczna
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W biezgcym roku przekazano do laboratorium Katedry Zywienia Zwierzat UP w Poznaniu
probki tresci jelita czczego oraz Slepego w celu przeprowadzenia analizy mikroflory jelitowej
cytochemiczng metodq fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) pojedynczych komdrek
bakteryjnych. Na podstawie wykrytej w materiale genetycznym okreslonej sekwencji DNA
identyfikowane bedg komorki konkretnych grup mikroorganizmoéw istotnych dla statusu zdro-
wotnego jelit. W obecnej chwili analizy nie zostaty jeszcze zakohczone. W laboratorium An-
chem w Katowicach przeprowadzono oznaczenie poziomu immunologicznych wskaznikéw
krwi prosiat (IgA, IgG, IgM, CRP). W Zaktadzie Fizjologii Zywienia Zwierzgt w Aleksandrowicach
wykonywane sg obecnie analizy histologiczne dwunastnicy i jelita czczego.

Cel 2

Celem kolejnych badan byto okredlenie wptywu podawania enzymdw pochodzenia
mikrobiologicznego o profilu trzustkowym dodanych do paszy ciezarnych loch na wielko$¢
ptoddw, w celu zminimalizowania IUGR wywotanego niedozywieniem ptodow.

Doéwiadczenie wzrostowe byto kontynuacjq pierwszego etapu badah, gdy lochom
w okresie cigzy podawano enzymy frzustkowe pochodzenia mikrobiologicznego. Urodzone
prosieta odchowywano przy lochach do 28 dnia zycia. Grupa K — grupa kontrolna lochy nie
otrzymywaty enzymdw trzustkowych w okresie cigzy, Grupa E1 — grupa do$wiadczalna, lochy
otrzymywaty enzymy trzustkowe w okresie od 80 dnia ciqzy do oproszenia; Grupa E2 - grupa
doswiadczalna, lochy otrzymywaty enzymy trzustkowe w okresie od 30 dnia cigzy do
oproszenia.

Tab. 3. Wskazniki odchowu prosiqgt

Grupy zywieniowe

Wyszczegbinienie Kontrola Kontrola Doéwiadczalna 1 | Doswiadczalna 2

negatywna pozytywna* El E2
Liczebnos¢ prosigt 11,07 10,8 11,6 11,8
urodzonych
Liczebnos¢ prosigt 9.75 9,62 10,85 10,75
odsadzonych

Masa ciata prosigt w dniach, kg
w dniu urodzenia 1,48a 1,52a 1,710 1,75b
w 28. dniu zycia 6,84a 6,92a 7.92b 8,27b
w 42, dniu zycia 9.20a 9.44a 11,04b 11,36b
w 70. dniu zycia 19,030 20,42a 22,87b 24,25b
Srednie przyrosty dzienne prosiat, g
1.-28. dzien zycia 191 193 (+0.5%) 222 (+11,6%) 233 (+21,9%)
28.-42. 169a 180(+5.9%) a 223(31,9%) b 221(+31%) b
42.-70. 351a 392 (+11,6%) 423 (+20,5%) b 460 (+31%) b
1.-70. 251a 270 (7.5%) a 302 (+20,3%) b 321 (+27.8%) b
Srednie pobranie paszy, g

1.-28. dzien zycia 28 29 34 39
28.-42. 265 285 312 305
42.-70. 582 630 684 690
1.-70. 348 370 (+6.3%) 415 (+19.2%) 405 (+16,3%)
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W okresie laktacii lochy z grup E1 i E2 pobieraty wiecej paszy w porownaniu do grup
kontrolnych KN i KP, odpowiednio: 6,61 6,8 kg vs. 6,21 6,3 kg. Ubytek masy ciata loch w okresie
od oproszenia do chwili odsadzenia wynidst odpowiednio: gr. KN gr. 26,8 kg; gr. KP 27,0 gr.
E1 30,8 kg; gr. E 31,5 kg.

Mioty pochodzqce od loch wszystkich grup: kontrolnej (KN) i (KP) oraz doswiadczalnych
E1 i E2 charakteryzowaty sie podobnq liczbqg prosigt zywo urodzonych (Tab. 3). Srednia masa
prosiecia juz w dniu urodzenia réznita sie istotnie pomiedzy grupami kontrolnymi
a doswiadczalnymi (P<0,002) i utrzymata sie do kohca do$wiadczenia, tj do 70. dnia zycia
(P<0,007).

W catym okresie odchowu prosigt przy matce, tj. miedzy 1. a 28. dniem zycia, stwierdzono
korzystny wptyw zastosowanych dodatkdédw na przyrosty masy ciata prosigt (P<0,038). Po
odsadzeniu w okresie pomiedzy 28. a 42. dniem zycia, przyrosty masy ciata prosigt istotnie sie
réznity pomiedzy grupami kontrolnymi KN i KP, a grupami doswiadczalnymi E1 i E2 (P<0,034). Za
caty okres odchowu pomiedzy 1. a 70. dniem zycia stwierdzono istotnie wyzsze przyrosty masy
ciata prosigt w grupach doswiadczalnych E1 i E2 (P<0,009).

Analiza histologiczna wybranych odcinkéw przewodu pokarmowego nie wykazata
zadnych zmian patologicznych oraz standw zapalnych w analizowanych tkankach.

Dodatek do diety loch enzymdw frzustkowych nie wptyngt na dtugo$é¢ kosmkdw
jelitowych dwunastnicy, spowodowat natomiast wzrost gtebokosci krypt jelitowych oraz
grubosci btony $luzowej u zwierzat z grup doswiadczalnych E1 i E2 w poréwnaniu do zwierzgt
z grupy kontrolnej K. Grubosci btony mie$niowej dwunastnicy wszystkich badanych grup réznita
sie istotnie statystycznie. Podobnie jok w przypadku dwunastnicy, réwniez w poczgtkowym
odcinku jelita czczego zastosowane dodatki podawane lochom nie wptynety na dtugosé
kosmkoéw jelitowych. Nie odnotowano takze wptywu diety na gtebokos¢ krypt. Wykazano
natomiast statystycznie istotne réznice w grubosci btony Sluzowej i miesniowej we wszystkich
grupach doswiadczalnych (p<0.01).

W biatku nabtonka jelita czczego w czesci poczgtkowej (prox), srodkowej (mid) i konco-
wej (dist) oznaczono aktywnos¢ enzymdw rgbka szczoteczkowego: sacharazy, laktazy, mal-
tazy, aminopeptydazy A i N oraz dipepeptylopetydazy IV. Stwierdzono istotnie wyzszg aktyw-
nos$¢ laktazy w poczgtkowej czesci jelita czczego u prosigt grup doswiadczalnych E1 i E2
w poréwnaniu do grupy kontrolnej K, wynoszgcqg odpowiednio: 32,9 i 32,00 vs. 21,80 (p<0.01).
W przypadku pozostatych enzymdw nie wykazano istotnych réznic pomiedzy grupami, skut-
kiem duzej zmiennosci wynikow.

Po osiggnieciu przez warchlaki 70. dnia zycia, do tuczu zostato wytypowane losowo po
16 sztuk z kazdej grupy zywieniowej z doswiadczenia nr 1 (po 8 loszek i 8 wieprzkdw; n=64).
Doswiadczenie zakonczy sie w 2019 roku.

Cel 3

Celem kolejnych badah jest ocena przydatnosci rozdrobnionego witdkna
pochodzgcego z krajowych roslin wtdknistych w zywieniu prosigt i okreslenie wptywu na rozwdj
przewodu pokarmowego oraz status zdrowotny tych zwierzgt w okresie okoto odsadzeniowym.

W laboratorium Instytut Wtdkien Naturalnych i Roslin Zielarskich przeprowadzono analize
wtasciwosci antyoksydacyjnych wtdkien rodlinnych, obejmujgcg testy DPPH i FRAP oraz okre-
Slenie zawartosci kwasdw fenolowych. Otrzymane wyniki zamieszczono w Tab. 4. Zawarto$¢
mikotoksyn i wyniki analizy mikrobiologicznej wtdkien roslinnych podano w Tab. 5i é.
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Tab. 4. Wtasciwosci przeciwutleniajgce widkien roslinnych

Widkno celulozowe Witdkno Iniane Witdkno konopne
Test DPPH (% inhibicji)
Stezenie probki
8 mg/ml 0 1,52 1,17
16 mg/mi 0,12 2,91 2,11
24 mg/ml 0,13 4,69 2,09
32 mg/ml 0,15 5,81 3.33
40 mg/ml 0,12 7,34 4,75
Kwasy fenolowe (mg/mil)
Galusowy <0,0003 <0,0003 <0,0003
Gentyzynowy < 0,0007 <0,0007 <0,0007
Syryngowy < (0,00007 < 0,00007 < (0,00007
Synapowy < (0,0003 <0,0001 0,092
Kumarowy <0,0022 < 0,00005 < 0,00005
Ferulowy 0,0019 1,443 0,926

Tab. 5. Poziom mikotoksyn widkien roslinnych (ppb)

Witdkno celulozowe Wtdkno Iniane Wtdkno konopne

Aflatoksyna - -
Ochratoksyna - -
Deoksyniwalenol <3 14,8
Nivalenol - <3
Toksyna T2 - <0,6
Toksyna HT2 - <2
Zearalenon - OllPS

Tab. 6. Wyniki analizy mikologicznej wtdkien roslinnych (jtk/g)

Witdkno celulozowe Wtdkno Iniane Wtdkno konopne
Ogdina liczba grzybdw (plesnie <10 3,9 x10° 2,4 x105
+ drozdze)
Ogdlna liczba plesni <10 4,7 x104 7 x104
0Ogdina liczba drozdzy <10 3.4 x10° 1,7 x105

jtk = liczba jednostek (strzepki, zarodniki grzybdw) tworzgcych kolonie

Przeprowadzono serie ubojow prosigt doswiadczalnych, ubijajgc potowe zwierzgt
w 28., a potowe w 56. dniu zycia. Po uboju prosigt przeprowadzono pomiar kwasowosci tresci
kolejnych odcinkdw przewodu pokarmowego oraz dysekcje, ale otrzymane wyniki nie zostaty
jeszcze opracowane.

W ZD IZ PIB Grodziec Slgski sp.z 0.0., w trzecim kwartale 2018 roku rozpoczeta sie kohcowa
cze$¢ doswiadczenia na prosietach. Planuje sie przeprowadzenie doswiadczenia
wzrostowego, od 1. do 84. dnia zycia, na 14 miotach (po 2 mioty na grupe).

Kontrolna dodatek widékna dodatek widkna Vitacel R
(K) zIlnu (DL) z konopi (DK) 200
llos¢ dodatku, % bez dodatku 1,5% 2% 1,5% 2% 2%
witdkna

Na podstawie wstepnych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze wtdkno uzyskane z krajowych
roélin wtdknistych jest materiatem paszowym niestanowigcym zagrozenia dla prosigt pod
wzgledem sanitarnym (mikologicznym) oraz wykazuje wtasciwosci przeciwutleniajgce. W tresci
wszystkich odcinkéw jelita grubego prosigt otrzymujgcych wtdkna rodlinne, poziom fenolu byt
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zblizony lub nizszy niz u prosigt konfrolnych i otrzymujgcych obecny na rynku preparat
z celulozy drzewnej. Poziom dwdch pozostatych rakotwdrczych metabolitdw (krezolu i indolu)
w tre$ci srodkowego i koncowego odcinka jelita grubego prosigt otrzymujgcych witdkno
Iniane, szczegdlnie stosowane w ilosci 2%, byt pordwnywalny z grupg kontrolng i ofrzymujgca
celuloze drzewng. Poziom amoniaku w tresci jelita grubego byt w grupach do$wiadczalnych
w wiekszosci przypadkdw nizszy niz w kontrolnej, przy czym w kohcowych odcinkach poziom
amoniaku u prosigt otrzymujgcych wtdkno Iniane byt nizszy lub pordwnywalny z poziomem
u prosigt otrzymujgcych celuloze drzewng. Na podstawie wstepnych wynikdw, mozna przy-
puszczac, ze witdkno pochodzgce z Inu i konopi, zastosowane jako dodatek do paszy dla pro-
sigt, moze by¢ dodatkiem ksztattujgcym status zdrowotny prosigt i ograniczajgcym wydalanie
substancii niepozgdanych.

Do laboratorium Katedry Zywienia Zwierzgt UP w Poznaniu przekazano w 2018 roku prébki
tresci jelita Slepego oraz poczgtkowego odcinka okreznicy prosigt w celu przeprowadzenia
analizy mikroflory jelitowej cytochemiczng metodq fluorescencyjnej hybrydyzacji ,,in sifu™ (FISH)
pojedynczych komérek bakteryjnych. Na podstawie wykrytej w materiale genetycznym okre-
Slonej sekwencji DNA identyfikowane bedg komarki konkretnych grup mikroorganizmdw, istot-
nych dla statusu zdrowotnego jelit. W obecnej chwili analizy nie zostaty jeszcze zakonhczone.

W laboratorium Anchem w Katowicach przeprowadzono oznaczenie poziomu immuno-
logicznych wskaznikdw krwi prosigt (IgA. IgG, IgM, CRP). Opracowanie i podsumowanie otrzy-
manych wynikéw zostanie przeprowadzone w 2019 roku.

W IFiZZ PAN w Jabtonnie przeprowadzono analizy tresci pokarmowej jelita Slepego oraz
poczatkowej, srodkowej i kohcowej czesci okreznicy prosigt. Oznaczono zawartos¢ suchej
masy, elektrolitéw (Ca, Fe, Cl, Mg, P, Na, K), lotnych kwasdw ttuszczowych, amoniaku oraz ak-
tywno$¢ wybranych enzymow (fosfatazy alkaliczneji B-glukozydazy).

Zadanie 01-16-02-11
Czynniki zywieniowe warunkujgce wydajnosé
i zdrowotnosé zwierzqgt przezuwajqcych
Kierownik zadania: prof. dr hab. Barbara Niwinska

Celrealizowanych badan stanowi analiza mozliwosci poprawy wydajnosci produkcyjnej bydta
i owiec. W ramach zadania realizowano 2 cele badawcze.

Cel badawczy nr 1 pt: Wptyw poziomu zywienia na rozwdj gruczotu mlekowego
cieliczek wysokowydajnych ras mlecznych

Celem badah byta analiza wptywu poziomu Zzywienia energetyczno-biatkowego
preparatem mlekozastepczym (PM) w okresie wychowu od 14. do 60. dnia zycia na cechy
anatomiczne gruczotu mlekowego (GM) u cieliczek wysokowydajnych ras mlecznych.

Metody badawcze

Doswiadczenie przeprowadzono na 18 cieliczkach rasy polskiej holsztyhsko-fryzyjskie;.
Utworzono 3 réwnoliczne grupy: | — kontrolng, w ktdrej cieliczki poddano ubojowi w 14. dniu
zycia, w pozostatych grupach cieliczki ubijano w 60. dniu zycia oraz stosowano zywienie PM:

w grupie Il — ograniczone (dzienne dawki PM pokrywaty w 80% zapotrzebowanie
energetyczno-biatkowe szacowane wg norm ,,Zalecenia Zywieniowe dla Przezuwaczy”, 2014)
i w grupie lll - do woli. Cieliczki miaty staty dostep do paszy tre$ciwej i wody. Gromadzono

pomiary przyzyciowe wskaznikdw efektywnosci wychowu (obejmujgcych kontrole masy
iwymiardw ciata oraz pobrania pasz) oraz cotygodniowe pomiary wskaznikdw
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hematologicznych i biochemicznych krwi. Gromadzono pomiary poubojowe wskaznikdw
anatomicznych GM, obejmujgce wymiary i mase catego narzgdu oraz wyodrebnionych
W jego strukturze: tkanki migzszowej (zawierajgcej wydzielnicze komorki nabtonkowe) i tkanki
zrebowej (zawierajgcej komorki ttuszczowe i fibroblastyczne oraz bezkomaorkowe biatka tkanki
tgcznej). Probki tkanek przeznaczone do analiz histologicznych umieszczono w zbuforowanym
roztworze formaliny, a przeznaczone do analiz ekspresji gendw w ciektym azocie a nastepnie
w zamrazarce w temperaturze -80°C. Wykonano pomiary anatomiczne wybranych organdw
wewnetrznych oraz tuszy poubojowe;.

Wyniki

Uzyskane wyniki wskazujg, ze zywienie cieliczek PM ,,do woli” w okresie od 14. do
60. dnia zycia wptyneto na wzrost masy GM, jego tkanki migzszowej i tkanki zrebowej,
w poréwnaniu do tych wskaznikdw charakteryzujgcych cieliczki otrzymujgce dawki
ograniczone (Tab. 1).

Fot. 1. Wyodrebnianie struktur anato-
micznych gruczotu mlekowego (fot.
witasna)

Wyodrebniona
tkanka
migzszowa.

Wyodrebniony caly
gruczot miekowy.

Tab. 1. Masa i przyrost masy gruczotu mlekowego, tkanki migizszowej i tkanki zrebowej u cieliczek
karmionych preparatem milekozastepczym do woli lub dawkami ograniczonymi

Masa (g) Przyrost masy (g)
Wyszczegdinienie 14.d.2. |60.d.% od 14. do 60. d. 7.
Zywienie: do woli | ograniczone |do woli ograniczone
Gruczot Masa catego organu 69,5 326,9 132,3 257 4 62,8
miekowy I Gsa Tkanki migzszowe] | 0,84 208 |87 20,0 7.9
Masa tkanki zrebowej 66,7 300,4 117.2 233,7 50,5

Uzyskane wyniki pozwalajg rowniez stwierdzi¢, ze u cieliczek w okresie od 14. do 60. dnia
zycia nastepuje wyzsze zwielokrotnienie masy GM, jego tkanki migzszowej i tkanki zrebowej
w poréwnaniu do wzrostu masy i wymiardw ciata oraz masy wybranych organdéw wewnetrz-
nych (Wykr. 1). Masa gruczotu mlekowego wzrosta 5,1-krofnie, jego tkanki migzszowej 3,1-krof-
nie i 9,9-krotnie tkanki zrebowej (przedstawione srednie charakteryzujg obie grupy zywieniowe),
a w tym okresie wielokrotno$¢ wzrostu masy ciata, wymiaréw ciata oraz masy wybranych or-
gandw wewnetrznych wynosita 1,7; 1,11 1,9; (odpowiednio).
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Masa nadwymieniowego gruczohs kmfatycznego
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Wykr. 1. Wielokrotnosé wzrostu wartosci wybranych pomiaréw anatomicznych w okresie
od 14. do 60. d. z. cieliczek uwzgledniajgcy poziom zywienia preparatem mlekozastepczym
(do woli vs. ograniczony)

Przedstawione wyniki wskazujqg, ze szybkos¢ wzrostu GM w pierwszych 2 miesigcach zycia u cie-
liczek ras wysokomlecznych wyprzedza wzrost catego ciata i innych organdw wewnetrznych.

Cel badawczy nr 2 pt.: Wptyw formy madlanu na fermentacje zwaczowq, strawnos$cé
i rozwdj przewodu pokarmowego przezuwaczy

Celem badan byta analiza wptywu rodzaju soli kwasu mastowego na przebieg
fermentacji mikrobiologicznej w zwaczu u dorostych przezuwaczy oraz wykorzystanie paszy
i rozwéj przewodu pokarmowego rosngcych owiec.

Przeprowadzono 2 doswiadczenia: fizjologiczne na przetokowanych krowach
i wzrostowe na jagnietach-tryczkach.

Realizacja doswiadczenia fizjologicznego na przetokowanych krowach.

Metody badawcze

Doswiadczenie przeprowadzano w uktadzie powtdrzonego kwadratu tacinskiego na
3 krowach (rasy polskiej holsztyrsko-fryzyjskiej) z zatozonymi przetokami do zwacza. Krowy
otrzymywaty dawki pasz: kontrolng — bez dodatku soli kwasu mastowego — z dodatkiem soli
sodowej kwasu mastowego (maslanu sodu) oraz - z dodatkiem tréjglicerydu kwasu
mastowego (tributyrinu). W 16. dniu badah pobierano préby ptynu zwaczowego,
w ktérych oznaczono odczyn kwasowy, stezenia azotu amonowego i lotnych kwasdw
ttuszczowych. Od 19. do 21. dnia przeprowadzono metodq in situ inkubacije probek siana.

Stwierdzono, ze w stosunku do kwasowosci obserwowanej w zwaczu kréw grupy
kontrolnej, podanie maslanu sodu zwiekszyto warto$ci pH o 0,12%, 1,32%, 1,42% i 1,17% po
uptywie 0, 2, 4i 8 h od zadania paszy (odpowiednio), natomiast podanie tributyrinu zwiekszyto
0 0,33% warto$¢ pH w godzinie 0, a w nastepnych godzinach obnizyto o 1,42%, 2,62% i 1,17%
(Tab. 2). Zaobserwowano wzrost koncentracji azotu amonowego po uptywie 0, 2, i 4 h od
zadania paszy w wyniku podania maslanu sodu o 1,86%, 3,03%, 1,28% a tributyrinu o 9,32%,
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12,72%, 2,56%; po uptywie 8 godzin obserwowano obnizenie koncentracji o 12,3% w wyniku
podania maslanu sodu i 17,6% tributyrinu.

Tab. 2. Wplyw dodatkéw soli kwasu mastowego na przebieg fermentacji w zwaczu

Godziny od Przebieg fermentacji w zwaczu kréw zywionych
Wskazniki przebiegu dani 3 : i N h dodatek
fermenfacji W Iwaczu Zadania paszy nieotrzymujqgcych olrzymujqcyc odaie
(h) dodatku maslanu sodu | Tributyrinu
Odczyn kwasowy - pH 0 6.90 6.91 6.92
2 6.47 6.55 6.38
4 6.33 6.42 6.17
8 6.40 6.48 6.33
Azot amonowy (mg N/ml) 0 0.115 0.117 0.126
2 0.162 0.167 0.183
4 0.111 0.113 0.114
8 0.054 0.047 0.044

Realizacja do$wiadczenia wzrostowego na jagnietach.

Metody badawcze

27 jagnigt — tryczkdw rasy wrzosdwka, od 10. miesigca zycia otrzymywaty dawke paszy
pokrywajgcg potrzeby rosngcych tryczkédw. Po 14 dniach adaptacji zwierzeta losowo
przydzielano do trzech grup zywieniowych. W grupie 1. — kontrolnej tryczki nie otrzymywaty
dodatku soli kwasu mastowego, w pozostatych grupach ofrzymywaty dodatek
w ilosci 15 g soli kwasu mastowego w 1 kg pobranej suchej masy, w grupie 2. — dodatek
maslanu sodu i w grupie 3. — dodatek tributyrinu. W celu oceny wptywu dodatkdw na
efektywnos$¢ tuczu kolekcjonowane sq przyzyciowe pomiary masy ciata i pobrania pasz,
w celu oceny wptywu na wskazniki biochemiczne krwi kolekcjonowane sqg prébki krwi
przeznaczone do analiz. Ze wzgledu na zbyt niskg mase ciata tryczkdw, doswiadczenia
wzrostowe rozpoczeto w listopadzie 2018 roku i do$wiadczenie bedzie kontynuowane
w  kolejnym roku. Po ukonczeniu okresu tuczu zwierzeta bedq ubijone i zostanie
przeprowadzona kolekcja pomiardw anatomicznych i kolekcja préb materiatu biologicznego
z przewodu pokarmowego do dalszych analiz chemicznych. Zostanie wykonana ocena
wydajnosci rzeznej.

Fot. 2. Opasane jagnie rasy

, Fot. 3. Tryczki w klatkach
wrzosowka (fot. wiasna)

doswiadczalnych (fot. wtasna)
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Podsumowanie dotychczas uzyskanych wynikéw badan

Wykazano, ze poziom zywienia energetyczno-biatkowego w okresie wychowu od 14. do
60. dnia zycia wptywa na tempo wzrostu gruczotu mlekowego u cieliczek wysokowydajnych
ras mlecznych. Zywienie do woli w tym okresie wychowu zwieksza mase gruczotu mlekowego
i mase jego tkanki migzszowej i tkanki zrebowej w pordwnaniu do tych wskaznikow
stwierdzonych u cieliczek zywionych dawkami ograniczonymi. Stwierdzono takze, ze w okresie
wychowu od 14. do 60. dnia zycia tempo wzrostu gruczotu mlekowego, jego tkanki migzszowej
i tkanki zrebowej jest wyzsze w poréwnaniu do tempa wzrostu catego organizmu i wybranych
organdw wewnetrznych.

Stwierdzono, ze przebieg fermentacji mikrobiologicznej w zwaczu u dorostych
przezuwaczy jest modyfikowany przez dodatek soli kwasu mastowego, a efekt ten zalezy od
rodzaju soli. Dodatek maslanu sodu zwiekszyt, natomiast dodatek tributirinu obnizyt odczyn
kwasowy treSci zwacza. Zarbwno dodatek maslanu sodu jak i tributirinu wptyngt na wzrost
stezenia azotu amonowego. Wyniki dotychczasowej realizacji doswiadczenia wzrostowego na
jagnietach nie stanowig podstawy wnioskowania.

Zadanie 01-16-03-11
Czynniki zywieniowe wptywajgce na wykorzystanie sktadnikéw pokarmowych oraz
metaboliczny i zdrowotny status intensywnie uzytkowanego drobiu
Kierownik zadania: prof. dr hab. Sylwester Swigtkiewicz

Zadanie dotyczy istotnych zagadnieh nowoczesnej produkcji drobiarskiej — jakosci skorup jaj

i kos¢ca u wysokoprodukeyjnych kur niesnych oraz strawnosci jelitowej aminokwasdw nasion

grochu siewnego u kurczat. A zatem, w ramach zadania realizowane sg dwa cele badawcze:

1.  Ocena wptywu profilu kwasdw ttuszczowych lipiddw mieszanki paszowej na jakos$¢ koscca
i skorup jaj u wysokoprodukcyjnych kur niesnych.

2. Standaryzowana strawno$¢ jelitowa aminokwasédw nasion grochu  siewnego
u kurczgt brojleréw — wptyw wieku i dodatku paszowej proteazy.

Cel szczegotowy 1.

W okresie sprawozdawczym wykonano doswiadczenie 1. na intensywnie uzytkowanych ku-
rach niednych (168 niosek Lohman Brown, w okresie od 25. do 60. tygodnia zycia). Nioski zy-
wiono doéwiadczalnymi mieszankami paszowymi zawierajgcymi rézne zrédta kwasdw ttuszczo-
wych (olej sojowy, kokosowy, rzepakowy, Iniany, z Inianki siewnej, rybny, z alg). W czasie do-
Swiadczenia rejestrowano liczbe i mase zniesionych jaj oraz ilos¢ pobranej paszy. Na tej pod-
stawie obliczono niesnos$é, dzienne pobranie paszy oraz zuzycie paszy w przeliczeniu na 1 kg
jgj i na 1 jajo. Przeprowadzono takze analizy jakosci jaj, z uwzglednieniem takich cech jak:
barwa i masa z6ttka, jednostki Haugha, masa oraz grubos$e, gestosc i wytrzymatose skorupy.
Wykonano réwniez analizy profilu kwasdw ttuszczowych lipiddw mieszanek paszowych oraz
z6ttka jaj, jak réwniez sensoryczng analize gotowanych jaj. Po uboju niosek doswiadczalnych
pobrano kosci piszczelowe —w celu przeprowadzenia analiz fizykochemicznych. Na podstawie
wstepnie opracowanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze rodzaj ttuszczu nie miat wptywu na ta-
kie parametry jakosciowe jqj, jak: ich srednia masa, wysoko$¢ biatka, barwa zottka oraz gru-
bos¢, gestosc i wytrzymato$c skorupy, jak rowniez wybrane wskazniki produkcyjne niosek.
Stwierdzono natomiast roznice miedzy grupami doswiadczalnymi w zakresie profilu kwasdw
ttuszczowych lipiddw zéttka, odnotowujgc najkorzystniejszy wptyw w tym zakresie oleju z alg,
stosowanego do naftuszczania mieszanek paszowych.

126



Dziatalnosé naukowo-badawcza realizowana w Zaktadach Naukowych
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Fot. 1. Nioski Lohman Brown w trakcie doswiadczenia
(kurnik do$wiadczalny ZFZ IZ PIB w Aleksandrowicach k. Balic)

Cel szczegdbtowy 2.

W ramach realizacji celu szczegdtowego przeprowadzono kolejny etap badan, poswiecony
ocenie wptywu wieku kurczgt oraz dodatku mikrobiologicznej proteazy serynowej na jelitowqg
strawno$¢ aminokwasdw nasion grochu odmiany kolorowo kwitngcej. Do badan tego etapu
wybrano groch odmiany Milwa ze zbioru 2017 — odmiana uprawiana na cele paszowe, wpi-
sana do KRO w 2005 r. Analizy wykazaty nastepujgcy podstawowy sktad chemiczny partii no-
sion tej odmiany grochu uzytej w badaniach (g/kg suchej masy): biatko ogdine 250,8, ttuszcz
10,8, wtdkno 65,4, popidt 27,4. Oprdcz tego, okreslona metodqg kolorymetryczng zawartos$e ta-
nin wynosita 3,1 g/kg, a aktywnos¢ inhibitoréw trypsyny (TIU, metoda spektrofotometryczna)
wynosita 1,6 mg/g. Udziat aminokwasdw w przeliczeniu na 100 g biatka ogdlnego (N x 6,25)
przedstawiono graficznie (Rys.1).

Wykonany eksperyment obejmowat dwa nastepujgce po sobie testy strawnoéciowe na
kurczetach w wieku 14 i 28 dni, z zastosowaniem krétkookresowego zywienia ptakdéw dietq
w ktérej nasiona grochu stanowity jedyne Zrédto biatka. Diete te podawano w dwdch wer-
sjach: bez dodatku lub z dodatkiem preparatu proteazy serynowej. Dla oznaczenia wielkosci
podstawowego przeptywu jelitowego aminokwaséw endogennych (1. niepochodzgcych
z paszy, EAA) u osobnikdw w danym wieku, w przeprowadzonym dos$wiadczeniu utworzono
dwie dodatkowe grupy ptakdéw zywionych dietq bezbiatkowq. Wartosci liczbowe EAA bedg
wykorzystane do standaryzaciji (korekty) wspdtczynnikdw pozornej strawnosci jelitowej amino-
kwasdw (AID) okre$lonych pierwotnie w obu doswiadczeniach (20171 2018) wykonanych w ra-
mach niniejszego celu badawczego. W biezgcym okresie sprawozdawczym wykonano takze
kalkulacje wspotczynnikdw AID aminokwaséw grochu odmiany Tarchalska, uzytej w poprzed-
nim etapie badan (2017). W zalezno$ci od wieku kurczat i obecnosci proteazy w diecie testo-
wej obliczenia te wykazaty wartoéci podane w Tabeli 1.
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Rys. 1. Profil aminokwasowy biatka nasion grochu odmiany

Tab. 1. Wspoétczynniki pozornej strawnosci jelitowej aminokwaséw grochu odm. Tarchalska

Grupy doswiadczalne:

Aminokwas wiek ptakéw (14 lub 28 dni), dodatek proteazy (brak lub E)

14 14E 28 28 E
Lizyna 0.848 0.874 0,853 0.883
Metionina 0,720 0,751 0,735 0,790
Cystyna 0,649 0,672 0,642 0,669
Treonina 0,730 0,745 0,762 0,786
Arginina 0.850 0,903 0,860 0.880
Walina 0,784 0,798 0,794 0,806
Izoleucyna 0,760 0,781 0,781 0,774
Leucyna 0,801 0,828 0,804 0,810
Fenyloalanina 0,825 0,825 0,814 0,839
Histydyna 0,832 0,837 0,831 0,832

Zadanie 01-16-04-11
Walidacja i doskonalenie metody GC-MS oznaczania zwiqgzkéw lotnych
jako istotnych substancji wptywajgcych na jakosé miesa i ttuszczu gesiego
Kierownik zadania: dr hab. Robert Ggsior

Celem naukowym jest walidacja i doskonalenie metod stuzgcych opracowaniu charaktery-
styki sktadu chemicznego miesai ttuszczu Gesi Biatej Kotudzkie|®, zywionej w kohcowym etapie
owsem i innymi zbozami

Przeprowadzono do$wiadczenie na 4 grupach: ge$ owsiana, pszeniczna, kukurydziana,
ges jeczmienna (tgcznie 64 sztuki w uktadzie: 4 x 16 (8 gesi i 8 gesiorkdw = 64).
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Uktad doswiadczenia przedstawiono ponizej:

Doswiadczenie 2018

Lywienie: owies Lywienie: pszenica Zywienie: kukurydza | Zywienie: jeczmien

Sztuk: 8 Sztuk: 8 Sztuk: 8 Sztuk: 8 Sztuk: 8 Sztuk: 8 Sztuk: 8 Sztuk: 8

gesiorek ges gesiorek ges gesiorek ges gesiorek ges

Do ukonhczenia 13. tygodnia zycia gesi byty odchowywane i zywione jednakowo, zgodnie
z systemem technologii fuczu IZ PIB ZD Kotuda Wielka. W okresie od 14. do 16. tygodnia zycia
ptaki zywione byty do woli wytgcznie ziarnem owsa, pszenicy, kukurydzy oraz jeczmienia.
Pobrano prébki pasz oraz nég, piersi, ttuszczu sadetkoweo oraz wagtroby, serca i mdzgi. Probki
zostaty zamkniete prézniowo w woreczkach PA/PE (folia barierowa poliamid/polietylen)
i przetransportowane do laboratorium w temperaturze okoto -78°C w ,,suchym lodzie” (COx2)
i przechowywano je w temp. -80°C. Oprécz analiz chemicznych okreslonych pasz i probek
pobranych od zwierzgt (podstawdwka, witaminy A i E, cholesterol, kwasy ttuszczowe,
sktadnikdw mineralnych, aminokwasdéw) wykonano w préobkach miesa analizy zwigzkdw
lotnych metodqg HS-SPME-GC/MS (chromatografia gazowa sprzezona z spektrometrem mas
z wykorzystaniem techniki ekstrakcji z fazy nadpowierzchniowej do fazy stacjonarnej), analizy
olfaktometryczne wybranych prébek metodg GC-O i GC/MS (chromatografia gazowa
z olfaktometrem oraz spekirometrem mas). Zhomogenizowane w ciektym azocie probki do
analiz HS-SPME-GC/MS pieczono (170°C przez 35 min) w zamknietych fiolkach 20 ml. Analizy
wykonano na 2 kolumnach: ZB-5MSi i ZB-Wax (Phenomenex®, 30 mx0,25 mm 1.D.x0,25 um film).
Fiolke z préobkg termostatowano w temperaturze 50°C przez 30 min. Czas ekspozyciji wtdkna
w fazie ponad prébkg (prébka caty czas mieszana) wynosit 15 min. Probke podawano za
pomocg automatycznego podajnika préobek COMBI PAL System (AOC-5000), a przed kazdg
analizg wtdkno byto wygrzewane w temperaturze 270°C przez 1 h. Rozdziat chromatograficzny
prowadzono na chromatografie gazowym Shimadzu GCMS-QP2010 Plus, wyposazonym
w kwadrupolowy detektor MS (El, 70 eV, 250°C) skanujgcy w trybie TIC w zakresie 35-450 m/z,
w nastepujgcych warunkach: gaz nosny: hel (He), 1 ml/min, program temperaturowy pieca:
izoterma 37°C przez 10 min, nastepnie wzrost temperatury do 132°C (4°C/min) i ponowny jej
wzrost do 240°C (8°C/min) a nastepnie utrzymanie jej do konhcowego czasu analizy (60 min).
Prébki przed analizg chromatograficzng ustawiano naprzemiennie na chtodzonym (+1 do
+3°C) podajniku prébek. Prébki do analiz olfaktometrycznych przygotowywano technikg SAFE
(Solvent Assisted Flavor Evaporation). Ekstrakty (10 ul) analizowano na 2 kolumnach. Zapachy
notowano na olfaktometrze OP275, a zwigzki wykrywano za pomocq detektora ptomieniowo-
jonizacyjnego FID i spektrometru masowego. Do pomiardw stezenia zapachowego stosowano
technike AEDA (Aroma Extract Dilution Analysis).

Dotychczasowe wyniki
Efektem analiz chromatograficznych sg chromatogramy. Przyktadowe chromatogramy

analizy olfaktometrycznej zwiqzkdw zapachowych w nodze gesi, zwigzkdw lotnych metodqg HS-
SPME-GC/MS w nodze i mdzgu gesim przedstawiono na rysunkach, kolejno: Fig.1, Fig. 2 i Fig. 3.

129



Dziatalnosé naukowo-badawcza realizowana w Zaktadach Naukowych

Fig. 1. Chromatogram analizy olfaktometrycznej z detekcjq FID dotyczqcy zwigzkéw lotnych
w miesie nogi gesi po przygotowaniu probki technikg SAFE
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Fig. 2. Chromatogram analizy HS-SPME-GC/MS z detekcjg za pomocgq spekirometru mas dotyczacy
zwiqzkéw lotnych w miesie nogi gesi
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Fig. 3. Chromatogram analizy HS-SPME-GC-MS z detekcjg za pomocq spekirometru mas dotyczgcy
zwigzkow lotnych w mézgu gesi
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Zadanie 04-16-01-11
Ksztattowanie reakcji immunologicznej u cielgt za pomocqg
innowacyjnych preparatéw zawierajgcych nanoczqstki krzemu
oraz zmodyfikowane kultury Lentinula edodes
Kierownik zadania: dr Dorota Bederska-tojewska

Celem gtéwnym zadania byta ocena dwdch ztozonych preparatdw NANOCALF-Si oraz Selen-
tin na status zdrowotny cielgt m.in. odpowiedz immunologiczng oraz parametry produkcyjne.

Otrzymano innowacyjne preparaty niezbedne do doswiadczeh przeprowadzonych
w Instytucie Zootechniki PIB oraz w Panstwowym Instytutem Weterynaryjnym PIB w Putawach.
Do sporzgdzenia preparatu NANOCALF-Si wykorzystano kwasy organiczne fumarowy, cytry-
nowy, jabtkowy i kwas sorbowy, ktére nastepnie poddano ochronie w matrycy tréjglicerydo-
wej. Zostata ona tak skonstruowana, aby uwalnianie kwasdw organicznych odbywato sie na
catym odcinku przewodu pokarmowego. Dodatkowo preparat wzbogacono nanoczgstkami
krzemu. Drugi preparat otrzymano na Uniwersytecie Jagiellonskim w wyniku hodowli specjalnie
zmodyfikowanych kultur in vitro gatunku grzyba jadalnego i leczniczego Lentinula edodes (shi-
take), wzbogaconego w zwigzki organiczne selenu, ktdre nastepnie poddano liofilizacii.

Zakohczono takze pierwszy etap badah przeprowadzonych w Zaktadzie Chordéb Bydta
i Owiec Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego PIB w Putawach. Preparaty zostaty tam prze-
badane w aspekcie wptywu na uktad immunologiczny cielgt. Materiat doswiadczalny stano-
wito 12 cielgt, podzielonych na 3 grupy: kontrolng, otrzymujgcq Selentin (3,5 g, podawany 2 x
dziennie) oraz Nanocalf-Si (podawany 1 x dziennie i zawierajgcy 18 mg proteazy, 45 mg lipazy,
3000 mg SiO2, 250 mg kwasu fumarowego, 250 mg kwasu jabtkowego 120 mg kwasu cytryno-
wego, 220 mg kwasu sorbowego, 15 mg maslanu sodu). W trakcie doswiadczenia, prowadzo-
nego przez 10 tygodni, kontrolowano: mase ciata zwierzgt — w odstepach tygodniowych, ilo§¢
pobranej paszy, ogdlny stan zdrowotny cielgt, a takze ocenie poddano wybrane parametry
krwi:

1. 0gdlng liczbe leukocytdbw oraz ich sktad procentowy z podziatem na odpowiednie frak-
cje komodrkowe (leukogram) we krwi petnej,

2. okreslenie sumarycznej koncentfracji gammaglobulin w surowicy krwi,

3. analize fenotypowq leukocytéw krwi obwodowej badane za pomocqg cytometrii prze-
ptywowej,

4. oznaczanie aktywnosci fagocytarnej neutrofili oraz ich wybuchu tlenowego za pomocg
cytometrii przeptywowej,

5. badanie aktywnosci cytokin prozapalnych (IL-1, TNF-a, INF-y) oraz cytokin antyzapalnych
(IL-2, IL-4, IL-10) w surowicy krwi.

Smiertelno$¢ w grupie kontrolnej wynosita 100%, w grupie otrzymujgcej NANOCALF-Si
75%, natomiast w grupie otrzymujgcej Selentin 25%. Zestawienie statystyczne omdwionych po-
wyzej wynikdw jest aktualnie opracowywane przez jednostke przeprowadzajgcg doswiadcze-
nie. W grupie konfrolnej oraz otrzymujgcej preparat na bazie liflizatu z mycelium
L. edodes na poczgtku do$wiadczenia, a nastepnie co tydzieh pobierano krew w celu oceny
stezenia selenu w surowicy krwi. Badanie zostato przeprowadzone w Idexx Laboratories
sp. z 0.0. Otrzymane wyniki zestawiono w Tab. 1.
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Tab. 1. Poziom selenu w surowicy krwi cielgt (ug/I)

Grupa kontrolna Grupa otrzymujgca Selentin

Pobranie 1 2 3 4 5 6 7 8

1 35 21 16 21 14 19 42 13
2 36 27 16 26 129 163 199 205
3 39 27 15 28 141 152 181 203
4 42 30 20 31 230 196 205 273
5 47 19 25 27 158 - 159 216
) - 31 47 23 128 - 144 143
7 - 39 - 27 169 - 175 192
8 - 43 - 34 210 - 206 216
9 - 49 - - 161 - 165 292
10 - 60 - - 202 - 205 215
1 - 60 - - 257 - 305 188

Warto$¢ referencyjna > 50 ug/I

Srednie stezenie selenu w grupie kontrolnej wynosito 33,64 ug/l, natomiast w grupie
doswiadczalnej otrzymujgcej Selentin byto o 575,47% wyzsze i wynosito 193,59 ug/I.

Whnioski
a) Obydwa preparaty ograniczyty $miertelno$¢ cielgt, NANOCALF-Si o 25%, natomiast
Selentin 0 75%.
b) Zastosowanie Selentinu zwiekszyto poziom selenu we krwi o ponad 500% w poréwnaniu
do grupy kontrolne;j.

Zadanie 04-16-02-11
Opracowanie kalibracji do badan zafatszowan pasz na podstawie
analizy biatka wtasciwego metodq bliskiej podczerwieni
Kierownik zadania: mgr inz. Wojciech Wréblewski

Celem pracy jest uzyskanie metody szybkiego i taniego kontrolowania sktadnikéw paszowych
na zawarto$¢ azotu niebiatkowego. Wychwytywanie i eliminacja sktadnikdw paszowych fat-
szowanych azotem niebiatkowym wptynie na podwyzszenie warto$ci odzywczej pasz oraz
ograniczy choroby, ktére mogg wywotywacé dodatki fatszujgce.

Przygotowano szereg prébek referencyjnych zawierajgcych rézne zawartodci azotu nie-
biatkowego (biatka niebiatkowego, wg przelicznika z zawartosci azotu = 6,25). Jako matryc
uzyto: makuch sojowy, Srute sojowq poekstrakcyjng, mgczke rybng, preparat mlekozastepczy
oraz mleko w proszku. Jako dodatkéw azotu niebiatkowego uzyto substancii: organicznych
(melamina, mocznik) oraz mineralnej (siarczan (VI) amonu). Metodg miedziowqg (wg Bern-
stein’a) oraz metodg Kjeldahl'a wyznaczono poziomy naturalnego azofu niebiatkowego
w matrycach oraz poziomy azotu niebiatkowego pochodzgce od sztucznych dodatkdéw
w poszczegdlnych mieszaninach matryca-sztuczny dodatek. Na podstawie analiz referencyij-
nych oraz w bliskiej podczerwieni NIRS (InfraXact™ 7500, Foss) utworzono, stosujgc oprogramo-
wanie WinlSI ver. 4.10, szereg kalibraciji. Uzyskano kalibracje typu: global oraz local stosujgc
nastepujgce przeksztatcenia matematyczne: MPLS, SNV&Detrend oraz obrébke widm: 1.4.4.1,
2.8.6.1,3.10.10.1, 4.10.10.1, 3.5.5.11 2.6 .4.1.

Stosujgc walidacje krzyzowq wykonano ocene statystyczng wynikdw, w tym oszaco-
WaNo niepewnosci.
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Kalibracje do oznaczania zawartosci dodatkéw azotu niebiatkowego NPN oraz poszczegol-
nych substanciji fatszujgcych w poszczegdinych sktadnikach paszowych oraz w mieku proszku.

Wybrano sumarycznie dwadzie$cia sze$¢ kalibracji typu global pozwalajgcycych na
oznaczenie: zawartosci poszczegdlnych dodatkdw (substancji fatszujgcych azotem nie
biatkowym), zawartosci NPN (jako catkowitego azotu niebiatkowego obejmujgcego azot
niebiatkowy pochodzenia naturalnego oraz azot pochodzgcy od sztucznego dodatku)
w sktadnikach paszowych oraz w mleku w proszku. Wyniki przedstawiono w Tab. 1-4.

Objasnienia do Tabel 1-4

SECV (ssecv standardowy btgd walidacji krzyzowej, SECV% (SECV wyrazone jako precent
wzgledny), min (minimalne stezenie oznaczanego parametru — jest to minimalne stezenie
oznaczane metodami referencyjnymi nie mniejsze niz podwojona wartos¢ SECV, max
(maksymalne stezenie oznaczanego parametru w zbiorze kalibracyjnym), sre (Srednie stezenie
oznaczanego parametru w zbiorze kalibracyjnym), SD (standardowe odchylenie stezenia
oznaczanego parametru w zbiorze kalibracyjnym), N (liczebnosc probek w kalibracji), R2
(wspodtczynnik determinacii kalibraciji), SEC (standardowy btad kalibracii), urer (niepewnos$c
standardowa na podstawie budzetu niepewnoséci Centralnego Laboratorium Dziatu Analityki
Laboratoryjnej).

Tab. 1. Parametry kalibracji dla melaminy w poszczegdinych skladnikéw paszowych. M — zawartosé
melaminy, NPN* - zawarto§é azotu niebiatkowego pochodzqcego jedynie od sztucznego dodatku
melaminy, NPN - catkowita zawartosé¢ azotu niebiatkowego

M — melamina
makuch sojowy maczka rybna $r. sojowda poeks. p. mlekozas.
M NPN M NPN* NPN M NPN M NPN
g/100g | g/100g | g/100g | g/100g | g/100 g | g/100g | g/100g | g/100g | g/100 g
min 0.40 0,37 0,30 0,20 1,80 0.91 0,54 0.30 0,37
max 6,75 4,87 710 4,728 6,53 8,54 6,18 6,10 4,43
sre 3,17 2,40 325 2,167 3.87 3.73 2,88 2,86 2,18
SD 2,11 1,44 2,31 1,539 1,57 2,82 1,90 1,96 1,34
N 24 25 23 23 24 24 25 20 21
R2 0,994 0,994 1,000 1,000 1,000 0,989 0,994 1,000 1,000
SECV 0.167 0.119 0,041 0,027 0,027 0,457 0,271 0,045 0,042
SECV % 5,251 4,960 1,272 1,237 0,697 | 12,253 9,412 1,556 1,910
SEC 0,162 0,110 0,023 0,015 0,014 0,295 0,145 0,023 0,020
obrobka widm 2.8.6.1 1.4.4.1 3.10.10.1 4.10.10.1
SECV/ Uret 1.0 1.0 0.3 ‘ 0.2 I 0.1 2,4 1.9 0,3 0.4

Tab. 2. Parametry kalibracji dla melaminy w mleku w proszku (NPN - catkowita zawartosé azotu

niebiatkowego)

Mleko . . 5 Obrdbka
w proszku min | max | sre | SD | N R SECV | SECV % | SEC | SECV/ Uret widm
NPN g/100 g 021 | 479 | 1,71 11,8223 (1,000 | 0,103 | 6,005 | 0,042 1.2

melamina 1.4.4.1
g/100 g 024 | 685 | 22427324 ]1,000 | 0,122 | 5455 | 0,059 1,1
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Tab. 3. Parametry kalibracji dla mocznika w poszczegdlnych sktadnikow paszowych, U - zawartosé
mocznika, NPN - catkowita zawartosé azotu niebiatkowego

U — mocznik
makuch sojowy mqczka rybna §r. sojowa poeks. p. mlekozas.
V] NPN U NPN V] NPN U NPN
g/100g | g/100g | g/100g | g/100g | g/100g g/100g | g/100g | g/100 g
min 0,43 0,36 0,43 1,75 0,43 0,47 0,43 0,37
max 7,48 3.86 8.86 5,93 9.87 5,10 10,33 5,18
Sre 3.73 2,03 3.80 3,50 4,27 2,41 4,63 2,44
SD 2,33 1,12 2,96 1,40 3,28 1,55 3,33 1,58
N 19 21 24 25 24 25 24 25
R2 1,000 0,998 0,999 0,999 0,998 0,998 1,000 1,000
SECV 0,135 0,079 0,106 0,050 0,193 0,095 0,067 0,032
SECV % 3,621 3,866 2,788 1,433 4,524 3,943 1,452 1,307
SEC 0,042 0,050 0,074 0,035 0,157 0,077 0,027 0,015
obrébka widm 3.5.5.1 4.10.10.1 3.10.10.1 1.4.4.1
SECV/ Uret 0.7 0.8 0.6 0.3 0.9 0.8 0,3 0.3

Tab. 4. Parametry kalibraciji dla siarczanu (VI) amonu w poszczegdlnych sktadnikéw paszowych,
S — zawartos¢ siarczanu (VI) amonu, NPN - catkowita zawarto$é azotu niebiatkowego

S —siarczan (VI) amonu
makuch sojowy maczka rybna §r. sojowa poeks. p. mlekozas.
S NPN S NPN S NPN S NPN
9/100g | 9/100g | 9/100g | 9/100g | g/100g | g/100g | 9/100g | g/100 g

min 0.94 0.34 0,94 1,53 0.94 0,61 0.94 0,56
maox 16,07 3.78 14,55 4,88 16,15 3,92 18,73 4,34
Sre 6,93 1,82 5,63 2,99 7.39 2,06 8.68 2,21
SD 5,38 1,16 5,25 1.1 5,25 111 5,92 1,25
N 24 23 24 24 23 23 24 24
R2 0,997 0,999 0,999 0,999 0,996 0,996 1,000 1,000
SECV 0,286 0,045 0,196 0,042 0,415 0,088 0,152 0,033
SECV % 4,130 2,466 3,470 1,387 5,615 4,255 1,755 1,503
SEC 0,280 0,041 0,153 0,033 0,322 0,068 0.116 0,026
obrobka widm 1.4.4.1 2.6.4.1 1.4.4.1 4.10.10.1
SECV/ Uret 0.8 0.5 0.7 0.3 1.1 0.8 0.4 0,3

Kalibracja zbiorcza do oznaczania zawartosci dodatkdéw azotu niebiatkowego w sktadnikach
paszowych

Uniwersalng kalibracje typu global, pozwalajgca na oznaczenie zawartosci NPN (jako
catkowitego azotu niebiatkowego, obejmujgcego azot niebiatkowy pochodzenia
naturalnego oraz azot pochodzgcy od sztucznego dodatku) w dowolnych z czterech
analizowanych matryc przedstawiono na Ryc. 1.
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NPN g/100g (LAB)

5 7

NPN g/100g (NIRS)

Ryc. 1. Krzywa kalibraciji zbiorczej na zawartosé NPN (catkowitego azotu niebiatkowego) w g/100 g
w sktadnikach paszowych. O$ odcietych - wartosci przewidywane, o$ rzednych — wartosci
referencyjne

Podsumowanie i wnioski

Technika NIRS daje mozliwo$s¢ oznaczania poziomdw zafatszowania azotem
niebiatkowym sktadnikéw paszowych, jak i oznaczania zafatszowania probki poszczegdlnymi
dodatkami fatszujgcymi. W celu zwiekszania odpornosci kalibracji powinno sie je dalej
poszerzac.

Zadanie 04-16-04-11
Wykorzystanie larw owadoéw w zywieniu kurczqt brojleréw jako alternatywa dla sruty sojowej
Kierownik zadania: prof. dr hab. Mariusz Pietras

Obecnie catkowite zastgpienie biatka soi nasionami roslin strgczkowych nie jest mozliwe ze
wzgledu na zawarto$é w nich substancji antyodzywczych, obnizajgcych efektywnosé produk-
cji. Z drugiej strony w ostatnich latach mqgczki z larw owaddw wskazywane sq jako alternatywne
Zzrédto biatka.

Celem rozpoczetych badanh byto okreslenie mozliwosci zastgpienia importowanej sruty
sojowej w mieszance dla kurczgt brojleréw, mgczkq z larw mgcznika mtynarka, drewnojada
lub poczwarek jedwabnika.

Doswiadczenie przeprowadzono na 200 kogutkach brojlerach Ross-308. Do wieku trzech
tygodni kurczeta odchowywano w przedziatach grupowych ze statym dostepem do wody
i zywiono do woli mieszankqg paszowq typu starter. W wieku 21 dni ptaki przydzielono losowo do
5 grup zywieniowych po 10 sztuk w czterech powtdrzeniach. Kurczeta grupy kontrolnej (1) zy-
wiono mieszankg typu grower na bazie sruty kukurydzianej i sojowej. W grupie Il, 60% soi zastg-
piono nasionami tubinu zottego (Lupinus luteus L.) odmiany Baryt charakteryzujgcej sie najniz-
szg zawartosciq alkaloiddw. W grupach il do V jako zrédto biatka zamiast soi zastosowano
maqgczki z larw owaddw odpowiednio, drewnojada, mgcznika mtynarka i jedwabnika morwo-
wego.
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Larwy drewnojada (Zophobas morio )

Larwy mqgcznika mitynarka
(Tenebrio molitor)

Poczwarki jedwabnika morwowego
(Bombyx mori)

Oznaczono zawartos¢ podstawowych sktadnikdw pokarmowych w mieszankach paszo-
wych oraz mgczkach z larw owaddw. Zawarto$¢ biatka w mqgczce z larw drewnojada odpo-
wiadata zawartosci tego sktadnika $rucie sojowej, natomiast zawarto$¢ biatka w mgczce
z larw mqgcznika i poczwarek jedwabnika byt wyzsza odpowiednio o 38% i 25%. Mgczki owa-
dzie, zwtaszcza z larw drewnojada zawieraty znacznie wiecej ttuszczu surowego w pordwnaniu
do $ruty sojowej. Pod wzgledem zawartosci wtdkna surowego tylko mqgczka z poczwarek je-
dwabnika odpowiadata $rucie sojowej. Pozostate komponenty, szczegdlnie nasiona tubinu
i mgczka z larw mqgcznika mtynarka zawieraty wiecej wtdkna w kg suchej masy odpowiednio
0 373% i 121% w pordwnaniu do zawartosci tego sktadnika w $rucie sojowej (Rys. 1).

@ Sruta sojowa @ tubin z6tty ODrewnojad

0O Macznik miynarek B Poczwarki jedwabnika

700
600
500

Biatko ogdlne Ttuszcz surowy  Witékno surowe

Rys. 1. Sktad chemiczny komponentéw biatkowych uzytych w doswiadczeniu (g/kg s.m.)
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Sposéréd aminokwasdw egzogennych, magczki z larw owaddw charakteryzowaty sie nizszg za-
wartodciq argininy i fenyloalaniny w poréwnaniu do $ruty sojowej (Rys. 2).

EArg BPhe OHis Elle OLeu MLys OMet OThe BTyr OVal

Poczwarki jedwabnika

Macznik mtynarek

tubin 26tty

Sruta sojowa

Rys. 2. Zawarto§é aminokwaséw egzogennych w komponentach biatkowych uzytych
w doswiadczeniu (g/100 g biatka)

Kurczeta odchowywano do wieku 42 dni przy statym dostepie do paszy i wody.
W okresie odchowu kontrolowano codziennie upadki ptakdw oraz grupowo pobranie paszy
w odstepach tygodniowych. Po zakohczeniu okresu odchowu kogutki zwazono i ubito po
8 sztuk z kazdej grupy. Wydajnos¢ rzezng obliczano jako stosunek masy tuszki do masy ciata
przed ubojem. Tuszki poddano uproszczonej analizie rzeznej (Ziotecki i Doruchowski,1989).
W tfrakcie analizy pobrano i zamrozono w temperaturze -20°C prébki miesa piersi i ndg do dal-
szych badan. W prébkach miesa oznaczono zawarto$¢ suchej masy, biatka surowego
i tftuszczu surowego. Badania organoleptyczne jakosci miesa piersi i ndég przeprowadzono
z udziatem zespotu ekspertdw. Préobki miesa piersi i ndg podgrzewano do uzyskania tempera-
tury wewnetrznej miesa 82°C. Kazdg prébke oceniano indywidualnie w pieciostopniowej skalli
obejmujgce smakowito$e¢, kruchose¢, barwe, soczystos¢ i zapach.

Wyniki uzyskane w trakcie realizacji badan poddano andalizie statystycznej wykorzystujgc
program SAS. Istotno$¢ rdznic oceniano za pomocg testu Duncana uznajgc rdznice za
statystycznie istotne przy wartosci P ponizej 0,05.

Wyniki odchowu kogutkdw brojleréw zamieszczono w Tabeli 1. Nie stwierdzono istotnego
wptywu zastgpienia sruty sojowej mgczkg z larw mgcznika mtynarka i poczwarek jedwabnika
na koncowqg mase ciata ptakdw i srednich przyrostéw dziennych. Kogutki zywione mieszankg
zawierajgcg maqczke z magcznika mtynarka pobieraty mniej paszy (P<0,01) i lepiej ja
wykorzystywaty (P<0,05) w poréwnaniu do pozostatych grup. Najgorsze efekty uzyskano przy
wprowadzeniu do mieszanki mqgczki z larw drewnojada. Ptaki tej grupy pobieraty dziennie
istotnie mniej paszy (P<0,01) i osiggnety najnizszg mase ciata (P<0,01) w wieku 42 dni
w poréwnaniu do pozostatych grup. Przezywalno$¢ ptakdw w okresie odchowu ksztattowata
sie w poszczegdinych grupach na zblizonym poziomie.
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Tab. 1. Wyniki produkcyjne odchowu kogutkéw brojleréw do wieku 42 dni

Grupa *

Wyszczegdlnienie | I Il IV v SEM

SBM SBM+LM LM+ZML LM+TLM | LM+BMM
FOEZElEWE Mese Siend 1022,8 1035,9 1018,0 1016,6 1012,6 | 10,056
w 21. dniu (g)
Kefcewe MeEs elaie 2864,0A 2975,3A 2496,88 | 2864.8A | 2891,9A | 36,162
w 42. dniu (g)
Sredni przyrost masy ciata
21 do 42 d o/ ddier 1841,3A 1939,4A 1478,8B | 1848,1A | 1879,3A | 35,674
STEEIIS [DEISEAIE PO 156,8A 151,5A8 119.8D 140,5C | 147,88 | 3,053
(g/d/szt.)
Wykorzystanie paszy (kg/kg) 1,74a 1,650b 1,750 1,59b 1,74a 0,021
Przezywalnosé % 95,0 94,9 94,9 94,9 95,0

*SMB - §ruta sojowa; SBM+LM — §ruta sojowa +tubin zotty; LM+ZML tubin z6tty + mgczka z larw drewnojada;
LM+TLM tubin z6tty + mgczka z larw mgcznika mtynarka; LM+BMM — tubin z6tty + maczka z poczwarek
jedwabnika.

Wyniki analizy rzeznej zamieszczono w Tab. 2. Zastgpienie 60% $ruty sojowej tubinem
z6ttym (grupa ll) nie wywarto statystycznie istotnego wptywu na badane parametry, niemniej
jednak obserwowano tendencje do wzrostu masy ciata, masy tuszki i masy ftuszczu
sadetkowego w wymienionej grupie. Rowniez catkowite wyeliminowanie z mieszanki Sruty
sojowej i wprowadzenie na jej miejsce maqgczki z larw mgcznika mtynarka lub maczki
Z poczwarek jedwabnika do mieszanek paszowych nie wywarto istotnego wptywu na
podstawowe parametry analizy rzeznej. Wprowadzenie do mieszanki paszowej maqgczki
z drewnojada (grupa lll) wywarto natomiast w warunkach naszego do$wiadczenia negatywny
na mase tuszki i wydajnosc rzezng. Szczegdinie uwidocznito sie to w udziale miesa ndg i ttuszczu
sadetkowego w tuszce. Réwniez zawarto$¢ ttuszczu okoto Zzotgdkowego byta najnizsza
w poréwnaniu do pozostatych grup. Eliminacja $ruty sojowej z mieszanek paszowych
w poszczegdlnych grupach nie miata istotnego wptywu na wzgledne masy wgtroby i serca,
obserwowano natomiast istotny wzrost (P<0,01) masy zotgdka w grupach otrzymujgcych
magczki z owadow, zardwno w pordwnaniu do grupy kontrolnej jak i sojowo-tubinowe;.

Tab. 2. Wyniki analizy rzeznej kogutkéw brojleréw w wieku 42 dni

Grupa”

Wyszczegdlnienie | I M v Vv SEM

SBM SBM+LM LM+ZML LM+TM LM+BMM
Masa ciata (g) 2785,60AB | 2989,00A 2554,40B | 2873,80A | 288600A | 36,42
Masa tuszki (g) 2 143,60A | 22558aA 1900,9bB | 2187,.80A | 2204,10A | 29,49
Wydajnosc rzezna (%) 76,90A 75,5abAB 74,4bB 76,1abAB | 76,4abAB 0,29
Udziat w tuszce (%)
Migso piersiowe 30,1 28,3 31,9 28,1 28,7 1,72
Migso nog 21,9abAB 21,70AB 20,3bB 22,7abAB 23,9Ba 1,64
Skora z ttuszczem
podskérnym 5,6 6,1 5,4 5,9 6,1 0,65
Ttuszcz sadetkowy 1,24abAB 1,56aA 0,97bB 1,29bAB 1,50bAB 0,24
Ttuszcz okoto
zotgdkowy 0,43AB 0,65A 0,36B 0,60AB 0,58AB 0,04
Watroba 1,79 1,89 1,78 1,81 1,59 0,17
Zotqdek 0,76aA 0,74aA 1,33bB 1,18bB 1,09bB 0,12
Serce 0,34 0.33 0.35 0,31 0,34 0,04

* oznaczenia grup jak w Tab. 1.
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Zawarto$¢ suchej masy w miesie piersi grupy kontrolnej byta istotnie nizsza w poréwnaniu do
grup IL Il V (Tab. 3). Grupa otrzymujgca w mieszance mgczke w larw drewnojada cechowata
sie istotnie wyzszg (P<0,05) zawartodciq biatka w miesie piersi w pordwnaniu do grupy
kontrolnej. Takiej zaleznosci nie wykazano w miesie ndg. Nie stwierdzono istotnych réznic
w zawarto$ci ttuszczu surowego w miesniach piersi, natomiast warto$¢ tego parametru
w miesniach ndg byta istotnie nizsza w grupie kontrolnej w poréwnaniu do wszystkich grup
dos$wiadczalnych (P<0,01).

Tab. 3. Sktad chemiczny miesa (%)

Grupa®
Wyszczegdlnienie | Il Il v \ SEM
SBM SBM+LM LM+ZLM LM+TLM LM+BMM

Mieso piersi

Sucha masa 22,48A 24,62B 24,39B 23,32AB 23,98AB 0,218
Biatko ogdlne 20,3%9a 21,73ab 22,20b 20,624 21,81ab 0,225
Ttuszcz surowy 1,93 2,37 2,26 2,04 2,54 0,099
Mieso nég

Sucha masa 22,99aA 24,7908 24,05bcAB 23,64aCA 23,72acAB 0,151
Biatko ogdlne 19,45 18,20 19,42 19,03 18,84 0,091
Ttuszcz surowy 3,56A 4,48B 4,398 4,178 4,48B 0,125

*oznaczenia grup jak w Tab. 1.

Wyniki oceny sensoryczna miesa zamieszczono w Tab. 4. Organoleptyczna
charakterystyka miesa kogutkéw ofrzymujgcych mieszanki zawierajgce mqgczki z larw owaddw
nie wykazata istotnych réznic w zakresie zapachu i smakowitosci. Obserwowana tendencja do
wiekszej soczystosci i kruchosci miesa kogutkdw otrzymujgcych w dawce maczki z larw
owaddéw moze wynikac z wiekszej zawartosci ttuszczu.

Tab. 4. Wyniki oceny organoleptycznej miesa kogutkéw brojlerow

Grupa®
Wyszczegdlnienie I Il Il v \ SEM
SBM SBM+LM LM+ZLM LM+TLM LM+BMM

Miesnie piersiowe

Zapach 4,18 4,41 4,39 4,37 4,09 0,063
Soczystosc 3.92 4,05 4,07 3,97 4,00 0,053
Krucho$¢ 3.89 3.97 4,06 4,02 4,03 0,055
Smakowitosé 4,05 4,06 4,05 4,20 4,03 0,054
$rednia 4,01 4,12 4,14 4,14 4,04 0,061
Miesnie udowe

Zapach 4,05 4,09 4,09 4,16 4,21 0,032
Soczystosé 3,89 4,05 4,08 4,00 4,09 0,052
Kruchosé 3.97 4,06 4,11 4,08 4,17 0,044
Smakowitosé 4,16 4,14 4,15 4,06 4,16 0,046
Srednia 3,98 4,09 411 4,07 4,16 0,027

*oznaczenia grup jak w Tab. 1.

Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze $rute sojowqg w mieszance typu grower mozna
zastgpic maqczkg z larw mgcznika mtynarka lub magczkg z poczwarek jedwabnika bez
uiemnego wptywu na wyniki odchowu i jako$¢ sensoryczng miesa. Natomiast niekorzystny
wptyw mqgczki z drewnojada na parametry produkcyjne, obserwowany w warunkach naszego
doswiadczenia wymaga potwierdzenia w dalszych badaniach.
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Zaktad Systeméw i Srodowiska Produkcji
Kierownik: dr hab. Jacek Walczak
Z-ca kierownika: dr Wojciech Krawczyk

Zadanie 01-17-01-11
Optymalizacja zuzycia energii w produkcji zwierzecej
Kierownik zadania: dr Wojciech Krawczyk

Celem gtéwnym zadania byto okreslenie wielkosci naktaddw energii w chowie zwierzgt
gospodarskich, a takze mozliwos¢ jej substytucji zrédtami odnawialnymi z wykorzystaniem
rozwiqzan energooszczednych oraz surowcodw rolniczych dla potrzeb kogeneracii.

Cel szczegdtowy 1: Okreslenie wielkosci naktaddw energetycznych w podstawowych dziatach
produkcji zwierzece.

Tab. 1. Zuzycie energii elekirycznej na fermie bydta z podziatem na grupy i ciggi technologiczne oraz
sezony roku wyrazone w kWh na DJP

L . Sezon Sezon Sezon Sezon
Wyszczegdlnienie (Eﬁﬁ;\gﬁ) (kRvﬁrC\/ZlglJeP) Zimowy wiosenny letni jesienny
(kWh/DJP) | (kWh/DJP) | (kWh/DJP) | (kWh/DJP)

Kompresor 0,0082 3,66 1.1 1.15 0,44 0,97
Hala udojowa 0,214 18,66 22,88 18,1
Chtodnia 0,42 47,61 38,4 34,53
g;‘m)e;'sezg'vevy 0,066 26,84 11,22 4,26 479 6,57
Stacja odpajania 0,35 142,11 65,83 22,96 30,49 22,83
Oswietlenie cieletnik 0,22 86,02 39,22 16,41 15,49 14,90
Ogrzewanie cieletnik 0,00 1,64 0,00 0,00 0,35 1,29
Oswietlenie jatownik 0,05 20,61 8.16 3,92 3.66 4,87
Ogrzewanie jatownik 0,00 0,458 0,45 0,00 0.00 0,008

Tab. 2. Zuzycie energii elekirycznej na fermie trzody chlewnej w sektorze porodowym z podziatem na

ciqgi technologiczne oraz sezony roku wyrazone w kWh na DJP

. . . Sezon Sezon Sezon Sezon

Wyszczegdlnienie (Eﬁﬁ?&i) (kva/)ﬁ/ZBﬁ,) zZimowy wiosenny letni jesienny
(kWh/DJP) | (kWh/DJP) | (kWh/DJP) | (kWh/DJP)

Nagrzewnica 0,58 210,99 109,89 48,95 3.03 49,11
Usuwanie obornika 0,0086 3.14 0.8 0.75 0.85 0,74
Promienniki 0,46 169.31 51,5 49,41 36,68 31,72
Wentylacja 0,29 105,75 19,10 19,04 38,26 29,35
Oéwietlenie 0,18 65,03 22,11 13,45 9.79 19,68
Inne 0,03 10,38 3.22 2,01 3.25 1.91
Paszociag 0,05 17,7 4,2 4,26 4,86 4,38
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Tab. 3. Zuzycie energii elekirycznej na fermie drobiu w sektorze utrzymania kur niosek z podziatem na
ciqgi technologiczne oraz sezony roku wyrazone w kWh na DJP

Wiosna Jesien Zima

o (KWh/DJP) (KWh/DJP) (KWh/DJP) S [[ i) U]

Wyszczegdlnienie
. . Za . . Za . . Za . . Okres
Dziennie Dziennie Dziennie Dziennie
sezon sezon sezon odchowu

Ogrzewanie 0,25 17.5 2,5 52,5 3.25 345 2,25 415
i oSwietlenie
Wentylacja 0,075 5 0,5 11,25 0,05 5 0,1 21,25
Zadawanie paszy 1.5 105 1.5 30,75 2 225 1,75 362,5
Inne - - - - - - 0,0063 1,25
tgcznie 1,83 127.5 4,5 94,5 53 575 4,11 800
Whnioski

1. Ogrzewanie budynkdéw w sezonie zimowym i wentylacja w sezonie letnim, to najbardziej
energochtonne procesy produkcji trzody chlewnej i drobiu.

2. Na fermach bydta mlecznego najwyzsze zuzycie energii wystepuje na etapie doju
i schtadzania mleka oraz na etapie odchowu cielgt z uzyciem stacji odpajania.

3. Zastosowanie zalecanych w audycie energetycznym procedur, $Srodkédw oraz zrédet
alternatywnych moze znacznie ograniczy¢ koszt energii konwencjonalne;j.

Cel szczegdtowy 2: Walidacja alternatywnych rozwigzahn energetycznych w produkcji

zwierzece;.

Tab. 4. Bilans energii niezbednej do zasilania systemu wentylacji tuczarni

Miesiqc Zapotrzebowanie Efektywny uzysk energ.ii
(kWh)/DJP/wentylator Generator kWh Fotoogniwo kWh
| 59,2 2340 59.5
! 61.4 2460 122,8
[} 62,3 2310 237.9
v 71,2 1376 176,5
\' 110,3 870 177.5
\" 161,4 750 182,7
Vil 178,3 350 89,0
VI 194,3 380 64,2
IX 182,0 450 78,4
X 109.3 1580 168.,2
Xl 89.8 1920 62,8
Xi 82,4 2480 45,9
$rednio 113.49 1570 122,1
Tab. 5. Bilans energii niezbednej do zasilania systemu oswietlenia warchlakarni
Miesige Zapofrzel?owanie ) Efektywny uzysk enerqii
(kWh)/pomieszczenie Generator kWh Fotoogniwo kWh
[ 39,1 2965 77.9
1l 374 2932 112,1
1l 36,3 2530 255,9
v 32,6 2874 367.3
Vv 29,3 3446 632,6
\' 24,1 3561 7750
Vi 22,0 2981 740,4
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Vi 20,3 2908 609.4
IX 39.8 2805 563,3
X 41,8 2635 359.6
Xl 42,0 2500 89.1
Xl 42,3 2115 65,5
$rednio 33.8 2854 387.34

Tab. 6. Bilans energii niezbednej do zasilania systemu o$wietlenia i ogrzewania pomieszczen dla niosek

Sezon Zapotrzebowanie Efektywny uzysk energii
(kWh)/DJP/wentylator Fotoogniwo kWh
Wiosna 17.5 176.2
Jesien 52,5 105,1
Zima 345 78.4
Srednio 138,3 119.9

Whnioski

1. Najwiekszqg efektywnosciq i uniwersalnosciq zastosowania w produkcji energii dla potrzeb
ferm bydta mlecznego i $win posiada generator wiatrowy. Jego zastosowanie uzaleznione
jest jednak silnie od lokalnych warunkéw topograficznych i pogodowych.

2. Najwieksze nadzieje wigzac¢ nalezy w przyszto$ci z zastosowaniem fotoogniw. Juz na
obecnym etapie mogq one efektywnie wspomagacé konwencjonalne zrédta energii nawet
w zakresie kilkudziesieciu procent zapotrzebowania mocy czynnej urzgdzen.

Cel szczegdtowy 3: Optymalizacja procesdéw hydrolizy dia stabilizacji fermentaciji metanowej
w produkcji biogazu rolniczego w matych i srednich instalacjach.

Po wczesniejszej analizie chemicznej poszczegdlinych sktadnikdw, skomponowano
wtasciwe mieszanki substratowe, pod kgtem stosunku C/N wynoszgcego 26:1 oraz zawartosci
sm na poziomie 13%. Hydrolize mieszanek przeprowadzono w oparciu o wykorzystanie
mikrofermenterdw zaopatrzonych w mieszadta, odpowiadajgce warunkom tzw. fermentaciji
mokrej. Mikrofermentery zaopatrzone byty w mierniki przeptywowe takich gazéw, jak: metan,
tlen, dwutlenek wegla oraz siarkowodér. Procesy hydrolizy realizowane byty w aerobowych
warunkach mezofilnych (20°C) z petng kontrolg kierunku i parametréw zachodzgcych
przemian (pH, ilo$¢ Hz, NHs, CO2, CH.). Kazdy z substratdéw byt hydrolizowany kolejno przez okres
5,10, 20 30 dni przy udziale 5% roztworu NaOH. Udziat dodatku zasady warunkowata wielkosé
pH okreslona dla poszczegdlnych grup na poziomie 7, 8, 10 pH.

Tab. 7. Srednie parametry fizykochemiczne i sktad produktu hydrolizy dla pH 8

Rodzaj substratu
Sktad

GK GD1 GD2
pH 8.1b 7.82a 8.28b
Sucha masa [%] 12,32 11,45 13,1
Sm organiczna [%s.m.] 91,63b 89.20c 92,72b
Popidt [% s.m.] 12,67bB 21,33cC 11,13fE
Azot ogdlny [% s.m.] 2,32bA 3.65acA 1,2dB
ChIT [g O2/g s.m.] 0.97 0,98 1,23
P og. [mg/kg s.m.] 5930abAB 7911cC 1747eD
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Whnioski

Uzyskane wyniki wskazujg na najwiekszy stopien hydrolizy w przypadku zastosowania pH
10, jednak z powodu koniecznosci uzyskania optymalnego pH w procesie metanogenezy,
rzedu 5-6 pH, taki odczyn substratu po hydrolizie, wymaga infensywnego zakwaszania, co
zwieksza koszty i wydtuza czas przygotowania substratu. Optymalnym pH dla potrzeb hydrolizy
okazato sie stezenie jondw wodorowych na poziomie 8. Stopie hydrolizy w tym samym czasie
reakcji jest tu mniejszy niz dla zastosowanego pH 10, jednak wydtuzenie hydrolizy o 5 dni
pozwala na uzyskanie identycznych wtasciwosci substratu.

Zadanie 01-17-02-11
Optymalizacja warunkéw mikroklimatycznych w pomieszczeniach dla bydta
Kierownik zadania: drinz. Andrzej Kaczor

Celem badan w zadaniu byta poprawa warunkdw utrzymania cielgt i kréw, a takze poprawa
warunkdw pracy obstugi poprzez zastosowanie urzgdzen polepszajgcych mikroklimat pomiesz-
czen.

Cieleta. Warunki mikroklimatyczne w utrzymaniu cielgt odgrywajg znacznie wiekszqg role
niz w ufrzymaniu pozostatych kategorii bydta. Podstawowym problemem systemu wentylacyj-
nego w cieletnikach, szczegdinie w tych tradycyjnych jest wymagana normatywnie duza wy-
miana powietrza w przeliczeniu na mase ciata cielgt, pod warunkiem jej niskiej predkosci. Ce-
lem byto okreslenie oddziatywania wymuszonego nawiewu powietrza z rekawa wentylacyj-
nego na mikroklimat cieletnika, zachowanie sie oraz stan zdrowotny i przyrosty masy ciata cie-
Igt. Celem praktycznym natomiast byto opracowanie sposobu montazu oraz zasad dziatania
rekawa wentylacyjnego, a takze okreslenie zuzycia energii elektrycznej przez to urzgdzenie.

Grupe do$wiadczalng stanowit sektor cieletnika ze zwierzetami wyposazony w rekaw
wentylacyjny (Fot. 1), a grupe kontrolng sektor bez rekawa. W okresie sprawozdawczym prze-
prowadzono badania przewidziane w metodyce, tj. badania mikroklimatyczne w cieletniku,
badania etologiczne, przyrostdw masy ciata i stanu zdrowotnego cielgt, a takze zuzycia energii
przez rekaw wentylacyjny.

W ramach badah mikroklimatycznych wykonano momentalne pomiary temperatury, wil-
gotnosci wzglednej i predkosci ruchu powietrza oraz stezenia szkodliwych domieszek gazo-
wych COz2 i NHs w sektorze cieletnika z wytgczonym i dziatajgcym rekawem wentylacyjnym.
Dodatkowo wykonano ciggte pomiary temperatury i wilgotnosci wzglednej powietrza w po-
szczegdlnych porach roku przy pomocy aparatéw S3121. Z kolei w ramach badan etologicz-
nych przeprowadzono 24-godzinne obserwacje etologiczne na 44 cieletach po odsadzeniu
(cieleta 4-miesieczne), utrzymywanych w sektorze doswiadczalnym i 50 cieletach w sektorze
kontrolnym. Przyrosty dobowe masy ciata cielgt zostaty obliczone na podstawie masy ciata
przy urodzeniu i po ukohczeniu 120. dnia zycia. Podobnie, w tym okresie zycia odnotowano
liczbe chorujgcych zwierzgt. Pomiardw zuzycia dokonano na podstawie odczytdw licznika zu-
zycia energii w zaleznosci mocy wentylatora.

Wyniki badan mikroklimatu wykazaty, ze temperatura powietrza w cieletniku podczas
pracy rekawa wentylacyjnego nie spadata gwattownie, co $wiadczy o stopniowym naptywie
powietrza i wtasciwej jego wymianie. Zastosowanie rekawa wentylacyjnego nie wptyneto istot-
nie na zwiekszenie predkosci ruchu powietrza, ktdéra w otoczeniu cielgt nie przekraczata norm
dla tej kategorii zwierzgt. Wptyw stosowania rekawa wentylacyjnego byt widoczny przy reduk-
cji koncentraciji CO2i NHs w powietrzu cieletnika, szczegdlnie w okresie letnim. Wyniki pomiarow
mikroklimatycznych wskazujg na prawidtowe funkcjonowanie rekawa wentylacyjnego w ,,do-
starczaniu” $wiezego powietrza dla cielgt. W zalezno$ci od temperatury zewnetrznej, wystar-
czajgcqg wymiane powietrza w cieletniku mozna uzyskaé przy obrotach wynoszgcych od 20 do
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60% maksymalnej mocy wentylatora w rekawie wentylacyjnym. Stosowanie rekawa wentyla-
cyjnygo nie wptyneto istotnie na zachowanie sie cielgt — réznice w czasie tfrwania poszczegdl-
nych czynnosci byty nieistotne. Przyrosty dobowe masy ciata i stan zdrowotny cielgt w sektorze
zrekawem wentylacyjnym byty lepsze niz utrzymywanych w sektorze bez rekawa. Przedsta-
wione wyniki badan wykazujq, ze rekaw wentylacyjny jest przydatnym rozwigzaniem w utrzy-
maniu cielgt i mozna go z powodzeniem stosowac w praktyce.

Krowy. Problem niekorzystnych warunkdw mikroklimatycznych w odniesieniu nie tylko do
kréw, ale rowniez do obstugi w sektorze doju, tj. w hali udojowej oraz w poczekalni jest po-
wszechnie znany. Zarébwno powierzchnia, jak i kubatura przypadajgca na krowe jest w tych
pomieszczeniach 5-kronie mniejsza niz w oborze. W okresie letnim, przy niewielkiej kubaturze
przypadajgcej na zwierze, mamy czesto do czynienia ze stresem cieplnym u krow, ktéry powo-
duje m.in. spadek produkcji mleka.

Celem badan byto okreslenie wptywu dziatania wentylatora sufitowego na warunki mi-
kroklimatyczne w hali udojowej i ograniczenie skutkédw stresu cieplnego u kréw. Natomiast ce-
lem badanh przeprowadzonych w poczekalni byto okredlenie wptywu wentylatora sufitowego
i dodatkowo urzgdzenia do zamgtawiania powietrza na warunki mikroklimatyczne
i ograniczenie skutkéw stresu cieplnego u krow.,

Grupe doswiadczalng w hali udojowej stanowity krowy i warunki mikroklimatyczne pod-
czas pracy wentylatora sufitowego (Fot. 2), a grupe kontrolng zwierzeta i mikroklimat
z niedziatajgcym urzgdzeniem. W poczekalni grupe doswiadczalng stanowity krowy i warunki
mikroklimatyczne podczas stosowania wentylatora sufitowego oraz zamgtawiacza powietrza
(Fot. 3), a grupe kontrolng zwierzeta i mikroklimat z wytgczonymi urzgdzeniami. Wedtug zatozeh
metodycznych w hali udojowej przeprowadzono badania: mikroklimatyczne, etologiczne
i dtugosci czasu doju krow. W ramach badan etologicznych wykonano wizualne obserwacie,
w ktérych uwzgledniono nieprawidtowe czynnosci kréw podczas doju, takie jak przestepowa-
nie kohczynami oraz trgcanie i zrzucanie aparatu udojowego. Natomiast w poczekalni wyko-
nano badania mikroklimatyczne oraz okreslono wspdtdziatanie wentylatora i urzgdzenia do
zamgtawiania powietrza.

Wyniki badan w hali udojowej wykazaty, ze po wtgczeniu wentylatora sufitowego w hali
udojowej nastgpito znaczne zwiekszenie predkosci ruchu powietrza od 120 do 400%
w pordwnaniu do okresu przed uzyciem tego urzgdzenia. Mozna przypuszczad, ze znaczne
zwiekszenie predkosci ruchu powietrza obnizyto temperature odczuwalng u krow, a tym sa-
mym wptyneto na ograniczenie powstawania stresu cieplnego. Wptyw wentylatora sufito-
wego na temperature i wilgotno$¢ wzgledng powietrza, a takze stezenie dwutlenku wegla
i amoniaku byt niewielki. Czas doju kréw (ddj maszynowy) podczas stosowania wentylatora
sufitowego w hali udojowej byt podobny jak przy wytgczonym wentylatorze. Czestotliwose wy-
konywania nieprawidtowych czynnosci przez krowy, takich jak przestepowanie kohczynami
oraz frgcanie i zrzucanie aparatu udojowego w hali udojowej podczas pracy wentylatora byta
mniejsza niz przy wytgczonym. Natomiast zastosowanie urzgdzenia do zamgtawiania powietrza
w poczekalni dla kréw wptyneto istotnie na obnizenie temperatury w tym pomieszczeniu, ale
przyczynito sie rownoczesénie do zwiekszenia wilgotnosci powietrza. Wraz ze wzrostem tempe-
ratury zewnetrznej, efekt zamgtawiania powietrza w obnizaniu temperatury w poczekalni byt
wiekszy. Mozna wnioskowacé, ze istotne obnizenie temperatury w poczekalni podczas stosowa-
nia urzgdzenia do zamgtawiania powietrza wptyneto na ograniczenie powstawania stresu
cieplnego. Zamgtawianie powietrza w poczekalni dla kréw spowodowato obnizenie stezenia
dwutlenku wegla (COz2) i amoniaku (NHs). Przedstawione wyniki badanh wykazaty, ze wentylator
sufitowy jest przydatnym urzgdzeniem do poprawy warunkéw mikroklimatycznych w zakresie
predkosci ruchu powietrza, tym samym do ograniczania skutkéw stresu cieplnego i mozna go
z powodzeniem stosowac w praktyce. Natomiast urzgdzenie do zamgtawiania powietrza jest
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przydatne w poczekalniach dla kréw joko dodatkowe, pomocnicze urzgdzenie do obnizenia
temperatury podczas wystgpienia upatdw.

)l 5

Fot. 3. Wentylator sufitowy i urzadzenie do zamgtawiania powietrza w poczekalni

Zadanie 01-17-03-11
Waloryzacja metod ograniczenia rozpraszania zwiqzkéw azotu z produkcji zwierzecej
Kierownik zadania: dr hab. Jacek Walczak

Podjecie dziatan zmierzajgcych do ograniczenia niekorzystnych oddziatywan produkcii
zwierzecej staje sie niezbedne wobec standarddw okreslonych przez Unie Europejskq.

Stgd celem zadania jest opracowanie oraz weryfikacja metod ograniczenia emisji
lotnych zwiqzkéw gazowych, a takze koncentracji zwigzkéw biogennych z utrzymania zwierzgt
gospodarskich, przechowywania nawozdw naturalnych i nawozenia wraz z ich krajowym
monitoringiem.

Realizacja zadania obejmuje 4 cele szczegdtowe, w tym:

e okreslenie efektywnosci metod redukcji rozpraszania azotu z systemdw utrzymania bydta,
$win i drobiu,

e wptyw rodzagju stosowanych dodatkdw paszowych oraz liczby faz zywienia na poziom
ograniczenia wydalania azotu,

e okreSlenie mozliwosci redukcji rozpraszania na drodze modyfikacji warunkéw
przechowywania nawozdw naturalnych,

e wptyw sposobu aplikacji nawozdw naturalnych w trakcie nawozenia na wielko$¢
rozpraszania azotu.

W omawianym okresie sprawozdawczym zrealizowano etap dotyczqcy oceny skutecznosci
metod ograniczania rozpraszania azotu w warunkach réznych pdr roku. Badaniami objeto
Swinie, bydto, dréb czystych ras jak i krzyzdwek towarowych, utrzymywane w systemach
Sciotowych i bezéciotowych. Prace dotyczyty zardwno zwierzgt, jak i systemdw ich utrzymania,
miejsc sktadowania odchoddéw (obornik, gnojowica) oraz sposobdw nawozenia. W zakresie
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trzody chlewnej materiat stanowity lochy z prosietami, lochy prosne, warchlaki i tuczniki;
ogdtem w liczbie 800 sztuk. Zwierzeta z poszczegdinych grup technologicznych utrzymywano
przez okres odpowiadajgcy standardowemu sposobowi postepowania z dang grupg.
W obrebie bydta uwzgledniono krowy mleczne i krowy zasuszone rasy czarno-biatej (ok. 70%
udziatu krwi hf) oraz bydto opasowe. Ogdtem badaniom poddano 72 krowy w trakcie laktacii
i 72 krowy zasuszone oraz 144 sztuk bydta opasowego. Jesli zas chodzi o drdb, to prace etapu
obejmowaty 400 kurek i kur rasy ISA Brown oraz 800 kurczgt brojlerdw Cobb, utrzymywanych
w trzech systemach utrzymania: na sciétce stomiastej, na scidtce trocinowej (z drzew iglastych)
oraz klatkowo w bateriach. Zwierzeta zywiono iutrzymywano zgodnie z obowigzujgcymi
normami zawartymi w rozporzgdzeniach o minimalnych warunkach utrzymania w obiektach
hodowlanych i w 6 komorach klimatycznych, z ktérych kazda wyposazona byta w inny system
utrzymania. Badania przeprowadzono réwniez na 160 t odchoddw (po 5t w kazdej z grup)
pozyskanych od wymienionych grup fechnologicznych zwierzgt.

W trakcie realizacji celdw szczegdtowych stwierdzono statystycznie istotne zréznicowanie
emisji pomiedzy okresem letnim i zimowym. RdZnice powstate w systemach utrzymania
wynikaty z nizszej temperatury pomieszczeh oraz mniejszej wymiany powietrza w okresie
zimowym. W przypadku przechowywania nawozdéw naturalnych okres zimowy cechowat sie
zerowq emisjg w zakresie temperatur powietrza ponizej 0°C . W okresie letnim emisje te byty
wyzsze 0 30% w stosunku do okresu wiosny czy jesieni.

Na podstawie uzyskanych wynikdw badan stwierdzono, ze chdw zwierzgt, zwtaszcza przy
duzej skali i koncentracji produkcii, prowadzi do istotnych oddziatywah na Srodowisko
powietrzne. Stad konieczne jest tu wypracowanie skutecznych i mozliwych do powszechnego
uzycia metod redukcyjnych. Pod wzgledem koncentracji azotu w nawozach naturalnych,
stwierdzono brak zagrozeh dla Srodowiska glebowego i wodnego nawet przy intensywnej
produkciji, jednak tylko w przypadku, kiedy dawka nawozu nie przekracza 170 kg N/ha.
Przebieg warunkéw pogodowych w réznych porach roku silnie modyfikuje emisje gazowe,
wptywajgc na koncentracje azotu w nawozach naturalnych.

Zadanie 01-17-01-11
Okreslenie potencjatu biogennego obornika oraz mozliwosé redukcji szkodliwych
domieszek gazowych towarzyszgcych produkcji owczarskiej
Kierownik zadania: drinz. Pawet Paraponiak

Celem badan jest okredlenie potencjatu biogennego obornika owczego w systemie utrzyma-
nia zwierzgt na gtebokiej scidtce, oszacowanie wielkosci emisji gazowych oraz mozliwosci re-
dukciji szkodliwych domieszek gazowych na drodze zastosowania ziotowych dodatkdw $cioto-
wych oraz petnoporcjowej mieszanki tresciwej w formie granulatu.

Doéswiadczeniem zostaty objete stada owiec rasy owca pomorska, suffolk i swiniarka,
w liczebnosci, odpowiednio 160, 90 i 230 sztuk matek stada podstawowego. Rasy te w dosé
reprezentatywny sposéb odzwierciedlajg znaczne zréznicowanie pod wzgledem eksterieru,
kierunku i potencjatu produkcyjnego wystepujgce w obrebie krajowego pogtowia zwierzgt
tego gatunku.

Zwierzeta wymienionych ras byty utrzymywane catodobowo w budynkach owczarskich
(z dostepem do okdlnikdw), z wytgczeniem okresu pastwiskowego (wypas 8-godzinny), na gte-
bokiej scidtce (usuwanej 2-krotnie podczas roku, w okresie wiosennym i jesiennym — ZD IZ PIB
Chorzeldw sp.z0.0., bgdz tylko w okresie jesiennym —ZD IZ PIB Kotbacz sp. z 0.0.) zzachowanym
podziatem na poszczegdine grupy technologiczne (tryki, maciorki, jarki, tryczki, matki ciezarne
i w okresie karmienia jagniagt, jagnieta po odtgczeniu od matek) i wymagang obsadqg (od 0,8
— jarki do 2 m2 — tryki). Zwierzeta zywione w systemie pdtintensywnym (suplementacja dawki
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pokarmowej paszami tfresciwymi stosownie do zapotrzebowania danej grupy technologicznej
- suffolk i owca pomorska) i ekstensywnym (Swiniarka), zgodnie ze standardami wynikajgcymi
z aktualnych norm Zywienia IZ INRA. Budynki owczarni wyposazone sg w wentylacje grawita-
cyjna.

W okresie sprawozdawczym zgromadzono i przeanalizowano nastepujgce dane pomia-
rowe dotyczgce mikroklimatu wewnagtrz owczarni:

e temperatura,

e wilgotnos¢ wzgledna,

e ruch powietrza.

Pomiary mikroklimatyczne realizowane przy uzyciu elekironicznego miernika firmy Testo-
sterm, model Testo 435, w trakcie pomiaréw emisji gazéw.

Pomiar emisji gazowych obejmie oznaczenie stezenia:
e amoniaku,
e dwuilenku wegla,
e tlenkdw azotu,
e metanu.

Przeprowadzony w poblizu (ponizej) wywiewu kalenicowego budynkdéw jeden raz
w miesigcu (Kotbacz) lub w interwatach dwutygodniowych (Chorzeldéw), za pomocqg sond
elektrochemicznych, stanowigcych autonomiczne elementy pomiarowe elektronicznego
miernika gazdéw Multiwarn Il firmy Drdger, analizatorem stezenia metanu Tiger Optics i-2000 oraz
analizatorem stezenia tlenkéw azotu Horiba APNA-370.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazujq, iz parametry mikroklimatyczne objetych do-
Swiadczeniem pomieszczeh owczarskich oraz stwierdzone stezenie domieszek gazowych we
wszystkich przeprowadzonych pomiarach, cho¢ zréznicowane, ksztattowaty sie na korzystnym
poziomie.

Zakres temperatur zmierzonych we wszystkich obiektach, poczynajgc od drugiej potowy
lutego 2018 roku, zawierat sie w zakresie od 5°C w okresie zimowym do maksymalnie 29°C
w okresie letnim.

Podczas sezonu stwierdzono dos$¢ znaczne rdznice w szybkosci ruchu powietrza,
a najwyzsze jego wartosci, osiggajgce maksymalnie 0,9 m/s odnotowano w okresie letnim,
podczas gdy w okresie ziimowym analogiczne pomiary byty kilkakrotnie nizsze. Ma to zapewne
zwigzek z przymknietymi kanatami nawiewnymi/wywiewnymi systemu wentylaciji grawitacyjnej
podczas panujgcych na zewngtrz niskich temperatur, celem ograniczenia nadmiernych strat
ciepta z budynku owczarni.

Stwierdzono podwyzszong wilgotno$¢ powietrza w obiekcie w Chorzelowie. Natomiast
w przypadku owczarni w Kotbaczu zaznaczyta sie dos¢ wyrazna tendencja: wyniki pomiardw
byty znaczgco nizsze w okresie letnim, wynoszgc okoto 60% w poréwnaniu z 80% w zimie.
W zadnym z pomiardw CO2 nie stwierdzono przekroczenia zalecanego stezenia.
W przeciwienstwie do powyzej omawianego parametru, jego wartosci zmierzone w okresie od
listopada do marca (0,07-0,16%) uznac¢ nalezy za korzystne. Réwnoczeénie byty one co naj-
mniej dwukrotnie wyzsze od uzyskanych w miesigcach letnich. Wynika to zaréwno ze wspo-
mnianej, wymuszonej, mniejszej sprawnosci systemu wentylacyjnego, jak tez z faktu, iz
w okresie letnim czes¢ stada przebywata na pastwisku.

Sposréd szkodliwych domieszek gazowych w pomieszczeniach dla zwierzgt, najpow-
szechniej i w najwiekszych stezeniach wystepuje amoniak (NHs). Jego stezenie byto zmienne
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w zaleznosci od terminu pomiaru i we wszystkich obiektach wyniosto 0-10 ppm (najwyzsze war-
tosci wystepujgce sporadycznie), nie wykazujgc réwnoczesnie jakiejkolwiek zaznaczonej ten-
dencji. Réwnocze$nie nie stwierdzono obecnosci H.S we wszystkich  obiektach
i w jakimkolwiek z okresdéw pomiardw. Zakres wskazan stezenia CH4 wykazywat do$¢ znaczng
rozpieto$¢ 10 000-49 500 ppb. W Kotbaczu odnotowano jego najnizsze stezenie w powietrzu po
wymianie §cidtki, tj. w listopadszie i grudniu, a w pozostatych okresach wartosci pomiardw byty
wyzsze i do siebie zblizone. W owczarni w Chorzelowie, z racji czestszej, dwukrotnej wymiany
obornika, fendencja ta zaznaczyta sie jeszcze w miesigcu czerwcu i lipcu.

Wartosci NOx z rzadka przekraczaty 10 ppb, wynoszgc z reguty 2-6 ppb, a udziat NO byt
zazwyczaj co najmniej 2-krotnie wyzszy od stezenia NO2. Pomiary udziatu zwiqzkéw azotu
W powietrzu owczarni odznaczyty sie najwiekszg zmiennosciq.

N organiczny stanowi dominujgcqg frakcje azotu w oborniku owczym (Tab. 1). Poczgt-
kowa zawarto$¢ K ksztattowata sie na zblizonym poziomie, bedgc robwnoczesnie wyzszg od
stezenia P. Optymalna warto$¢ wspdtczynnika C:N, decydujgcego o efektywnosci zachodzg-
cych przemian mikrobiologicznych, powinna ksztattowad sie na poziomie 20-30:1. W bada-
niach wtasnych wyniosta ona 22-24, jaki to poziom uzna¢ nalezy za korzystny, gdyz pozwala on
na uzyskanie znacznej ilosci szybko przyswajalnych form azotu (Tab. 1 i 2). Zawarto$¢ suchej
masy i pH zardwno na poczatku, jak i przed wymiang scidtki byta zblizona, odpowiednio 29,8-
34,5%17,7-8,4%.

Najwieksze straty wszystkich zwigzkédw biogennych wystgpity w obiektach w Kotbaczu,
co mozna wigzac z dtuzszym, rocznym okresem deponowania $cidtki w owczarni.

Iwierzeta w omawianym okresie charakteryzowaty sie dobrg kondycjg, a mtodziez
(tryczki) owcy pomorskiej i suffolk osiggnety srednie przyrosty dzienne na poziomie 200 g (pod-
czas 160-dniowego odchowu), natomiast swiniarki, ok. 110 g (okres 220-dniowy), co jest typowe
dla owiec przedmiotowych ras w utrzymaniu pétintensywnym.

Tab. 1. Poczatkowa zawarto$é zwiqzkéw biogennych w oborniku oraz poczgtkowa zawartosé suchej
masy i warto$§é pH (N, P, K % sw.m.)

Budynek Cecha
) b P K C:N s.m pH
catkowity | organiczny ) C
Kotbacz | 1,66 1,24 0.76 1,23 22,7:1 29,8 7.8
Kotbacz Il 1,52 1,31 0,91 1,07 23,4:1 31,4 8.1
Chorzeldéw 1,37 1,10 0,82 1,31 24,3:1 33,7 8.3

Tab. 2. Straty zawartosci zwigzkéw biogennych w oborniku oraz kohcowa zawartosé suchej masy
i wartosé pH (N, P, K % sw.m.)

Budynek Cecha
) N P K C:N s.m pH
catkowity | organiczny ) c
Kotbacz | 0,39 0.28 0,24 0,44 23,7:1 34,5 7.7
Kotbacz Il 0.35 0.33 0,36 0,37 22,6:1 33,2 7.9
Chorzeldw 0,21 0,17 0,17 0,26 23,5:1 32,7 8.4

Wyniki przeprowadzonych badanh wskazuijqg, iz parametry mikroklimatyczne objetych do-
Swiadczeniem pomieszczeh owczarskich oraz stwierdzone stezenie domieszek gazowych we
wszystkich przeprowadzonych pomiarach, cho¢ zréznicowane, ksztattujqg sie na korzystnym po-
ziomie. Dtuzszy okres deponowania $cidtki w obiekcie wigze sie ze wzrostem strat wszystkich
zwigzkéw biogennych w oborniku owczym.
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Zadanie 04-17-01-11
Ekonomiczne uwarunkowania produkcji zwierzecej — ocena potencjatu produkcyjnego
i kondycji ekonomicznej gospodarstw rodzinnych
Kierownik zadania: drinz. Elzbieta Sowula-Skrzynska

Celem gtéwnym zadania jest okrellenie potencjatu produkcyjno-ekonomicznego gospo-
darstw rodzinnych z uwzglednieniem dziatan prosrodowiskowych i zmian w technologiach pro-
dukciji i technikach wytwarzania produktu w ujeciu terytorialnym.

Cel ten jest realizowany poprzez:

e analize przychoddéw i kosztdw produkcii zwierzecej w ujeciu terytorialnym, uwzgledniajgcg
zmiany w fechnologii i technikach wytwarzania w gospodarstwach rolnych,

e optymalizacje produkcji zwierzecej z uwzglednieniem dziatahn na rzecz ochrony srodowiska
w gospodarstwach rodzinnych - konwencjonalnych i ekologicznych.

W roku sprawozdawczym zaplanowano eftap dotyczgcy gromadzenia danych
o produkcyjnosci, kosztach i przychodach gospodarstwa rolnego oraz dobdr miernikéw
okreslajgcy poziom innowacyjnosci produkcji rolniczej w gospodarstwie, a takze wskaznikdw
okredlajgcych stopienh oddziatywania gospodarstw  rolnych na $rodowisko naturalne.

W zwigzku z powyzszym wytypowano gospodarstwa rodzinne utrzymujgce owce, bydto
i $winie oraz zgromadzono dane z zakresu zasobdw gospodarstw, ktdre w przysztosci postuzqg
do wykonania analizy efektywnosci ekonomiczno-produkcyjnej i optymalizaciji produkcii.

Dane zrédtowe poddane analize w 2018 w roku pochodzity z 184 gospodarstw,
w tym 51 gospodarstw utrzymujgcych $winie, 84 gospodarstwa krowy mleczne oraz
49 utrzymujgcych owce.

Gospodarstwa z produkcjqg zywca wieprzowego

Srednia powierzchnia gospodarstw zajmujgcych sie produkcjg zywca wieprzowego
wyniosta w wojewddztwie podkarpackim blisko 29 ha, natomiast w wojewddztwie podlaskim
40 ha. Powierzchnia analizowanych gospodarstw byta wieksza niz $rednia  krajowa.
Dominujgcq pozycje z uwagi na rodzaj prowadzonej dziatalnosci stanowity grunty orne.
Srednio, blisko 86% catej powierzchni gospodarstwa przypadto na te kategorie gruntéw. We
wszystkich gospodarstwach  wiekszg powierzchnie stanowity grunty wtasne anizeli
dzierzawione.

Sredni stan loch w podkarpackich gospodarstwach wyniést 11,75 szt., a na Podlasiu —
30,37 szt. Obsada zwierzgt w przeliczeniu na Tha (DJP/ha) w wojewddztwie podlaskim wyniosta
srednio 1,51, a na Podkarpaciu 1,00 DJP/ha.

Swinie utrzymywane byty w systemie sciotowym (84% gospodarstw) oraz na rusztach
grupowo (16%). Srednia liczba miotéw od lochy w roku wyniosta okoto 2,1 we wszystkich latach
i regionach, natomiast liczba prosigt odchowanych w miocie to 10,3 sztuk. Srednie zuzycie
paszy na 1 kg masy ciata wyniosto 3,01 kg (podkarpackie) i 2,87 kg (podlaskie). Najlepsze
wyniki produkcyjno-hodowlane (liczba miotdw w roku, zuzycie paszy na kg przyrostu masy
ciata) uzyskaty gospodarstwa o wiekszej skali produkciji.

Koszty bezposrednie w przeliczeniu na 1 loche wyniosty 5 353,88 zt (podkarpackie) oraz
5744,72 7t (podlaskie). Stosunkowo niska wysoko$¢ kosztu spowodowana byta wysokim
udziatem pasz fresciwych wtasnych w zywieniu swih. We wszystkich gospodarstwach najwyzszy
udziat w strukturze kosztéw bezposrednich stanowity koszty pasz. W strukturze kosztéw
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catkowitych produkcji dominowaty koszty bezposrednie produkciji, a w nich koszty pasz.
Natomiast gtéwng sktadowq kosztdw posrednich gospodarstw, zajmujgcych sie produkcig
Zywca wieprzowego byta amortyzacja.

Przychody ogdtem w przypadku gospodarstw trzodowych ksztattowata warto$¢
produkcji zywca wieprzowego, ktéra stanowita odpowiednio 58,5% (podkarpackie) i 80%
(podlaskie). Wysoko$¢ ptatnosci w  przychodach odnotowano na wyzszym poziomie
w wojewddztwie podkarpackim (18,04%) anizeli podlaskim (11,98%).

Gospodarstwa z produkcjg zywca jagniecego

Srednio przecietna liczba matek przypadajgca na 1 gospodarstwo na Podkarpaciu
wyniosta 82,7 szt., blisko o potowe mniej niz na Podlasiu (162,6 szt.). Obsada zwierzat
w przeliczeniu na 1ha (DJP/ha)w wojewddztwie podlaskim wyniosta $rednio 0,48, a na
Podkarpaciu 0,42 DJP/ha.

W kazdym z badanych obszaréw z zaobserwowano duze zréznicowanie obszarowe.
Powierzchnia gospodarstw zajmujgcych sie produkcjg owczarskg byta wieksza niz srednia
krajowa. Srednio najwieksze gospodarstwa wystepowaty w wojewddztwie podlaskim (srednio
— 43,53 ha), natomiast najmniejsze w podkarpackim (Srednio - 36,45 ha). Wiekszos¢
powierzchni gospodarstw w wojewddztwie podkarpackim obejmowaty grunty orne, ktére
stanowity dosy¢ wysoki udziat w strukturze uzytkowania ziemi (ponad 56%). Réwniez w tym
wojewddztwie odnotowano najwiekszy odsetek ziemi dodzierzawionej przez rolnikdéw (ok. 18%).
Najwiekszy udziat uzytkdw zielonych przypadt na wojewddztwo podlaskie (blisko 46%).

Owce we wszystkich obiektach utrzymywane byty w systemie alkierzowo- pastwiskowym,
w 97% na gtebokiej scidtce. System zadawania pasz we wszystkich gospodarstwach byt reczny,
dominowat takze reczny system usuwania obornika. Srednie wyniki odchowu jagnigt wskazujg
na dobre warunki chowu. Plenno$¢ w badanych wojewddztwach byta zréznicowana i wahata
sie $rednio od blisko 123% (podkarpackie) do ponad 132% (podlaskie). Srednia ptodnosé owiec
w catej zbiorowosci gospodarstw byta na wyrdwnanym i zadawalajgcym poziomie
wynoszgcym ok. 93%.

W strukturze kosztdéw catkowitych produkciji owczarskiej dominowaty koszty bezposrednie
produkcji, gtdwnqg sktadowq kosztéw bezposrednich byty koszty pasz (88% — podkarpackie;
82% — podlaskie), gtdéwnie pasz wtasnych.

Koszt catkowity produkciji w przeliczeniu na matke wynidst blisko 579 zt (podkarpackie)
oraz 626 7t (podlaskie). Wysokos¢ kosztdw posrednich odnotowano na zblizonym poziomie
0k.190 zt/matke $rednio w jednym i drugim regionie. Gtéwnq jego sktadowq byto utrzymanie,
remonty maszyn, urzgdzenh oraz budynkow.

Przychody ogdétem w gospodarstwach owczarskich ksztattowaty przede wszystkim
ptatnosci i subsydia, ktére stanowity wysoki odsetek w przychodach ogdétem gospodarstw
(blisko 55% — podlaskie i ponad 44% — podkarpackie). Natomiast przychody z tytutu produkciji
owczarskiej stanowity odpowiednio 10% i 15%.

Gospodarstwa z produkcjg mleka

Analizujgc  powierzchnie  gospodarstw  zajmujgcych  sie  produkcjg mleka
zaobserwowano w kazdym badanym regionie duze zréznicowanie obszarowe. Srednio,
najwieksze gospodarstwa wystepowaty w wojewddztwie dolnosdlgskim (Srednio — 86,81 ha),
natomiast najmniejsze w podlaskim (srednio — 47,96 ha). W wojewddztwie podkarpackim
Srednia powierzchnia gospodarstwa to okoto 63 ha, podzielona réwno pomiedzy grunty orne
iuzytki zielone. Réwniez w tym wojewddztwie odnotowano najwiekszy odsetek ziemi
dodzierzawionej przez rolnikdw (ok. 36,64%). Na uwage zastuguje fakt, ze w wojewddztwie
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dolnoslgskim i podkarpackim powierzchnia gospodarstw zmalata w stosunku do 2017 roku,
natomiast na Podlasiu wzrosta o ponad 12%.

Charakteryzujgc kapitat ludzki stwierdzono, ze w nieco ponad 50% gospodarstw byt
zdeklarowany nastepca, ktérego mozna wtgczyE w proces wspdtdecydowania i pracy, co
pozwoli na tagodniejsze przejecie wtasnosci i sprzyja rozwojowi gospodarstwa. Jednak dosé
czesto brak nastepcy wynika gtéwnie z powodu odptywu mtodziezy do miasta. A nalezy
uznaé, ze jednym z wazinych czynnikdw spotecznego zrébwnowazenia i warunkiem
prawidtowego i trwatego rozwoju gospodarstwa jest jego sukcesja. Rozwdj gospodarstwa
rolnego nie jest mozliwy bez ciggtosci gospodarowania.

Sredni stan kréw w analizowanych gospodarstwach wynosit 40,78 szt. wobec liczby bydta
ogdtem wynoszgcej Srednio 76,29 szt. i byt on zblizony we wszystkich analizowanych regionach.
Obsada zwierzat w przeliczeniu na Tha (DJP/ha)w wojewddztwie podlaskim i podkarpackim
wyniosta $rednio 0,68 i 1,38, co z punkifu widzenia poprawnej gospodarski nawozowej jest
dziataniem wskazanym. W przypadku wojewddztwa dolnoslgskiego odnotowana obsada
zwierzgt stanowita srednio 1,53 DJP/ha, co jest nie spdjne z zaleceniami kodeksu dobrej praktyki
rolniczej.

Dokonujgc analizy jednostkowych kosztéw bezposrednich ustalono sredni koszt produkcii
mleka na poziomie 0,81 zt/l, natomiast roczny koszt utrzymania krowy wynosit 4692,40 zt/szt.
W strukturze kosztdw bezposdrednich pasze stanowity az 88,5%. Przychody ogdtem w przypadku
gospodarstw mlecznych ksztattowata warto$¢ produkciji mleka, ktéra stanowita odpowiednio
77.90% (podkarpackie), 72,66% (podlaskie) i 64,62% (dolnoslgskie). Wysokos¢ ptatnosci
w przychodach ustalono $rednio na poziomie 13,64%. Trzecim elementem, majacym duzy
wptyw na poziom przychoddw byta sprzedaz nadwyzki z produkcji roslinnej wynoszgca srednio
9.36%.

Dziatalno$¢ innowacyjna jest niezwykle wazna przy modernizacji polskiego rolnictwa,
wigze sie z wprowadzaniem zmian, upowszechnianiem wszelkich nowosci, udoskonaleniem
standw juz istniejgcych, w celu zwiekszenia wydajnosci produkciji i obnizenia jej kosztdow.
Niezbedne jest unowoczesdnienie i usprawnienie gospodarstw rolniczych jako warsztatu pracy
rolnika. Wprowadzanie innowacji przyczynia sie do rozwoju gospodarstw rolnych. Jest to jeden
z mozliwych sposobdéw dostosowawczych do warunkédw gospodarki rynkowej spowodowany
checig uzyskania wyzszych dochoddw.

W obiektach wybranych do badah utrzymujgcych owce, $winie oraz bydto mleczne
zmiany technologiczno-organizacyjne dotyczyty w gtéwnej mierze dziatu produkcji rodlinnej
(owce, $winie), produkcii zwierzecej (bydto mleczne) oraz ekonomiki i organizaciji produkcii
(Swinie). W przypadku gospodarstw utrzymujgcych $winie odnotowano najwyzszy odsetek
zmian ogdétem wprowadzonych w gospodarstwach.

W przypadku ,innowacji” w produkcji rodlinnej najwiecej dziatan dotyczyto
wprowadzenia nowych maszyn i urzgdzen do produkciji roslinnej (57 gospodarstw) oraz nowych
srodkdw ochrony roslin i nawozdw (58 gospodarstw). Producenci rolni korzystajg w gtéwnej
mierze z kredytdw obrotowych kupujgc nowe $rodki ochrony i nawozy, gdyz zdajg sobie
sprawe, ze ma to ogromny wptyw na plonowanie roslin (57 obiektéw).

Rodzaj zmian zwigzany z produkcjg zwierzecq w przypadku produkcji mleka dotyczyt
w gtéwnej mierze poprawy dobrostanu zwierzgt oraz wprowadzeniu zmian w zywieniu zwierzgt
poprzez zastosowanie nowych pasz treSciwych i dodatkdw mineralnych. Powiekszenie stada
z wtasnej reprodukcji dotyczyto gtdéwnie produkciji owczarskie;.

W ekonomice i organizacji gospodarstw zmiany stuzyty zwiekszeniu powierzchni
gospodarstwa  poprzez dzierzawe gruntdw (39 gospodarstw) oraz zakupu ziemi
(21 gospodarstw). Dzierzawq gruntdw positkowali sie gtdwnie producenci zywca wieprzowego.
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Uwage zwraca fakt, ze objeci badaniami producenci jagnieciny w regionie Podlasia nie
prowadzili w ogdle w gospodarstwie ewidencji kosztéw i przychoddéw przy wykorzystaniu
komputera, tak jak to miato miejsce w wiekszosci objetych badaniami gospodarstw.

Zauwazy¢ mozna, iz w wiekszosci przypadkdw zmiany, ktére nie wymagaty wiekszych
naktaddéw finansowych byty inicjowane w wiekszym zakresie.

Zaktad Biologii Molekularnej Zwierzat

Kierownik: dr hab. inz. Igor Z. Zubrzycki

Zadanie 01-18-01-21
Opracowanie i walidacja nowych metod identyfikacji zwierzqgt
na podstawie markeréw DNA
Kierownik zadania: dr hab. Anna Radko

Celem zadania byto opracowanie testu DNA w oparciu o polimorfizm w obrebie genu MC1R
u gatunku dzika i $wini domowej, umozliwiajgcego identyfikacje oraz réznicowanie osobnikdw
nalezgcych do rodziny $winiowatych, a takze doskonalenie metod badan rodowodowych
koni i $win.

Zadanie obejmuje opracowanie uzupetniajgcego zestawu markeréw STR, rekomendo-
wanego przez ISAG do kontroli pochodzenia koni oraz opracowanie i zastosowanie metody
analizy markerdw mikrosatelitarnych DNA zalecanych przez ISAG do rutynowych badan rodo-
wodowych $win.

W celu przeprowadzenia badan rozréznienia swini domowej od dzika wykorzystano ma-
teriat genetyczny w postaci DNA wyizolowanego z tkanki ucha pobranej od 22 dzikdéw
z wojewddztw: opolskiego i Slgskiego oraz z krwi od 66 swin 5 ras: polska biata zwistoucha (pbz,
n=14), wielka biata polska (wbp, n=13), ztotnicka biata (zlot, n=13), putawska (pul, n=10) i duroc
(n=17).

Amplifikacje fragmentu genu MCIR przeprowadzono przy uzyciu sekwenciji startero-
WYyCh: MCIR-F 5-AGTGCCTGGAGGTGTCCATICAC-3' i MCIR-R 5' CGTAGATGAGGGGGTCCAGGATAGA-3'. Pro-
dukt PCR poddano reakcji enzymatycznego trawienia z uzyciem dwdch enzymow: BspHI
i BstUL.

Zastosowana metoda wykazata, ze obecno$¢ genotypu dzikiego (GG, E*/E*, 370nt)
w probkach rasy Duroc oraz obecnos¢ allelu A (c.370G>A) w pojedynczych prébach pocho-
dzgcych od dzikdw swiadczy, ze analiza polimorfizmu genu MC1R nie pozwala na rozréznienie
Swini domowej (Sus scrofa domestica) od dzika (Sus scrofa scrofa) w badanej populacii zwie-
rzat.
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Tab. 1. Polimorfizm fragmentu genu MC1R w badanych rasach swini domowej i dzika

Rasa numer nukleotydu / numer sekwencji aminokwasu
370 124 491 164 727/729 243
sekw. Ref.*

GAC Asp GCG Ala GCA Ala
dzik a) GAC Asp GCG Ala GCG Ala
dzik b) AAC Asn GCG Ala GCG Ala

ztotnicka AAC/GAC** Asn GCG Ala GCG Ala
duroc GAC/AACH* Asp GI1G Val ACG Thr
putawska AAC Asn GCG Ala GCG Ala
pbz AAC Asn GCG Ala GCG Ala
wbp AAC Asn GCG Ala GCG Ala

* NM_001008690

** wystepuje w formie homozygotycznej AA, GG i heterozygotycznej AG

Kolorem czerwonym zaznaczono mutacje zmiany sensu. Kolorem niebieskim zaznaczono mutacje
synonimiczng.

W ramach realizacji celu dotyczgcego identyfikacji swih opracowano metode analizy
zestawu  markerdw  mikrosatelitarnych  rekomendowanych  przez  Miedzynarodowe
Towarzystwo Genetyki Zwierzagt (ISAG) do kontroli pochodzenia $win: SW240, SW911, S0101,
S0090, SW72, SW857, S0226, S0228, SW936, SWé32, S0227, SW24, SO155, S0355. Poprawnosé
opracowanej metody potwierdzono w miedzynarodowym tescie pordwnawczym
organizowanym przez ISAG.

Zastosowanie metody pozwolito na uzyskanie dobrej jakosci produktéw PCR
i standaryzacje alleli z poszczegdlnych loci. Opracowana technika analizy zestawu markerdw
postuzyta do rutynowych badah kontroli pochodzenia $winh w Laboratorium Genetyki
Molekularnej Instytutu Zootechniki PIB. Gromadzone w ramach badan rodowodowych dane
wykorzystano do przeprowadzenia analiz statystycznych w celu okredlenia zmiennosci
genetycznej badanych ras oraz oceny przydatnosci stosowanych markerdw STR do weryfikacii
rodowoddw $wih w Polsce.

W ramach analizowanej populacji liczgcej 485 osobnikdw, obejmujacej rasy pbz
(326 swin), wbp (93 osobniki) i rasy putawskiej (66 osobnikdw) w 14 mikrosatelitarnych loci ozna-
czono 85 alleli. Na podstawie czestosci wystepowania zidentyfikowanych alleli w poszczegdl-
nych loci oszacowano zmienno$¢ genetyczng badanych ras i réznice wystepujgce miedzy
nimi oraz okreslono przydatnos$¢ badanego zestawu STR do kontroli pochodzenia.

Przeprowadzona analiza markeréw mikrosatelitarnych DNA wykazata, ze markery te
stanowiqg przydatne zrdédto do oceny struktury genetycznej badanych ras $win oraz do oceny
przydatnos$ci wybranego zestawu STR do identyfikacji osobniczej i kontroli rodowoddw.

Z analizy parametrow polimorfizmu Ho, He, PIC, PD oraz PE wynika, ze u badanych ras
wloci STR, zalecanych przez ISAG do kontroli pochodzenia wystepuje Sredni stopien
zrdznicowania genetycznego, a u rasy putawskiej zaobserwowano ograniczong zmiennosé az
w 50% badanych STR. Dlatego nalezy monitorowaé zmiany zachodzgce u tych ras
i przeprowadzi¢ szersze badania na wiekszej populaciji $win w Polsce. Wydaje sie réwniez
konieczne przygotowanie dodatkowego panelu markerdw, ktéry bedzie mozna zastosowad
w tych przypadkach, w ktérych zestaw rekomendowany przez ISAG bytby niewystarczajgcy.
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Zadanie 01-18-02-21
Charakterystyka metyloméw tkanek i linii komérkowych gatunku Equus caballus
Kierownik zadania: dr hab. Tomasz Zgbek, prof. IZ PIB

Metylacja materiatu genetycznego, to chemiczna modyfikacja DNA, ktéra ma znaczenie dla
aktywnosci gendw (metylacja DNA tzw. sekwencji regulatorowych blokuje ekspresjie gendw).
Jest ona miedzy innymi odpowiedzialna za prawidtowy przebieg rozwoju embrionalnego,
a nastepnie za ustanowienie funkcjonalnych réznic na poziomie komaérek i tkanek. Mechanizm,
poprzez ktéry komorki zarodka na wczesnych etapach embriogenezy nabywajq cech totipo-
tencjalnych (dajgcych mozliwos¢ réznicowania w dowolny typ komaérek i tkanek), polega na
globalnym resecie wzoréw metylacji genomu komorek zarodkowych, oddzielnie charaktery-
stycznych dla genomu matczynego i ojcowskiego. Wyjgtek stanowig geny piethowane game-
tycznie, w przypadku ktérych zostaje zachowany wzdér monoallelicznej metylacji pochodzenia
matczynego bqgdz ojcowskiego, blokujgc ich ekspresje na danym etapie rozwoju embrional-
nego bqdz ontogenezy.

Stworzenie mapy genomu z miejscami tkankowo-specyficznej metylacji DNA, zmienigjg-
cej aktywnos¢ gendw w badanych tkankach, utatwitoby zrozumienie funkcji polimorficznych
wariantéw sekwencji DNA (obecnych w niekodujgcych regionach genomu), majgcych zna-
czenie dla réznorodnosci fenotypu cech uzytkowych zwierzgt hodowlanych.

Etap I: Analiza metylomdw tkanek koni z wykorzystaniem techniki sekwencjonowania nowej
generacji.

Przedmiotem badan byta identyfikacja rdznic we wzorach metylacji DNA i ilosci
fraksryptu w tkankach pochodzenia endodermalnego (wgtroba i ptuca) i mezodermalnego
(miesien sercowy) koni. Analiza metylacji w skali genomu (metoda RRBS) wykazata tkankowe
réznice zgodne z pochodzeniem embrionalnym badanych tkanek (Rys. 1). Najwieksze réznice
pod wzgledem stopnia metylacji DNA zaobserwowano pomiedzy tkankami pochodzgcymi
z réznych listkdw zarodkowych (warto$¢ dystansu na poziomie 0,4 na Rys. 1 C).

Analiza metylacji w skali genomu pozwolita zidentyfikowacé 571 sekwencji DNA wykazu-
jacych tkankowo-specyficzng metylacje DNA (sekwencje tDMR). 178 sekwencji IDMR byto zlo-
kalizowanych w regionach wystepowania 191 gendw. Analiza funkcji gendw zwigzanych z se-
kwencjami tDMR w badanych tkankach, wskazata na ich znaczenie w ogdlnych procesach
biologicznych, zachodzgcych w catym organizmie. Na uwage zastugujg geny majgce zna-
czenie dla wtasnosci regeneracyjnych komadrek (SSHI, EDNRB) oraz funkcjonowania uktadu
immunologicznego i krwionosnego (PIAS4, ILIORA, VAV2, F2, EPHB2, PDGFRA), a takze geny
majgce znaczenie dla rozwoju unerwienia (neurogenezy) i przekaznictwa sygnatdéw komorko-
wych, w tym przekazywania bodzcow nerwowych, ktére ma miejsce w wielu narzgdach i tkan-
kach.
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Rys. 1. Tkankowe réznice w metylacji DNA w skali genomu pomiedzy tkankq serca, watroby i ptuc

Analiza réznic w metylacji DNA na poziomie genomu pomiedzy tkankami o réznym po-
chodzeniu embrionalnym ujawnita rdwniez obecnosé gendw wykazujgcych tkankowo-specy-
ficzng ekspresje. Miedzy innymi zaobserwowano zwigzek pomiedzy obnizonym poziomem me-
tylacji sekwencji tDMR z wyrazng obecnoéciqg mocnego produktu reakcji RT-PCR dla gendw
SLC6AT1, ABCC6 oraz ADHIC, w przypadku tkanki watroby koni (Rys. 2). Uzyskany wynik wska-
zuje na znaczenie spadku metylacji (hypometylacii) zidentyfikowanych sekwencji tDMR dla ak-
tywnosci tych trzech gendw w wagtrobie. Z kolej gen WNTI11 wydaje sie by¢ nieaktywny, bgdz
wystepuje w niewielkiej ilosci transkryptu w badanym zestawie tkanek, mimo obecnosci obni-
zonej metylacji sekwencji tDMR (Rys. 2). Aktywno$¢ wymienionych genéw w tkance wgtroby
jest zrozumiata z uwagi na znaczenie biologiczne kodowanych przez nie biatek. Gen ADHIC
koduje enzym odpowiedzialny za metabolizowanie alkoholu oraz innych szkodliwych substro-
tow w watrobie, analogicznie jak SLC6AT 1, ktdrego produkt wchodzi w interakcje z aminokwa-
sem (glutaminianem), podlegajgcym przemianom w wymienionym organie. Z kolej wytgczna
obecnos¢ transkryptu ABCC6 w tkance watroby moze mieé zwigzek ze znaczeniem tego genu
dla utrzymania prawidtowej struktury tzw. wtdkien elastynowych, waznych dla funkcjonowania
grupy organdw tworzgcych uktad pokarmowy.

Wyjgtkiem sposrdéd badanych gendw podlegajgcych hypometylacii jest WNTI T — kodu-
jacy jedno z wydzielniczych biatek sygnatowych, ktére wtgczane sg w procesy rozwojowe, od-
powiadajgc za specjalizacje komdrek zarodka i wczesne etapy gastrulaciji. Gen ten wydaije sie
by¢ nieaktywny w badanych tkankach (brak widocznego produktu RT-PCR na Rys. 2), zawe-
zajgc swojq funkcje do okresu embriogenezy.
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Rys. 2. Wynik analizy metylacji metodg sekwencjonowania klonéw produktu BSPCR oraz jakosciowej
analizy obecnosci produktu RT-PCR dla genu SLC6AT1, WNTI11, ABCCé oraz ADHI1C w tkankach pocho-
dzgcych od tego samego osobnika [S (miesien sercowy), W (wgtroba), P (ptuco)]

Etap Il: Charakterystyka miejsc monoallelicznej metylaciji, ktére majqg potencjalny zwiqzek ze
zjawiskiem pietna gametycznego w genomie konia na przyktadzie genu GNAS.

Wykonano izolacje DNA i RNA z préb biologicznych, reprezentujgcych trzy tkanki pocho-
dzqgce od czterech koni zimnokrwistych. Wyizolowane DNA poddano konwersji bisulfitowej
i amplifikacji w regionie czterech wysp CpG genu GNAS, jako potencjalnego locus podlega-
jgcego pietnowaniu gametycznemu w genomie konia. Analiza metylacji fragmentdw DNA re-
prezentujgcych wyspy CpG w locus GNAS (sekwencjonowanie klondw BSPCR oraz amplifika-
cja DNA trawionego enzymami wrazliwymi na metylacje cytozyn — Rys. 3.) wykazata obecnoéé
hemimetylacji DNA (metylacji na poziomie 50%), majgcej potencjalne znaczenie dla imprin-
fingu gametycznego tego genu (Rys. 3).

 DNA methylation summary of CGI Island

5 _PUC(N, ) PUC. 3 using cloned bisulfite sequencing
® CpGs
cic G . . - ;
crexc)(c Unmethyloted! 45.1%
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Methylated | 549% | 529% | 63.2%

Rys. 3. Analiza metylacji w locus GNAS w regionach czterech wysp CpG, zlokalizowanych
powyzej tego genu
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Wykonana w dalszej kolejnosci analiza sekwencji transkryptu cDNA wykazata obecnosc
dwodch polimorficznych miejsc w sekwencji kodujgcej, ktére wykluczajg obecnos¢ monoalle-
licznej ekspresji genu GNAS w tkankach dorostych koni. Obecno$¢ genotypu heterozygotycz-
nego A/G oraz C/T w sekwencji franskryptu genu GNAS w tkance serca, watroby i ptuc doro-
stych koni wskazuje na bialleliczng ekspresje tego genu, nie wspobtgrajgc z monoalleliczng me-
tylacjg sekwencji CpG powyzej locus GNAS (rys. 3). Uzyskany wynik wyklucza obecnos¢ efektu
pietna gametycznego w locus GNAS w tkankach dorostych koni, prawdopodobnie zawezajgc
jego funkcje do poczagtkowych etapdw embriogenezy.

Whnioski

e R&Znice metylomdw analizowanych tkanek sg zgodne z ich odmiennym pochodzeniem
embrionalnym, wskazujgc na role tej modyfikacji chemicznej DNA w utrzymywaniu funk-
cjonalnej odrebnosci komérek i tkanek.

e Tkankowe réznice w metylacji DNA dotyczg gendw zaangazowanych w szlaki moleku-
larne charakterystyczne dla procesdw biologicznych, w niewielkiej czesci powigzanych ze
specyfikg tkankowq.

e Andliza aktywnosci transkrypcyjnej gendw zwigzanych z wystepowaniem miejsc
o réznicowej metylacji miedzy tkankami pozwolita wytypowac loci podlegajgce tkan-
kowo-specyficznej transkrypcii, ktére powiekszajg kolekcje gendw regulowanych przez
metylacje DNA w genomie koni.

e Sekwencjonowanie produktdéw amplifikacji oraz analiza restrykcyjna trzech fragmentéw
DNA, pokrywajagcych wyspy CpG powyzej locus GNAS, wykazaty obecnos$¢ ztozonego
wzoru metylaciji DNA, ktéry nie wspdtgra z bialleliczng ekspresjg GNAS w tkankach doro-
stych koni.

Zadanie 01-18-03-21
Zastosowanie metod sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) do identyfikacji
genetycznego podtoza cech produkcyjnych swin
Kierownik zadania: dr hab. inz. Katarzyna Ropka-Molik

Celem zadania byto poszukiwanie genetycznego podtoza cech produkcyjnych $win poprzez
analize ekspresji gendw oraz mechanizmdw ich regulacii.

Planowane badania przeprowadzone zostaty na materiale biologicznym pochodzgcym
od loch ras Pietrain, Hampshire i Wielkiej Biatej Polskiej (wbp), pozyskanym i zgromadzonym
w Zaktadzie Hodowli Trzody Chlewnej Instytutu Zootechniki PIB. Dla kazdego zwierzecia pod-
danego ocenie na Stacji Kontroli Uzytkowosci Trzody Chlewnej (SKRUTCH) zebrano szereg cech
rzeznych i tucznych oraz cech jakosci miesa. Planowane cele szczegdtowe obejmujg komplek-
sowq analize transkryptomu, miRNA oraz degradomu w tkance mie$niowej oraz ttuszczowej
pobranej od wszystkich analizowanych $win. Badania przeprowadzone zostang z wykorzysta-
niem techniki sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) na platformie HiScanSQ (lllumina).
Uzyskane wyniki przeanalizowane zostang pod katem analizy ekspresji gendw oraz miRNA, wa-
riantdw splicingowych, mutaciji punktowych w regionach kodujgcych (cSNP) oraz identyfikacji
potencjalnych gendw docelowych dia miRNA.

W ramach pierwszego celu szczegdtowego, obejmujgcego kompleksowq analize tran-
skryptomu tkanki miesniowej oraz ttuszczowej $win rdznych ras, zidentyfikowano 627 (dla rasy
Pietrain) i 416 (dla rasy Hampshire) gendw o réznicowej ekspresji (DEGs) miedzy grupami swin
o réznym poziomie miesnosci (p<0,05). Analiza szZliakéw metabolicznych oraz proceséw biolo-
gicznych potwierdzita, ze wykryte geny uczestniczyty w regulacji proceséw metabolicnych
oraz we wzroscie i rozwoju tkanki mie$niowej (PCOLCE, BBS2, TBX2, RBBPé; ATAF5).
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Ponadto poréwnanie profilu franskryptomicznego tkanki ttuszczowej $win o réznym stop-
niu ottuszczenia umozliwito identyfikacje 490 (dla rasy Pietrain), 1372 (dla rasy Hampshire) oraz
847 (dla rasy wbp) gendw o rdznicowej ekspresji (DEGs) miedzy grupami $win o réznym pozio-
mie tej cechy (Ryc. 1). Poéréd najbardziej interesujgcych gendw nalezgcych do powyzszych
szlakdw znalazty sie geny silnie zwigzane z metabolizmem lipiddw, takie jak FASN (kodyjacy
syntaze kwaséw ttuszczowych), ACACAIT oraz ACACB (acetylo-kokarboksylaza 1 oraz 2),
ACAAT oraz ACAA2 (cetyl-Coenzyme A acyliransferase 1 oraz 2), MCAT (Transacylaza biatka
no$nikowego malonylo-CoA-acylowego) ELOVLS oraz ELOVL6 (elongazy kwasdw ttuszczo-
wych 5 oraz 6)(Ryc. 2).

hamp pictrain

whp

Ryc. 1. llosci gendw o réznicowej ekspresji wytypowanych w trzech badanych rasach pomiedzy
zwierzetami o zréinicowanym stopniu otluszczenia oraz 7 gendéw wytypowane w trzech rasach
jednoczesnie (oprogramowanie enny 2.1.0)

Ryc. 2. Zidentyfikowane geny o réinicowej ekspresji zwigzane z metabolizmem kwaséw tluszczowych
(oprogramowanie - STRING: functional protein association networks, genom referencyjny Sus Scrofa 10.2)
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Do dalszego etapu wytypowano gen SETD2 (metylotransferaza histonéw) ora TBX2
(T-box czynnik franskrypcyjny). W obrebie genu SETD2 zidentyfikowano zmiane sensu
ENSSSCP00000012085.3: p.Thr1é65Ser — podstawienie tryptofanu przez seryne w pozycii
165 tancucha aminokwasowego, natomiast w genie TBX2 wykryto mutacje ENSSCP
00000021191.1:p.Alab44Val skutkujgcg podstawieniem Alaniny przez waline w pozycji
644 tahcucha aminokwasowego. W przypadku analizy wptywu polimorfizmu w genie SETD2 na
cechy produkcyjne wykazano istotny zwigzek badanej zmiany z wybranymi cechami fucznymi
i rzeznymi. Swinie homozygotyczne CC posiadaty istotnie nizszg mase szynki (kg)
w stosunku do osobnikéw heterozygotycznych. Z kolei, analiza wykonana dla genu TBX2 wyka-
zata jego istotny wptyw na cechy rzezne: powierzchnie oka poledwicy (cm?); srednig grubosé
stoniny z 5 pomiaréw (cm) oraz wydajnosciq rzezng (%). Wystepowanie zaleznosci pomiedzy
polimorfizmami wytypowanych gendéw a cechami uzytkowymi trzody chlewnej pozwoli na
ewentualne zastosowanie markeréw genetycznych w pracach selekcyjnych, co moze prowa-
dzi¢ do poprawy wartosci okreslonych cech ilosciowych. Pozwoli to w przysztosci na doskona-
lenie metod selekciji, ktére mogg gwarantowad uzyskanie wiekszego postepu hodowlanego,
w poréwnaniu z metodami dotychczas stosowanymi.

W ramach drugiego celu szczegdtowego zidentyfikowano czgsteczki miRNA charakte-
rystyczne dla tkanki miesniowej i ttuszczowej $wih, o potwierdzonym znaczeniu joko gtdéwne
modulatory rozwoju miesni (rodzina miR-30, miR-206, miR-26a i miR-133a) i ttuszczu (let-7a, miR-
143, miR-24, miR-378) (Ryc. 3). Identyfikacja mikroRNA o réznicowej ekspresji pomiedzy osobni-
kami o skrajnych fenotypowo parametrach umiesnienia i ottuszczenia pozwolita wskazacé
Sciezki biologiczne i procesy kluczowe dla wzrostu miesni, ttuszczu oraz ich funkcjonowania
i metabolizmu. Identyfikacja miRNA wspdinych dlia badanych ras sugeruje istnienie mechani-
zmow zwigzanych z funkcjonowaniem tych tkanek u badanego gatunku, bez wzgledu na rase.
Uzyskane wyniki, zarébwno w zakresie pojedynczych mikroRNA, ich genéw docelowych czy ca-
tych szlakéw biologicznych stanowig nowe zrédto i punkt wyjscia do poszukiwania czynnikdw
genetycznych zwigzanych z procesami rozwoju i funkcjonowania tkanki miesniowej i ttuszczo-
wej $win, a co za tym idzie waznych cech produkcyjnych. Niniejsze rezultaty wskazujg zatem
na mechanizmy molekularne lezgce u podstaw funkcjonowania tkanki mie$nia i ttuszczu u $win,
podkreslajgc tym samym znaczenie i zasadno$¢ badan prowadzonych na zwierzetach gospo-
darskich, poszerzajgc stan dostepnej wiedzy oraz dajgc podstawy do dalszych badan.

Color Key

Ryc. 3. Istotne statystycznie szlaki GO wzbogacone w mikroRNA o réznicowej ekspresji zidentyfikowane
w rasach Pietrain, Hampshire i WBP u osobnikéw réznigcych sie masq stoniny (DIANA-miRPath v3.0,
DIANA-Lab, Ateny, Grecja)
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W ramach frzeciego celu szczegdtowego podjeto préobe eksperymentalnego
potwierdzenia mechanizmdw regulacji ekspresji przez miRNA oraz ewentualnie inne nieznane
dotqgd procesy regulujgce poziom transkryptu, majgce podobny schemat degradacji
czgsteczek mMRNA w poréwnaniu do dziatania miRNA. W prowadzonych badaniach
zaobserwowano wiele interesujgcych transkryptow ktdére ulegty rozpadowi w  wyniku
prawdopodobnie dziatania regulacji miRNA i ktére z duzym prawdopodobiehstwem
zaangazowane sq we wzrost i rozwdj masy miesniowej (Ryc. 4). Prowadzone badania
dowodzqg, ze nie wszystkie zidentyfikowane mIiRNA dla badanych préobek zwigzane sg
zrozktadem mRNA, poniewaz tylko dla okoto 25% zidentyfikowanych miRNA zaobserwowano
degradacje gendw docelowych, co $wiadczy, ze miRNA petni role rdwniez na innych
poziomach molekularnych wptywajgc na regulacje ekspresji. Wiele gendw, ktére ulegty
rozktadowi prawdopodobnie pod wptywem regulacji miRNA, byta zwigzana z regulacjg
cytoszkieletu aktyno-miozynowego w komodrce. W poszczegdinych badanych rasach
zidentyfikowano tylko kilkka zdegradowanych pod regulacje miRNA gendw wspdinych, co
moze $wiadczy¢ o innych $ciezkach regulujgcych procesy wzrostu tkanki miesniowe;.
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Ryc. 4. Zaleinosci pomiedzy biatkami, dla ktérych zidentyfikowano zdegradowane fragmenty
franskryptéw w tkance miesniowej roztozone w wyniku dziatania miRNA dla osobnikdéw o niskim poziomie
miesnosci

Uzyskane profile ekspresji gendw w skali catego transkrytptomu tkanki miesniowej swin
zostaty zgtoszone do miedzynarodowej bazy danych GEO — Gene Expression Omnibus NCBI
i uzyskaty numer akcesyjny (GSE107207; GSE109215; GSE122816).

Zadanie 04-18-01-21
Walidacja wynikéw ukierunkowanego sekwencjonowania DNA
z wykorzystaniem badan asocjacyjnych
Kierownik zadania: dr inz. Katarzyna Piérkowska

Celem badan jest ocena przydatnosci i walidacja wynikdw uzyskanych na drodze
ukierunkowanego sekwencjonowania nastepnej generacji do typowania gendw
kandydujgcych oraz markerdw selekcyjnych dla réznych cech uzytkowych trzody chlewnej.
Walidacja przeprowadzona jest z wykorzystaniem badan asocjacyjnych z uwzglednieniem
pieciu polskich ras $win. Przeprowadzenie badan asocjacyjnych z wykorzystaniem analiz
statystycznych pozwoli wytoni¢ potencjalne markery genetyczne dla cech uzytkowych $win,
co bedzie mozna wykorzystaé podczas prowadzonych prac hodowlanych w celu poprawy
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wybranej cechy produkcyjnej. Umozliwi to redukcije kosztéw prowadzonych prac selekcyjnych,
poniewaz wykluczy z hodowli zwierzeta posiadajgce niekorzystne allele, co przy$pieszy postep
hodowlany.

Zatozenia metodyczne

Wyniki ukierunkowanego sekwencjonowania DNA uzyskane w oparciu o fechnologie se-
kwencjonowania nastepnej generacji (NGS) walidowane sqg z wykorzystaniem techniki se-
kwencjonowania metodq Sanger'a. Funkcjonalne zmian polimorficznych, 1j. wptywajgce na
sekwencje aminokwasowq, bqgdz regulujgce ekspresie gendw sq genotypowane
z wykorzystaniem takich metod z zakresu biologii molekularnej jak PCR-RFLP oraz technika High
Resolution Melting (HRM) wykorzystujgca wtasciwosci krzywych topnienia produktéw PCR oraz
wyznaczana jest dla nich frekwencja w badanych populacjach frzody chlewnej. Kolejno pro-
wadzona jest analiza statystyczna umozliwiajgca ocene wptywu zidentyfikowanych mutacii
na cechy uzytkowe $win.

Syntetyczny opis wynikéw zadania

Mutacje zidentyfikowane w regionie chromosomu 15. $§win bogatego w QTLs zostaty
przeanalizowane z wykorzystaniem testu LRT oraz x2, wyznaczone pie¢ mutacii wystepujgcych
w genach, ktére kodujg biatka potencijalnie zwigzane z ksztattowaniem fenotypu trzody
chlewnej, tj. w genach TNS1, TNP1, VIL1, ENSSSCG00000033265 (lincRNA) oraz OBSLI1. Kolejno,
z wykorzystaniem badan asocjacyjnych przeprowadzono ocene ich wptywu na cechy
produkcyjne $win, uwzgledniajgc w badaniach piec ras $wih: Polska Biata Zwistoucha, Wielka
Biata Polska, Putawska, Duroc oraz Pietrain (po okoto 100 szt. w kazdej z ras). W genie TNSI
kodujgcym tensyne 1 analizie poddana zostata jedna mutacja zmienigjgca sens
aminokwasowy ENSSSCP00000026158.3:p.Ala495Thr w pierwszym egzonie. Tensyna 1 jest
zaangazowana w sieciowanie filamentdw aktynowych w komérce, ponadto zawiera domene
SH2, ktéra jest zwigzana z transdukcjg sygnatu (Huaiyang et al. 2000). Nastepnie, w regionie
powyzej genu TNP1 oraz ponizej sekwencji miscRNA (ENSSSCG00000040247) zidentyfikowana
zostata delecja 16 nukleotydowa, ktérg takze ze wzgledu na mozliwe funkcje regulacyjne
poddano badaniom asocjacyjnym i ocenie wptywu na cechy produkcyjne u tfrzody chlewnej.
Biatko TNP, cho¢ gtéwnie badane w kontekscie meskiej nieptodnosci, jednak wykazano takze,
ze jego ekspresjg w mieéniu byta negatywnie skorelowana z poziomem tréjgliceryddéw, co
moze miec zwigzek z jakoscig miesa (Stewart et al. 2010). W genie VIL1, kodujgcym wiline
1 analizie poddano mutacje majgcq wptyw na zmiane sekwencji aminokwasowej, mutacja ta
wystepowata w sekwencji kodujgcej domene genzolinowq oraz wilinowq. Wilina nalezy do
rodziny biatek regulowanych wapniem wigzgcych aktyne, odgrywa ona istofng role
w nadawaniu odpowiedniego ksztattu wtdknom aktynowym (Tomar et al. 2009). Ostatnim
genem zlokalizowanym w regionie chromosomu 15., w ktérym wyznaczono wiele QTLs, wzietym
pod uwage przy anadlizie jego wptywu na cechy produkcyjne $win byt gen OBSLI. Badana
mutacja wptywata na zmiane sensu sekwencji aminokwasowej, powodowata zamiane
alanine na seryne w pozycji 1785, sekwencji kodujgcej immunoglobulino podobng domene.
Biatko obskurno podobne 1 (OBSL1) nalezy do adaptordw biatkowych odgrywajgcych wazng
funkcje w tgczeniu cytoszkieletu komdrkowegoz btong komdrkowq (Pernigo et al. 2010).
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Tab. 1. Wyniki testu LRT opisanego w publikaciji (Stuczynska i wsp. 2018), w oparciu o ktéry wyznaczono

geny oraz mutacje poddane dalszej analizie w badaniach asocjacyjnych

ID mutacii Gen P-value
AS ADG DFl LEA  WE FCL TCL WL BF WH MP
ENSSSCG00000033265
rs693217735 0.012 0.018 0.05 0.003 0.02 0.02 0.03
(lincRNA)
TNPT -
rs790770289 0.009 0.001 0.01 0.002 0.001 0.003 0.04 0.03
ENSSSCG00000040247
rs332253419  VILI 0.01  0.0003 0.008 0.006  0.006 0.04 0.03
ENSSSCG00000027669
rs344208061 (NS 1) 0.006 0.0004 0.009 0.01 0.0006 0.002 0.004 0.04 0.01 0.04
rs332398561  OBSLI 0.01 0.03  0.03 0.02

AS — Age of slaughtering (wiek uboju), ADG — average daily gain (Sredni przyrost dzienny), DFI — daily feed intake (dzienny pobdr
paszy), LEA lion eye area (powierzchnia oka poledwicy), WE — water exudation (wyciek wodny z miesa surowego), FCL — firmness
cooked loin (krucho$¢ gotowanej poledwicy), TCL — toughness cooked loin (twardo$¢ gotowanej poledwicy), WL - loin weight (waga
poledwicy), BF — back fat thickness (grubos¢ stoniny), MP — meat percentage (procentowy udziat miesa w tuszy).

Tab. 2. Mutacje wybrane do analizy asocjacyjnej

Pozycja Allel

Allel

Lokalizacja w genie

D Number na SSC15 referencyjny zmieniony Ilub wptyw na biatko Gen
11963524- . .
rs693217735 11963524 INS 31bp - Infron variant ENSSSCG00000033265 (lincRNA)
11933232- . .
rs790770289 11933237 INS 16 bp - Infergenic region TNP1 - ENSSSCG00000040247
rs332253419 12047696 A T Missense variant VIL]
rs344208061 11999711 C T Missense variant ENSSSCG00000027669 (TNS1)
rs332398561 12156143 C A Missense variant OBSLI1
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Fig. 1. Chromatogramy wygenerowane podczas sekwencjonowania fragmentéw gendéw zawierajgcych
analizowane mutacje

Zadanie 04-18-02-11
Identyfikacja DNA przezuwaczy w paszach metodg SOP EURL-AP
Kierownik zadania: dr Matgorzata Natonek-Wisniewska

Celem zadania byta kalibracja oraz walidacja metody identyfikacji komponentéw zwierze-
cych pochodzgcych od przezuwaczy metodq zalecang przez EURL-AP (European Union Refe-
rence Laboratory for Animal Proteins in feedingstuffs) w zréznicowanych matrycach, bedg-
cych sktadnikami karm dla zwierzgt.

Badania obejmowaty:

e kalibracje metody,

e sprawdzenie oraz walidacje metody

e udzat w teicie biegtosci

e omodwienie uzyskanych wynikdw badanh.

Kalibracja metody

Kalibracje plazmidem DNA wykonano w celu dostosowania metody do aparatu Real-
time (StepOne Plus), na ktérym standardowo bedzie wykonywana analiza oznaczania DNA
przezuwaczy. Dziatania takie miaty zadanie ustalenia linii odciecia cT, czyli wartosci granicznej,
rozrézniajgcej wyniki dodatnie od ujemnych Badanie wykonano w czterech powtdrzeniach,
a nastepnie stosujgc formularz autorstwa EURL-AP wyznaczono cykl graniczny miedzy prob-
kami dodatnimi oraz negatywnymi. Fot. 1. przedstawia wykres amplifikacji i utozenie prébek na
ptytce (A) oraz program umozliwiajgcy wyznaczenie cyklu granicznego miedzy probkami po-
zytywnymi i negatywnymi (B).

Cykl graniczny wyznaczono na 33,8089 cyklu. Wszystkie prébki, ktdrych wartosci ct, czyli
przeciecie prostej trescholdu z wykresem amplifikacji byty nizsze od podanej wartosci, zostajg
okreslone jako zawierajgce DNA przezuwaczy, natomiast o warto$ciach wyzszych jako nie za-
wierajgce DNA tych gatunkdw.
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Sprawdzenie oraz walidacja metody

Wyekstrahowano DNA z prébek referencyjnych o sktadzie gwarantowanym przez produ-
centa (RM) oraz probek o znanym sktadzie wyprodukowanych przez Laboratorium (RMW)
(Tab. 1) o znanym sktadzie gatunkowym przy pomocy zestawu do izolacji DNA z zywnosci (Wi-
zard), réwniez rekomendowanego przez EURL-AP. Otrzymane DNA poddano reakcji Real-Time
PCR uzywajgc starteréw kompatybilnych do sekwencji flankujgcej region specyficzny gatun-
kowo dla przezuwaczy oraz sonde kompatybilng z DNA tej grupy zwierzgt. Wszystkie prébki
analizowano w dwukrotnych powtdrzeniach izolacji DNA. Kazdy izolat DNA analizowano do-
datkowo przy 10-krotnym rozciehczeniu.

Na podstawie wartosci progowej wyznaczonej podczas kalibracji okresSlono probki,
w ktérych znajduje sie DNA przezuwaczy. Reakcje pozytywne otrzymano dia DNA przezuwaczy
(Tab. 1), zas dla pozostatych gatunkdw reakcja zachodzita zawsze powyzej cyklu granicznego.

Dla prébek dodatnich - w przypadku rozcienczen DNA - miejsce odciecia tresholdu cze-
sto przesuwa sie o okoto 3 cykle, natomiast dla prébek negatywnych prawidtowos¢ ta nie jest
juz taka oczywista.

Na podstawie probek referencyjnych wyznaczono specyficzno$é, doktadnose, czutosé,
wskaznik wynikéw pozytywnych.

Wyznaczone wielkosci specyficznosci (S), doktadnosci (D), czutosci (C) oraz wynikow fat-
szywie pozytywnych (%FP) przyjmowaty wartos¢: $=100%; D=100%; C=100%; %FP=0%.

Na podstawie prébek o zawartoéci DNA 10, 100 i 1000 razy mniejszej od prébek wyjscio-
wych oznaczono granice wykrywalnosci LOD oraz wskaznik wynikéw fatszywie negatywnych
na tej granicy. Wielkosci te przyjety wartosci: LOD=0,0002%; %FN=0%.

Udzial w tescie biegtosci

Opracowang metode wykorzystano w tescie biegtos$ci organizowanym przez Animal
and Plant Health Agency (APHA) W ramach testu okreslono potencjalng zawarto$¢ DNA
przezuwaczy dla 5 prébek. Wszystkie prébki oznaczono prawidtowo. Doktadnosé analizy
wynosita 100%

Whnioski

Wynik  kalibracji  wskazuje, ze rozgraniczenie pomiedzy prébkami  pozytywnymi

a negatywnymi przebiega w 33. cyklu (cT=33,8). Na podstawie tej wartosci okrelono

w ktérych badanych prébkach znajduje sie DNA przezuwaczy. Wyniki, w postaci wartosci

progowych amplifikacji, wzglednego odchylenia standardowego oraz okreslenia

wystepowania w prébce DNA przezuwaczy, zebrano w Tab. 1. llos¢ kopii dla cut-off

wynosita 14,77.

2. Metoda jest bardzo czuta; umozliwia identyfikacje przetworzonego materiatu w ilosci
<0,1%.

3. Metoda tajest w 100% specyficzna gatunkowo.

4. Metode przygotowano do akredytacji PCA.
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Tab. 1. Wynik badania prébek RM i RMW

Rodzaj prébki Nazwa probki Cr Wynik | Wniosek

RM bov 0,2% 21,793957 + DNA przezuwacza
RM bov 0,2% 1 21,80917 + DNA przezuwacza
RM bov 0,2% 1:10 24,877621 + DNA przezuwacza
RM bov 0,2% 1 1:10 24,124529 + DNA przezuwacza
RM ovis 0.2 25,460754 + DNA przezuwacza
RM ovis 0.2 1:10 28,006493 +

RM 17/7728 bov 21,879179 +

RM 7730 sus 35,977341 -

RM 7730 1:10 sus 38,337921 -

RM gall 100% 37,023163 -

RM gall 100% 1:10 38,580799 -

RM RM neg 37.12204 -

RM RM neg 1:10 37.826748 -

RMW 100% BOV MIESO 14,082058 + DNA przezuwacza
RMW 100% BOV MIESO 1:10 16,293495 + DNA przezuwacza
RMW 100% BOV MIESO 1:10 16,213453 + DNA przezuwacza
RMW PLAZMA B 34,536671 -

RMW PLAZMA B 1:10 35,81321 -

RMW PLAZMA DROB 33,928441 -

RMW PLAZMA DROB 1:10 36,678783 -

RM sus 0,2% 34,68 -

RM sus 0,2% rozc 34,37 -

RM bov 0,2% 21,78 + DNA przezuwacza
RM bov 0,2% rozc 24,69 + DNA przezuwacza
RM ovis 0,2% 21,01 + DNA przezuwacza
RM ovis 0,2% rozc 24,46 + DNA przezuwacza
RM sus 0,2% 36,27 -

RM sus 0,2% rozc 33,99 -

RM KN pasza 36,93 -

RM KN pasza rozc 33.96 -

RM KN pasza 1 35,65 -

RMW KP izol bov/ovis 0.1% 25,06 + DNA przezuwacza
RMW DNA przezuwaczy 22,25 + DNA przezuwacza
RMW migso bov 5ng DNA 13,179723 + DNA przezuwacza
RMW mieso bov 2,5ng DNA 13,958254 + DNA przezuwacza
RMW mieso ovis Sng DNA 13,491031 + DNA przezuwacza
RMW mieso ovis 2,5ng DNA 14,113948 + DNA przezuwacza
RM bov 0,2% 23,698225 + DNA przezuwacza
RM bov 0,02% 23,778664 + DNA przezuwacza
RM bov 0,002% 24,21492 + DNA przezuwacza
RM bov 0,0002% 26,133232 + DNA przezuwacza
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Zadanie 04-18-04-11
Wyznaczanie markeréw mtDNA charakterystycznych dla owadéw wykorzystywanych
jako zrédto biatka w zywieniu zwierzgt monogastrycznych
Kierownik zadania: dr Matgorzata Natonek-Wisniewska

Celem badan byto opracowanie czuteji specyficznej metody jakosciowego oznaczania su-
rowych i zliofilizowanych owadow.

Materiat i metody

a) Materiat doswiadczalny: mgczniki, Swierszcze, szarahcza, miesa bydlecego, wieprzowego,
kurzego, indyczego, ryby, cytryny, banana, muchy, ztotooka, pomidora, ziarna.
b) Uktad doswiadczenia.

1. Opracowanie metody identyfikacji DNA mqgcznikdw reakcje real-time PCR wykorzystujgca
startery specyficzne gatunkowo dla mgcznikdw oraz sonde Tamra.
2.  Walidacja metody.

Badania obejmowaty:

¢ wykonanie izolacji DNA zestawem Sherlock (A&A Biotechnology) wg zmodyfikowanej
metodyki,

e reakcje real-time PCR,

e okreslenie linii odciecia i wyznaczenie wartosci cft,

e ustalenie granicy wykrywalnosci czyli najmniejszej iloSci produktu reakcji mozliwej do
identyfikacji dang metodq,

e specyficznos¢ biologiczng czyli zgodnos¢ wyniku negatywnego z rzeczywistosciq,

e Czuto$C czyli zgodnose wyniku pozytywnego z rzeczywistosciq,

e wskaznik wynikéw fatszywie pozytywnych czyli udziat wynikdw fatszywie okreslonych jako
pozytywne,

e wskaznik wynikdw fatszywie negatywnych (dla granicy wykrywalnosci) czyli udziat wynikow
fatszywie negatywnych dla analizy ilosci produktu réwnej granicy wykrywalnosci.

Parametry te miaty wartosci liczbowe wyznaczone ze wzordw:

f. ..
specyficznosé S — TN 5 100%
T™N + FP
doktadnos$¢ metody D— TP +TN «100%
TP +TN + FP + FN
czutos¢ metody _ TP 100%
TP + FN
wskaznik wynikdw fatszywie pozytywnych FP
%FP = ——x100%
TN +FP
wskaznik wynikdw fatszywie negatywne %EN FN 1009
dla granicy wykrywalnosci 0 = 0
(diag y wykry ) TP - FN

gdzie TN oznacza ilo$¢ wynikdw prawdziwie negatywnych, TP — prawdziwie pozytywnych, FP — fatszywie
pozytywnych, FN — fatszywie negatywnych.
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Omowienie uzyskanych wynikéw badan w etapie sprawozdawczym

Tabele 1-3 przedstawiajg wyniki, ktére wskazujg na to, ze reakcje pozytywne uzyskano
jedynie dla DNA pochodzgcego od mgcznikdw. Dla pozostatych gatunkdw nie uzyskano
produktu reakcji (Tab. 11 2).

Rysunek 1. obrazuje Tab. 1 i przedstawia przyktadowy wykres amplifikacji. Na podstawie
otrzymanych wynikdw wyznaczono specyficznosé, doktadnoseé, czuto$é, wskaznik wynikdéw
pozytywnych.

Wyznaczone wielkosci przyjmowaty warto$¢: S=100%; D=100%; C=100%; %FP=0%; LOD=0,1%;
%FN=0%.

Wartosci Cr dla mgcznikdw sg zréznicowane, dla 100% prébki uzyskano wartosci od 25,90
do 38,95 (Tab. 3). Duzy zakres wynikdw powoduje, ze do oznaczanie ilosciowego nalezy
zastosowac krzywq standardowq ztozong z duzejilosci mgcznikdw, aby krzywa byta obarczona
jak najmniejszym btedem.

Whnioski
1. Metoda jest specyficzna biologicznie,
2. Metoda jest bardzo czuta; umozliwia identyfikacje przetworzonego materiatu w iloéci 0,1%.

Wykresy amplifikacji dla DNA mgcznikdw

Amplification Plot

0.194451

0.01

ARN

0.001

0.0001

0.00001

0.000001
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Tab. 1. Specyficznosé biologiczna

Probka Rodzaj prébki Cr C1 Mean
Woda NTC Undetermined
Woda NTC Undetermined
woda NTC Undetermined
1- swierszcz samica UNKNOWN Undetermined
2- swierszcz samiec UNKNOWN Undetermined
mqgcznik 1 UNKNOWN 31,507198 31,507198
mqgcznik 5 UNKNOWN 27.,989067 27,989067
mqgcznik é UNKNOWN 35,969166 35,969166
szarancza 1 UNKNOWN Undetermined
szarancza 2 UNKNOWN Undetermined
Cr1 - cykl w ktérym wystepuje przeciecie linii fresholdu z wykresem amplifikacii
CT1 Mean - Srednia warto$¢ przeciecia tresholdu z wykresem amplifikacji
NTC - negatywna kontrola amplifikaciji
Tab. 2. Specyficznosé biologiczna i granica wykrywalnosci
Probka Task Cr C1 Mean
Woda NTC Undetermined
Woda NTC Undetermined
woda NTC Undetermined
bov/sus UNKNOWN Undetermined
bov/sus UNKNOWN Undetermined
cyfryna/banan UNKNOWN Undetermined
cyfryna/banan UNKNOWN Undetermined
indyk/kura UNKNOWN Undetermined
indyk/kura UNKNOWN Undetermined
mucha/zotook UNKNOWN Undetermined
mucha/zotook UNKNOWN Undetermined
pomidor UNKNOWN Undetermined
pomidor UNKNOWN Undetermined
ryba UNKNOWN Undetermined
ryba UNKNOWN Undetermined
ziarno UNKNOWN Undetermined
ziarno UNKNOWN Undetermined
mqgcznik 25 ng UNKNOWN 31,38 31,46
mqgcznik 25 ng UNKNOWN 27,96 31,46
mqgcznik 25 ng UNKNOWN 35,05 31,46
mqgcznik 10 ng UNKNOWN 32,89 32,64
mqgcznik 10 ng UNKNOWN 29,21 32,64
mqgcznik 10 ng UNKNOWN 35,83 32,64
mqgcznik 1 ng UNKNOWN 38,76 35,95
mqgcznik 1 ng UNKNOWN 36,56 35,95
mqgcznik 1 ng UNKNOWN 32,52 35,95
mqgcznik 0.1 ng UNKNOWN Undetermined 39,48
mqgcznik 0.1 ng UNKNOWN 36,00 39.48
mqgcznik 0.1 ng UNKNOWN 42,96 39.48
mqgcznik 0.025 ng UNKNOWN 39.63 38.81
mqgcznik 0.025 ng UNKNOWN 37.99 38.81
mqgcznik 0.025 ng UNKNOWN Undetermined 38,81

Ct - cykl, w ktérym wystepuje przeciecie linii fresholdu z wykresem amplifikaciji
C1 Mean - srednia wartos$¢ przeciecia tresholdu z wykresem amplifikacji

NTC - negatywna kontrola amplifikacji
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Tab. 3. Zakres amplifikacji dla 100% préobek mqcznika

Target Name Task Cr Ct Mean CrSD Min Cr Max Cr

woda NTC Undetermined

woda NTC Undetermined

woda NTC Undetermined

mqgcznik UNKNOWN 26,15 32,48 3.79 25,90 38,95
mqgcznik UNKNOWN 33,29 32,48 3,79
mqgcznik UNKNOWN 36,24 32,48 3,79
mqgcznik UNKNOWN 38,71 32,48 3,79
mgcznik UNKNOWN 25,97 32,48 3,79
maqgcznik UNKNOWN 29,22 32,48 3,79
mqgcznik UNKNOWN 36,05 32,48 3,79
mqgcznik UNKNOWN 38,30 32,48 3,79
maqgcznik UNKNOWN 25,90 32,48 3,79
mgcznik UNKNOWN 29,13 32,48 3,79
mgcznik UNKNOWN 31,80 32,48 3,79
mqgcznik UNKNOWN 38,95 32,48 3,79
magcznik UNKNOWN 29,45 32,48 3,79
mqgcznik UNKNOWN 29,09 32,48 3,79
mqgcznik UNKNOWN 31,70 32,48 3,79
mqgcznik UNKNOWN 29,41 32,48 3,79
magcznik UNKNOWN 32,48 32,48 3,79
mqgcznik UNKNOWN 31,82 32,48 3,79
mqgcznik UNKNOWN 29,47 32,48 3,79
mqgcznik UNKNOWN 32,45 32,48 3,79
magcznik UNKNOWN 35,26 32,48 3,79
mqgcznik UNKNOWN 33,23 32,48 3,79
magcznik UNKNOWN 32,40 32,48 3,79
magcznik UNKNOWN 35,46 32,48 3,79
magcznik UNKNOWN 33,35 32,48 3,79
mqgcznik UNKNOWN 36,54 32,48 3.79
maqgcznik UNKNOWN 35,22 32,48 3.79

C1 - cykl, w ktérym wystepuje przeciecie linii fresholdu z wykresem amplifikaciji

CT1 Mean - $rednia warto$¢ przeciecia tresholdu z wykresem amplifikacii

Ct1 SD - odchylenie standardowe Ct

Min Cr (Max Crmin) maks. warto$¢ przeciecia linii tresholdu z wykresem amplifikacji
NTC - negatywna kontrola amplifikacji

Zadanie 04-18-05-11
Markery genetyczne przydatne w selekcji ukierunkowanej
na doskonalenie miesnosci gesi
Kierownik zadania: dr hab. Anna Kozubska-Sobocinska, prof. IZ PIB

Celem zadania jest identyfikacja polimorfizmdéw wybranych genéw (GH, GHR, IGF-I, MYODI1,
MYOG, MSTN, MEF2 i CAST) u gesi objetych programem ochrony zasobdw genetycznych oraz
okreslenie ich zwigzku z cechami uzytkowosci miesnej (wyrazonej: masq ciata, gtebokoscig
miesnia klatki piersiowej, dtugosciqg grzebienia mostka, dtugosciq przedramienia oraz tempem
przyrostu masy ciata w 8., 12. oraz 95. tygodniu zycia).
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Planowane efekty naukowe:

e poznanie fragmentdw sekwencji nukleotydowej wybranych gendw i okredlenie
przydatnosci zidentyfikowanych polimorfizmdédw SNP joko markeréw DNA w  selekciji
ukierunkowanej na doskonalenie miesnosci gesi.

e ocena zréznicowania genetycznego badanych ras gesi uwzgledniagjgca czesto$c
genotypodw i czestose alleli.

e zastosowanie opracowanych markeréw do charakterystyki genetycznej Gesi Biatych
Kotudzkich® - rasy bedqcej efektem selekcji w kierunku doskonalenia cech miesnych.

Planowane efekty praktyczne:

e identyfikacja osobnikdw pod kgtem najbardziej pozgdanych genotypdw w badanych loci.

e opracowanie markeréw genetycznych przydatnych w selekciji ukierunkowanej na cechy
miesnosci gesi.

e weryfikacja uniwersalnosci ustalonych markeréw w odniesieniu do gatunku, na podstawie
charakterystyki genetycznej Gesi Biatych Kotudzkich® (réd W33).

W okresie sprawozdawczym przedmiotem badan byto:

e zestawienie grup doswiadczalnych zgodnie z zatozeniami przewidzianymi w metodyce
zadania,

e przeprowadzenie pomiardw wybranych cech miesnosci gesi kieleckich (Ki) i Landes
(LsD-01) i Gesi Biatych Kotudzkich®,

e pobranie materiatu do badan molekularnych (pidéra — od gesi kieleckich (Ki), Landes
(LsD-01) i Gesi Biatych Kotudzkich®,

e opracowanie metod izolacji DNA i warunkéw reakcji PCR,

e sekwencjonowanie wybranych gendw.

W pierwszym etapie realizacji zadania, do badah wybrano dwie rasy: gesi kieleckie oraz
Landes — znacznie réznigce sie parametrami umiesnienia i masq ciata, o duzej zmiennosci we-
wnatrz rasowej tych cech oraz trzeciqg rase Gesi Biatych Kotudzkich® doskonalonych
w kierunku cech miesnosci. Zestawiono sze$¢ grup doswiadczalnych z rozrdznieniem uwzgled-
niajgcym czynnik ptci (Tab. 1).

Tab. 1. Zestawienie grup doswiadczalnych rocznych gesi z uwzglednieniem rasy i plci

Gesi kieleckie 129 98 31
Gesi Landes 142 92 50
Gesi Biatych

Kotudzkich® 130 70 40

Gesi utrzymywane w Stacji Zasobdw Genetycznych Drobiu Wodnego Instytutu Zootechniki PIB
w Dworzyskach poddawano kontroli dotyczgcej cech miesnosci, przeprowadzajgc nastepu-
jgce pomiary:

e masy ciata w 8. 12. tygodniu zycia,

e gtebokosci miesnia piersiowego w 12. tygodniu zycia (przy uzyciu zagtebnika igtowego),

e dtugosci grzebienia mostka w 12. tygodniu zycia,

e dtugoscilewego przedramienia w 12. tygodniu zycia.
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Kolekcjonowano takze materiat do badan laboratoryjnych (w postaci piér). Rozpoczeto
izolacje DNA, a takze zaprojektowano startery do reakcji PCR i sekwencjonowania fragmentdw
wybranych gendw.

W ramach badan polimorfizmu genu miostatyny (MSTN), skoncentrowanych na analizie
fragmentéw zawierajgcych eksony, otrzymane sekwencje poréwnano z sekwencjqg referen-
cyjng opublikowang w GenBanku Acc. NW_013185684. Analizy genu miostatyny wykazaty
w eksonie 3 polimorfizm (SNP) c.1231C->T, ktérego efektem jest wystepowanie dwdch alleli C
i T (Rys. 1). Polimorfizm ten znajduje sie poza regionem kodujgcym biatko. Ofrzymang sekwen-
cje eksonu 3 zdeponowano w GenBanku.
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Rys. 1. Chromatogram fragmentu genu MSTN- exon3 - polimorfizm ¢.1231C>T

Zadanie 04-18-08-21
Analiza réznicowa poziomu metylacji RNA oraz poziomu ekspresji
genow tkanek i linii komérkowych gatunku Equus caballus
Kierownik zadania: dr inz. Ewelina Semik-Gurgul

Celem realizacji zadania jest identyfikacja tkankowo-specyficznych wzordw ekspresji gendw
wybranych tkanek, wywodzgcych sie z dwdch listkéw zarodkowych pochodzenia endoder-
malnego (wgtroba i ptuca) oraz proby biologiczne dwdch tkanek mezenchymalnych, wywo-
dzgcych sie z mezodermy (miesieh poprzecznie prgzkowany serca oraz komorki chrzgstki szkli-
stej z powierzchni stawowych kohczyn). Analiza transkryptomu zostanie uzupetniona o analize
poziomu metylaciji RNA. Jako modyfikacja potranslacyjna, metylacja RNA odgrywa znaczgcq
role w regulacji poziomu ekspresji gendw, jako jeden ze stosunkowo niedawno odkrytych
i mato poznanych mechanizmdw epigenetycznych. Efektem przeprowadzonych prac bedzie
informacja o poziomie metylacji RNA oraz o réznicach w poziomie ekspresji wytypowanych
gendw, wykorzystana do typowania szlakéw molekularnych charakterystycznych dla fizjologii
badanych tkanek i komérek. Przeprowadzone prace bedq stanowi¢ uzupetnienie badah me-
tylacji DNA wybranych tkanek i linii komdrkowych konia domowego, wykonanych w ramach
zadania pt. ,,Charakterystyka metylomow tkanek i linii komorkowych gatunku Equus caballus.”
Potgczone wyniki analizy metylomu, transkryptomu oraz metylacji czgsteczki RNA bedqg stano-
wi¢ podstawe dla badan nad molekularnym podtozem patofiziologii tkanek u konia domo-
wego. Co wiecej, w przypadku zwierzgt hodowlanych bedqg dodatkowym zrédtem wiedzy dla
analiz genetycznych zmierzajgcych do wyjasnienia mechanizmdw ekspresji genomu i proce-
séw, w wyniku ktérych, ksztattowane sq dziedziczne cechy uzytkowe. W ramach proponowa-
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nego zagadnienia zostang wykorzystane najnowsze metody analiz epigenetycznych uwzgled-
niajgce technike sekwencjonowania nastepnej generaciji NGS (RNA-seq oraz 5-mC RNA Bisul-
fite-Seq). Jako pierwsi podjelismy rowniez prébe analizy zmian w poziomie metylacji RNA wy-
branych tkanek u gatunku Equus caballus.

Syntetyczne omoéwienie uzyskanych wynikéw badan

W ramach realizacji zadania pozyskano poubojowo tkanki miesnia sercowego, ptuc, wag-
troby oraz hodowle komérkowe chrzgstki stawowej od sze$ciu koni w typie zimnokrwistym. Ma-
teriat zabezpieczono poprzez natychmiastowe zamrozenie w ciektym azocie oraz konserwacije
z wykorzystaniem odczynnika RNA-later. Po ekwilibracji préb w RNA-later przez 24h
w temperaturze 4°C, préby zamrozono w -80°C. W wyniku zdarzenia losowego, w Laboratorium
Genomiki doszto do awarii zamrazarki niskotemperaturowej, a przechowywane préby ulegty
rozmrozeniu, co spowodowato degradacje RNA w pobranych tkankach. Podjete préby izolacii
wysokoczgsteczkowego RNA niezbednego do analiz franskryptomu i metylacji RNA zakohczyty
sie niepowodzeniem i wiekszo$¢ z otrzymanych izolatdw wykazata wskaznik integralno$ci RNA
— RIN na poziomie nizszym niz 5. Zdegradowane RNA nie moze by¢ wykorzystane w dalszych
etapach analiz, w zwigzku z czym zaplanowano kolejne pobranie préb. Najblizszy mozliwy ter-
min pozyskania tkanek przypada na styczen 2019, stgd tez wystgpity pewne opdznienia
w redlizacji zadania.

Zadanie 04-18-09-21
Wptyw suplementacji paszy witaming D na status zdrowotny oraz procesy biologiczne
zachodzqgce w tkankach mtodych i dojrzatych szczuréw (Rattus sp.)
Andadliza genomiczna z zastosowaniem NGS (Next Generation Sequencing)
Kierownik zadania: dr hab. Maria Oczkowicz, prof. IZ PIB

W biezgcym roku przeprowadzono doswiadczenie zywieniowe na szczurach mtodych. Dwa-
nascie osobnikdw (6 samic i 6 samcdw) przydzielonych zostato do trzech grup zywieniowych.
Iwierzeta otrzymywaty takg samg pasze réznigcg sie tylko zawartoscig witaminy D3 (grupa | —
brak witaminy D3, grupa Il - dawka standardowa, grupa lll - dawka wysoka). W trakcie trwania
do$wiadczenia monitorowane byty przyrosty zwierzgt oraz ich stan zdrowotny (Tab. 1). Nie
stwierdzono réznic we wzroscie pod wptywem suplementacji witaming D3. Istotne réznice od-
notowano jedynie w zaleznosci od ptci zwierzecia (Tab. 1). Po skonczonym doswiadczeniu,
zwierzeta zostaty poddane eutanazji w specjalnym urzgdzeniu przeznaczonym do humanitar-
nego uSmiercania zwierzgt laboratoryjnych zakupionym na potrzeby projektu. W trakcie sekciji
od zwierzgt pobrane zostaty tkanki i narzgdy do badah genomicznych /RNA-seq, miRNA-seq,
RRBS/ (watroba, miesien, ttuszcz, mdzg, serce, nerka, narzqdy rozrodcze, aorta, skéra; histolo-
gicznych (preparaty mikroskopowe w celu obserwacji zmian strukturalnych tkanek i narzgdow)
i fizyko-chemicznych (zawarto$¢ wapnia w narzgdach, zawartos¢ witaminy D3 w miesniu, tam-
liwos¢ kosci). Od wszystkich zwierzat pobrana zostata krew do badanh biochemicznych i hema-
tologicznych. Odnotowana zostata réwniez masa ciata i masa gtéwnych narzgddw. Uzyskane
wyniki sugerujg, ze suplementacja witaming D3 istotnie wptywa na mase serca (Tab. 1), jak
réwniez na parametr MCH (mean corpuscular hemoglobin, mean cell hemoglobin), ktéry ob-
licza sie dzielgc mase hemoglobiny w danej objetosci krwi przez liczbe krwinek
(MCH=Hgb/RBC).
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Najnowsze publikacje sugerujq zwigzek pomiedzy poziomem witaminy D3 a chorobami
serca i uktadu krwiono$nego oraz wskazujg na konieczno$¢ dalszych badahn w tym zakresie.
W dalszych badaniach planujemy powigzac te wyniki z poziomem ekspresji gendw odpowie-
dzialnych za procesy zachodzgce w uktadzie krwionosnym. Obecnie przeprowadzono izolacje
RNA z okoto 100 probek (Fig. 1) oraz utworzono biblioteki quant 3'mRNA z dla okoto 60 probek
(Fig. 2).

Fig. 2. Analiza utworzonych bibliotek qunat 3’ mRNa
na urzqdzeniv Tapestation 2200

Fig. 1. Andliza vzyskanego
RNA na urzgdzeniu

Tapestation 2200
B1 [S1 (1 a 31 Gl M1 A2 2 2 02 ° £2
g
I'l ——— e ——— —— —— s ———— —
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Tab. 1. Wskazniki wzrostowe

Przyrosty masy Wykorzystanie

Ds Q) Srednia dla (g/szt./d) (g/szt./d) (9/g przyrostu

(U/kg paszy) grupy (g) ' ) m.c.)
) ? ) ? 5) ? 5) ? 3 ?
0 414,9 227.9 196,84 | 84,07 | 2,072 | 0,885 | 22,97 | 18,18 | 11,10 | 20,52
1000 423,3 225,2 211,75 | 83,69 | 2,229 | 0,881 23,27 | 18,67 | 10,42 | 21,09
5000 4177 231,2 205,58 | 86,64 | 2,164 | 0912 | 2420 | 1889 | 11,22 | 20,71
Istotno$¢ efektdbw gtdéwnych iinterakcji

Poziom wit.
D3 (W): 321,42 140,45 1,479 20,58 15,81
0 315,94 147,72 1,555 20,97 15,76
1000 324,49 146,11 1,538 21,55 15,96
5000
SEM 9.239 2.739 0.048 1.216 0.318
Warto$¢ P 0.654 0.287 0.295 0.509 0.802
Pte¢ (P):
3 418,63 204,72 2,16 23,48 10,91
Q 228,10 84,80 0,89 18,58 20,77
SEM 6.188 4.824 0.035 0.620 0.309
Wartos¢ P <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Interakcja
WxP 0.944 0.392 0.291 0.905 0.129
Warto$¢ P
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Zadanie 04-18-11-11
Analiza proteomiczna relacji gospodarz-patogen v owiec zarazonych
nicieniami zotqgdkowo-jelitowymi
Kierownik zadania: dr hab. inz. Igor Zubrzycki

Celem zadania jest zidentyfikowanie markerow biatkowych w osoczu krwi, ktére towarzyszg
zmianom chorobowym wywotanym przez nicienie przewodu pokarmowego.

Prezentowane badania sg kombinacjg badan podstawowych i stosowanych.

Badania podstawowe umozliwiajg lepsze poznanie efiologii zmian chorobowych na
poziomie molekularnym, f1j. biatkowym oraz monitorowanie jej postepu i efektywnosci
stosowania srodkéw farmakologicznych.

Sktadowa stosowana ma na celu uzyskanie szybkiego narzedzia diagnostycznego
pozwalajgcego na zwiekszenie skutecznosci prewencji oraz redukcje kosztow leczenia.

Planowane efekty naukowe:

e poznanie zmian proteomu, ktdre towarzyszg procesowi zapalnemu w 0soczu krwi owiec
zarazonych nicieniami,

e dyferencjalna ocena proteomu w zaleznosci od stadium zarazenia nicieniami i podjetego
leczenia.

Planowane efekty praktyczne:

e wyizolowanie markerdw biatkowych umozliwiajgcych wczesne diagnozowanie stopnia
zarazenia chorobami pasozytniczymi,

e opracowanie nowych metod profilaktycznych i redukujgcych stopiehn parazytozy.

W okresie sprawozdawczym przedmiotem badan byto:

e zestawienie grup doswiadczalnych zgodnie z zatozeniami przewidzianymi w metodyce
zadania,

e ustalenie optymalnych metod eksperymentalnych,

e pobranie materiatu do analiz molekularnych i badah koproskopowych,

e przeprowadzenie wysokorozdzielczej elektroforezy dwuwymiarowe;.

W pierwszym etapie realizacji zadania kolekcjonowano materiat doswiadczalny do ba-
dan molekularnych i koproskopowych.

Proby katu pobrane od owiec zostaty zbadane metodq iloSciowg McMastera
z wirowaniem (Roepstorff i Nansen, 1998), uzupetniong o hodowle larw w tzw. koprokulturze
i oznaczenie rodzajéw nicieni na podstawie morfologii larw Il stadium (wykonane jednokrotnie
na materiale pobranym w lipcu 2018 r., wg van Wyk i wsp. 2004).

W badaniach koproskopowych wykryto inwazje kokcydidw z rodzaju Eimeria, tasiemcdw
Moniezia sp., nicieni zotgdkowo-jelitowych z rzedu Strongylida, oraz nicieni z rodzajoéw: Nema-
todirus, Capillaria i Strongyloides. W badanich larwoskopowych ustalono dominacje krwiopij-
nego gatunku nicienia tfrawiefnca Haemonchus contortus.

Poziom zarazenia obserwowanymi grupami pasozytdw byt rézny w poszczegdlnych mie-
sigcach badan (Tab. 1, Wyk. 1i2). Zarazenie kokcydiami (prég poziomu zarazenia 20 000 OPG
—wg Chartier i Paraud 2012), Nematodirus sp., Capillaria sp. oraz Sfrongyloides sp. utrzymywato
sie na niskim poziomie w catym okresie badan.

Poziom zarazenia nicieniami zotgdkowo-jelitowymi byt niski w czerwcu, natomiast
w pozostatych miesigcach stopniowo wzrastat, osiggajgc u wybranych sztuk owiec granice
Sredniej, wysokiej i bardzo wysokiejintensywnosci (Wyk. 3), mierzonych wedtug skal okreslonych
przez Hansena i Perry'ego (1994) oraz Besier i wsp. (2017) dla inwazji mieszanych
udziatem Haemonchus contortus [poziomy EPG: 20-200 — niski, 200-800 - $redni, 800-1500 — wy-
soki, pow. 3000 — bardzo wysoki (wywotujgcy kliniczny obraz hemonkozy)].
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Po przeprowadzonym odrobaczaniu (lipiec) srodkiem Valbazen (substancja czynna al-
bendazol) zmniejszaniu ulegta przede wszystkim ekstensywno$¢ zarazenia oraz nieznacznie in-
tensywnos¢ wydalania jaj nicieni. Moze to wskazywad na wystepowanie zjawiska lekooporno-
ci nicieni Strongylida (szczegdlnie H. contortus) w badanym stadzie (Coles i wsp. 2006) [sku-
teczno$¢ odrobaczania w teScie FECRT = 68,59%; prég lekoopornosci 85%). W wyniku tego za-
biegu wyeliminowano jednak inwazje tasiemcéw z rodzaju Moniezia.

Tab. 1. Poziom zarazenia owiec pasozytami w badaniach koproskopowych [E - ekstensywnosé zarazenia
wyrazona jako % prob pozytywnych; | - srednia intensywno$é wydalania oocyst/jaj pasozytéow (OPG -
oocyst/EPG - jaj wydalanych w jednym gramie katu) oraz zakres intensywnosci min.-max.]

. Kokcydia Nicienie zot.-jel. . S . Tasiemce
Mleé:sqocz/?gis)o Eimeria Z rzedu Nemt:fodlrus Cc:;;lllcmo Sfronggylo:des Moniezia
P Y sp. Strongylida P. P. P sp.
Czerwiec | E 60,00 60,00 7.50 2,50 0,00 0,00
| 101 52 20 20 -
(20-600) (20-220) - -
Lipiec E 97.44 94,87 2,56 10,26 513 2,56
| 252 585 20 20 20 -
(20-2440) (20-1820) - - -
Sierpien E 72,50 60,00 2,50 17.50 2,50 0,00
| 128 555 20 23 20 -
(20-760) (20-2540) - (20-40) -
Wrzesien E 51,43 62,86 0,00 0,00 2,86 0,00
| 92 865 - - 20 -
(20-600) (20-3760) -
100%
90%
80%
70%
60% -
50% - M Kokeydia
a0% - M Nicienie zot.-jel.
30% -
20% -
10% -
0% -~
czerwiec lipiec sierpient wrzesien

Wykr. 1. Ekstensywno$é zarazenia owiec kokcydiami z rodzaju Eimeria oraz nicieniami
zotqgdkowo-jelitowymi z rzedu Strongylida w poszczegdinych miesigcach
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czerwiec lipiec sierpien wrzesien

Wykr. 2. Dynamika sredniej intensywnosci wydalania oocyst kokcydiéow (OPG) oraz jaj nicieni
zolqdkowo-jelitowych (EPG)

M niska M3drednia ®wysoka Mbardzowysoka M niezarazone

czerwiec lipiec sierpien wrzesien

Wykr. 3. Ocena intensywnosci inwazji nicieni zolgdkowo-jelitowych u owiec w poszczegdinych
miesigcach

W pierwszym etapie redlizacji zadania kolekcjonowano materiat do badan molekularnych
oraz jakosciowo-ilosciowych badan koproskopowych.

W ramach analizy koproskopowej okreslono poziom zarazenia owiec poszczegdlnymi
grupami pasozytdw w okresie od czerwca do wrzednia, ekstensywno$é zarazenia owiec
kokcydiami z rodzaju Eimeria oraz nicieniami zotgdkowo-jelitowymi z rzedu Strongylida
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w poszczegdlnych miesigcach oraz dynamike Sredniej intensywnosci wydalania oocyst
kokcydidw (OPG) i jaj nicieni zotgdkowo-jelitowych (EPG). Oceniono takze intensywno$c¢
inwazji nicieni zotgdkowo-jelitowych u owiec w poszczegdlinych miesigcach, stwierdzajgc (po
przeprowadzonym odrobaczeniu) stopniowy wzrost zarazenia oz do bardzo wysokigj
infensywnosci, co sugeruje wystgpienie zjawiska lekoopornosci nicieni Strongylida (szczegdinie
H. contortus) w badanym stadzie.

Zadanie 04-18-12-11
Analiza proteomiczna relacji gospodarz-patogen v bydta chorego na mastitis
Kierownik zadania: dr hab. inz. Igor Z. Zubrzycki

Badania miaty na celu identyfikacje biomarkerdow definiujgcych subkliniczne i kliniczne stany
zapalne, co pozwoli na petniejsze zrozumienie reakcji patogenu w Srodowisku gospodarza
podczas klinicznych infekcji wywotanych przez choroby pasozytnicze.

Przedmiotem zadania jest zidentyfikowanie markerdw biatkowych w osoczu krwi
zwierzgt, ktére towarzyszg zmianom chorobowym wywotanym przez nicienie przewodu
pokarmowego.

Prezentowane badania sg kompilacjg badanh podstawowych i aplikacyjnych. Badania
podstawowe umozliwiq lepsze poznanie etiologii zmian chorobowych na poziomie
molekularnym tj. biatkowym oraz monitorowanie jej postepu i efektywnosci terapii lekowe;.
Badania aplikacyjne pozwolg na uzyskanie szybkiego narzedzia diagnostycznego
zwiekszajgcego skutecznosé prewencji oraz ograniczenie kosztdw leczenia.

Planowane efekty naukowe:

e annotacja genomu pasozytdw zwierzgt gospodarskich,

e poznanie podstawowego proteomu pasozytow,

e poznanie zmian proteomu, ktére towarzyszg procesowi zapalnemu w 0soczu krwi,

e dyferencjalna ocena proteomu w zaleznosci od stadium choroby i podjetego leczenia.

Planowane efekty praktyczne:

e annotacja genomu pasozytéw i przewidywanie spekirum biatkowego,

e wyizolowanie markerdw biatkowych pozwalajgcych na  wczesne  subkliniczne
diagnozowanie choroby.

Zakres poczgtkowych badah obejmowat: zestawienie grup doswiadczalnych zgodnie
z zatozeniami przewidzionymi w metodyce zadania, pobranie materiatu do badan
koproskopowych i analiz molekularnych  oraz  ustalenie  optymalnych  metod
eksperymentalnych.

W pierwszym etapie realizacji zadania pobrano materiat doswiadczalny od owiec
zarazonych nicieniami (probki krwi do analiz molekularnych i prébki katu do badan
koproskopowych).

Rozpoczeto procedure ekstrakcji gatunkowo-specyficznych prébek tkanek nicienia
(Haemonchus contortus) dominujgcego w materiale koproskopowym (co zostato ustalone na
podstawie jakosciowej i iloSciowej oceny parazytologicznej) — (Wykr. 1).
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®niska ®™srednia ™ wysoka = bardzo wysoka ' niezarazone
2.
16 11 16
1 11
5 3
6
czerwiec lipiec sierpien wrzesien

Wykr. 1. Ocena intensywnosé inwazji nicieni zotgdkowo-jelitowych u owiec w poszczegdlnych
miesigcach

Przygotowane lizaty tkankowe bedg wykorzystane do wyizolowania DNA pasozyta
w celu weryfikacji gatunkowej na podstawie analiz molekularnych (z uzyciem odpowiednio
zaprojektowanych par pimeréw dla gatunkdw z grupy wegorkdw trichostrongyloidalnych,
a w szczegodlnosci dla gatunku H. contortus).

W ramach omawianego etapu badanh skolekcjonowano materiat doswiadczalny od
owiec zarazonych nicieniami, niezbedny do badan koproskopowych i analiz molekularnych
przewidzianych w harmonogramie omawianego zadania. Umozliwito fo rozpoczecie
procedury ekstrakcji gatunkowo-specyficznych prébek tkanek nicienia (Hameonchus
Contortus) dominujgcego w materiale koproskopowym, w celu wyizolowania DNA pasozyta
do weryfikacji gatunkowej na podstawie analiz molekularnych, a takze sekwencjonowania
genomu.

Poznanie genomu i proteomu nicieni oraz proceséw zapalnych towarzyszgcych
chorobie pasozytniczej pozwoli na zrozumienie etiologii i postepu choroby oraz okreslenie
markeréw przydatnych do wczesnego wykrywania choroby i monitorowania jej postepu.

Zaktad Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwaciji

Kierownik: dr hab. Jolanta Opiela, prof. IZ PIB

Zadanie 01-19-01-21
Liofilizacja jako metoda dtugotrwatej konserwacji nasienia knura
Kierownik zadania: dr hab. Jolanta Opiela, prof. IZ PIB

Celem badan jest wykorzystanie liofilizacji do opracowania innowacyjnej metody konserwaciji
nasienia knura.

W etapie sprawozdawczym prowadzono badania dotyczgce: 1. stanu chromatyny
plemnikowej oraz integralnosci bton plemnikéw nasienia liofilizowanego w réznych rozrzedzal-
nikach (TRIS, HEPES-PVA i glukozowo-zottkowym), przechowywanego w rdéznym czasie i rozne;j
temperaturze; 2. stanu chromatyny plemnikowej nasienia liofilizowanego w rozrzedzalniku TRIS
z dodatkiem antyoksydantdw, takich jak: witamina E oraz resweratrol lub bez antyoksydantow,
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przechowywanego w réznym czasie i réznej temperaturze oraz 3. wykonano prébne doswiad-
czenia z aktywacjg oocytdw po zaptodnieniu metodq ICSI. ICSI liofilizowanym plemnikiem be-
dzie wykonywane w trzecim roku realizacji zadania.

L trzech testowanych rozrzedzalnikdw najbardziej optymalnym do liofilizacji nasienia
knura okazat sie rozrzedzalnik TRIS ze wzgledu na wysoki odsetek ruchliwych plemnikéw po roz-
mrozeniu. Po rehydratacji nie obserwowano ruchliwosci liofilizowanych plemnikdw knura prze-
chowywanych w réznym czasie i réznej temperaturze i w 3 testowanych rozrzedzalnikach.
Wykazano bardzo wysoki stopieh uszkodzenh bton komdrkowych wynoszgcy Srednio 96,8%, nie-
zaleznie od czasu, temperatury i zastosowanych rozrzedzalnikdw do przechowywania liofiliza-
tow.

Stwierdzono brak istotnych réznic statystycznych w stopniu uszkodzenia chromatyny
w plemnikach liofilizowanych, przechowywanych w temperaturze +4, -20 i -80°C niezaleznie
od czasu ich przechowywania dla wszystkich analizowanych rozrzedzalnikéw.

Wykazano réznice statystycznie istotne (P<0.05) w uszkodzeniach chromatyny plemnikodw
liofilizowanych w rozrzedzalniku TRIS, przechowywanych przez okres 90 dni w temperaturze
+20°C w poréwnaniu do przechowywanych w pozostatych temperaturach (+4, -20i-80°C), jak
réwniez wykazano statystycznie istotne réznice miedzy pozostatymi rozrzedzalnikami, réwniez
w temp. +20°C. Ponadto wykazano statystycznie istotne réznice (P<0,05) w uszkodzeniach
chromatyny plemnikdw liofilizowanych w rozrzedzalniku TRIS, przechowywanych przez okres
30 dni w temperaturze +20°C w porédwnaniu do przechowywanych w TL-HEPES-PVA.

W ramach przygotowania do przysztorocznych doswiadczeh wykonano prébne do-
Swiadczenia z aktywacjg oocytdéw po zaptodnieniu metodq ICSI. Uzyskane wyniki sq obiecu-
jace. Odnotowano wzrost liczby zarodkdw rozwijajgcych sie do stadium blastocysty po zasto-
sowaniu aktywaciji.

Fot. 1. Liofilizator Fot. 2. Pracownik Zaktadu mgr Iwona Rajska
w trakcie wykonywania procedury ICSI (ang.
IntfraCytoplasmic Sperm Injection)

Zadanie 01-19-02-11
Zastosowanie hydrofilowych i hydrofobowych przeciwutleniaczy w kriokonserwacji
nasienia knura
Kierownik zadania: dr Monika Trzcinska

Celem zadania byto okrellenie wptywu dodatku przeciwutleniaczy do rozcienczalnika
mrozeniowego na jako$¢ nasienia knura. Ponadto zastosowanie markerdw apoptotycznych
i chemiluminescencyjnych do oceny nasienia pozwolito na okreélenie jego wartosci
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biologicznej oraz wyznaczenie nowych kryteriéw selekcji knuréw do kriokonserwaciji. W celu
okreslenia zdolnosci zaptadniajgcej kriokonserwowanego nasienia przeprowadzono proby
biologiczne polegajgce na inseminaciji loszek w ZD IZ PIB Zerniki Wielkie sp. z 0.0.

Zatozenia metodyczne:

1. Ocena kriokonserwowanego nasienia knura przy zastosowaniu markeréw apoptycznych
i chemiluminescencyjnych.
2. Ocena in vivo kriokonserwowanego nasienia knura.

Syntetyczny opis wynikdw zadania.

W ramach redlizacji prac w 2018 roku przeprowadzono kriokonserwacje nasienia
15 knurdw w rozciehczalniku zéttkowo-laktozowo-glicerolowyn z dodatkiem 2 mM
butylowanego hydroksytoluenu (BHT) lub 2 mM resweratrolu. Wyboru antyoksydantéw i ich
stezen dokonano na podstawie wynikdw uzyskanych podczas realizacji zadania w 2017 roku.
Badaniami objeto nasienie pochodzgce ze Stacji Eksploataciji Knurdw i Pasieki Zarodowej
w Czerminie (Oddziat MCB Krasne sp. z 0.0.). Od kazdego knura do badah przeznaczono od
3 do 5 ejakulatéw. Nasienie po pobraniu (frakcja gesta) transportowano do Zaktadu
Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwaciji Instytutu Zootechniki PIB. Ocene ruchliwosci oraz
koncentracji przeprowadzono przy zastosowaniu systemu CASA. Kazdy z ejakulatéw zostat
zamrozony wedtug metody wtasnej (patent nr 228192). Rozciehczone i schtodzone nasienie
o koncentracji plemnikoéw 250x106 konfekcjonowano w stomkach IMV o objetosci 0,5 ml,
zamrazano w parach ciektego azotu (femperatura ok. -120°C, a nastepnie przenoszono do
kontenera z ciektym azotem (temperatura ok. -197°C).

Nasienie $wieze i po procedurze kriokonserwacji oceniano na podstawie ruchliwosci
markeréw apoptotycznych analizowanych przy uzyciu cytometrii przeptywowej i/lub
mikroskopii fluorescencyjnej oraz chemiluminescencyjnego pomiaru uszkodzeh oksydacyjnych
plemnikdw. Nasienie $wieze oceniano po 2,5 godzinach od pobrania, po wczesniejszym
rozrzedzeniu w stosunku 1:1 w rozcienczalnika Biosolwens Plus. Ocene jakosci kriokon-
serwowanego nasienia przeprowadzono po rozmrozeniu stomek w taini wodnej
w temperaturze 37°C i po 10-15 minutowej inkubacii w rozcienczalniku.

Zastosowano nastepujgce metody oceny:

a) komputerowo wspomagana analiza nasienia z wykorzystaniem analizatora S.C.A,

b) ocena zmian w przepuszczalnosci btony komdrkowej plemnikéw przy zastosowaniu
fluorochromu YO-PRO-1,

c) wykrywanie translokacii fosfatydyloseryny na powierzchni btony komaorkowej plemnikéw
i aktywnosci kaspazy-3,

d) ocena fragmentacji DNA plemnikdéw przy uzyciu metody TUNEL,

e) ocena mitochondrialnego potencjatu fransbtonowego przy zastosowaniu barwnika
fluorescencyjnego JC-1,

f)  badanie uszkodzenh oksydacyjnych plemnikdw metodg chemiluminescencyjng.

Na podstawie uzyskanych wynikéw oceny jakosci nasienia knuréw przed i po procedurze
kriokonserwaciji ustalono nowe kryteria selekcji knurdw do procedury kriokonserwacii
zapewniajgce wysokq jakos$¢ po rozmrozeniu.

Nasienie $wieze powinno spetniac ponizsze kryteria:
» Sredni odsetek plemnikéw apoptotycznych na poziomie <10%,
e $redni odsetek plemnikéw z wysokim transbtonowym potencjatem mitochondrialnym na
poziomie 270%.
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Nasienie po rozmrozeniu powinno charakteryzowac sie wysokq krioopornoscig na
poziomie co najmniej 70% (catkowita ruchliwo$¢ plemnikdw po rozmrozeniu/catkowita
ruchliwos¢ plemnikdw w nasieniu $wiezym x100%).

Sposréd zamrozonych ejakulatéw pochodzgcych od 15 knurdw réznych ras, nasienie 11
knuréw spetniato w/w kryteria selekcyjne. Nasienie pochodzgce od 6 knuréw wykazujgcych
najwyzszg kriooporno$¢ po rozmrozeniu przeznaczone zostato do  wykonania préb
biologicznych. W 2018 roku 20 synchronizowanych loszek przeznaczono do inseminacii
chirurgicznej oraz 21 loszek do inseminacji standardowej mrozonym nasieniem.

Uzyskane wyniki oceny jakosci nasienia wytypowanego do inseminaciji loszek
przedstawiono w Tab. 1. Dane dotyczgce skutecznosci inseminacii loszek kriokonserwowanym
nasieniem przedstawiono w Tab. 2.

Tab. 1. Ocena kriokonserwowanego nasienia knuréw przeznaczonego do inseminacji loszek

Dual .
Ruchliwose  TOPRO-1/PI Apoptosis JC-1 Uszkodzenia
lemnikéw Assay Kit TUNEL oksydacyjne
Nrknura  Modyfikacja P 4 plemnikéw
/liczba rozcienczal- T
ejakulatd nika iki iki
Jaku w | ruch plemniki plgmnlkl Zwysokim  TUNEL*
postepowy apopto- zywe AV (%) (%) Peak max
(%) tyczne (%) (%) L &
/3 LEYG+BHT 79.7£1,5 6,242,5 70,0£3,6 77,0£2,6 1,3+0,6 0,05+0,03¢
LEYG+ R 75,712 7.8+2,8 71,3+2,1 73,3x1,5 2,0£1,0 7,3x0,90
/4 LEYG+BHT 78,524 6,910,5 74,5+2,1 76,012,9 2,2+1,2 0,06+0,02¢
LEYG+ R 73,2+2,7 8,0+0,9 71,5%2,4 70,7+2,5 2,5t1,0 5,7+0,8P
/3 LEYG+BHT 80,712,1 5,7+1,5 76,3t1,5 77.3+3,0 2,3t1,5 0,03+0,02¢
/4 LEYG+BHT 80,0£1,8 5,8+1,0 74,7£3,6 76,2£2,7 1,7£0,5 0,05+0,03¢
LEYG+ R 75,5+1,3 7,2+0,9 70,7+0,9 72,212,2 1,240,5 8,310,4p
V/5 LEYG+BHT 79213 6,3+1,0 74,41,5 76,2+3,3 2,4%1,1 0,0440,03¢
VI/3 LEYG+BHT 74,715 6,4+1,4 70,7+3,8 70,7+2,5 1,310,6 0,05+0,02¢

a, b p<0,05, test t-Studenta

Wyjadnienie skrotdw: AYm — transbtonowy potencjat mitochondrialny, TUNEL* — plemniki wykazujgce
fragmentacje DNA, Peak max — maksymalne natezenie luminescencii w frakcie pomiaru, LEYG + BHT —
rozciehczalnik zottkowo-laktozowo-glicerolowy z dodatkiem 2 mM butylowanego hydroksytoluenu,
LEYG+ R - rozcienczalnik zottkowo-laktozowo-glicerolowy z dodatkiem 2 mM resweratrolu.

Tab. 2. Wyniki inseminaciji loszek kriokonserwowanym nasieniem knuréw

Rozciehczalnik mrozeniowy LEYG+BHT

Numer knura Knur Il Knur IV

Rodzaj inseminacii chirurgiczna = standardowa | chirurgiczna standardowa
Liczba inseminowanych loszek 10 1 10 10
Liczba ciezarnych loch w 25. dniu

po inseminacji — skutecznos¢ 8/10(80.0) 8/11 (73,0) 7/10 (70,0) 10/10 (100)
inseminacii (%)

Wskaznik wyproszen (%) 6/8 (75,0) * 6/7 (86,0) *

Liczba zywych prosigt w miocie

(Srednia liczba prosigt/loszka) <2 (11052 =3 (112

* brak danych z Zaktadu Doéwiadczalnego IZ PIB Zerniki Wielkie sp. z 0.0.

183



Dziatalnosé naukowo-badawcza realizowana w Zaktadach Naukowych

Podsumowanie potwierdzajgce osiggniecie zatozonego celu zadania

Okreslono wptyw dodatku przeciwutleniaczy do rozciehczalnika mrozeniowego na
jako$¢ nasienia knura. Zastosowano markery apoptotyczne i chemiluminescencyjne do oceny
nasienia co pozwolito na okredlenie jego wartosci biologiczne] oraz wyznaczenie nowych
kryteriow selekcji knuréw do kriokonserwaciji. Przeprowadzono préby biologiczne w celu
kredlenia zdolnosci zaptadniajgcych kriokonserwowanego nasienia knura.

Zadanie 01-19-03-22
Zbadanie mozliwosci wykorzystania pierwotnych komérek ptciowych
kaczki do modyfikacji genomu kaczek z wykorzystaniem CRISPR/Cas9
Kierownik zadania: dr hab. Mirostaw Lisowski

Celem badanh jest wykorzystanie CRISP/Cas? do dezaktywacji (nokautu) genu miostatyny
u kaczek, a w 2018 roku byto opracowanie metody izolacji pierwotnych komdrek ptciowych
z krwi 2,5-3-dniowych zarodkéw (stadia 13-17 Hamburger'a i Hamilton'a) oraz utworzenie
konstrukcji modyfikujgcej w technologii CRISPR/Cas? w celu uzyskania kaczek z wytgczong
aktywnoscig genu miostatyny (MSTN).

Jednym z podstawowych problemdéw w produkcji ptakdéw transgenicznych jest
pozyskanie i wykorzystanie wektoréw. Mogg nimi by¢ pierwotne komorki ptciowe (ang.
primordial germ cells - PGCs), ktére sg jedynymi komorkami zdolnymi do przekazywania
informaciji zapisanej w materiale genetycznym ,,z pokolenia na pokolenie”. PGCs mogq by¢
izolowane, hodowane in vitro i genetycznie modyfikowane z zachowaniem potencjatu
tworzenia linii ptciowych. Wykazano, ze PGCs mogq by¢ przenoszone z jednego zarodka do
drugiego i tworzy¢ funkcjonalne komorki ptciowe w zarodku biorcy. Biorgc pod uwage
powyzsze, wyizolowano za pomocq szklanej mikropipety pierwotne komoérki ptciowe
z krwiobiegu zarodkéw dawcdw, a nastepnie wprowadzono je do krwiobiegu zarodkéw
biorcow. Wadg metody izolacji PGCs z krwi zarodkowej jest frudnos¢ wykonania zabiegu oraz
bardzo mata liczba uzyskanych PGCs, co znacznie ogranicza zastosowanie tej metody izolacji.
Z uwagi na te ograniczenia, bardziej celowym wydaje sie wykorzystanie metody izolacji PGCs
z gonad 5-7-dniowych zarodkdéw kaczych.

W celu uzyskania kaczek z wytqgczong aktywnosciq genu miostatyny (MSTN) zastosowano
technologie CRISPR/Cas?. Pierwszym etapem tworzenia konstrukcji modyfikujgcej w tym
systemie byta analiza bioinformatyczna, umozliwiajgca wytypowanie najlepszych miejsc
docelowych w obrebie genu MSIN kaczki. Do tego wykorzystano baze danych:
http://crispr.mit.edu/ oraz baza dostepna na platformie: https://benchling.com/. Tak
wskazane miejsca postuzyty do wytypowania komplementarnych gRNA — oligonukleotyddéw
o dtugosci 20 nt, ktére po potgczeniu sie z biatkiem Cas? umozliwiajg hydrolize DNA
w zaprojektowanych w ten sposdéb miejscach w obrebie docelowego genu. Oligonukleotydy
zostaty zamdwione w Pracowni Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotyddw IBB PAN.
Nastepnie przeprowadzona zostata hybrydyzacja zaprojektowanych gRNA i ich wklonowanie
do konstrukcji genetycznych systemu CRISPR/Cas? trzeciej generacji (pX459 #Addgene).
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Zadanie 01-19-04-21
Lastosowanie nukleofekcji do uzyskania potencjalnie transgenicznych mezenchymalnych
komérek macierzystych oraz potencjalnie fransgenicznych zarodkéw,
ptoddw i/lub potomstwa klonalnego u §win
Kierownik zadania: dr hab. Marcin Samiec, prof. IZ PIB

Celem zadania jest weryfikacja zywotnoscii potencjatu proliferacyjnego in vitro szpikopochod-
nych mezenchymalnych komérek macierzystych (BM-MSCs) w celu okreslenia ich pdzniejszej
przydatnosci do zabiegdw transformaciji genetycznej metodq nukleofekcji. Okreslenie kompe-
tencji jgder komorek BM-MSCs do pokierowania rozwojem in vivo nietransgenicznych zarod-
kéw $wini uzyskiwanych w wyniku klonowania somatycznego.

Zatozenia metodyczne i syntetyczny opis wynikéw

W pierwszym etapie realizacji niniejszego zadania badawczego wyprowadzono ho-
dowle pierwotne i linie klonalne mezenchymalnych komdrek macierzystych (BM-MSCs), wyizo-
lowanych ze szpiku kostnego czerwonego, ktéry pobrano z jamy szpikowej talerza kosci bio-
drowej trzech 3-miesiecznych loszek. Konfluentne hodowle pierwotne lub linie klonalne komo-
rek BM-MSCs byty zamrazone lub pasazowane w celu dalszego namnozenia (podwojenia lub
zwielokrotnienia) danej subpopulaciji kombrkowej w warunkach ex vivo. Uzyskane subpopula-
cje komdrkowe byty wysiewane w naczyhkach hodowlanych, wypetnionych podstawowq po-
zywkqg Eagle’a w modyfikacji Dulbecco (DMEM). Pozywka ta byta wzbogacona dodatkiem
10% surowicy ptodéw bydlecych (FBS), 5 ng/mL rekombinowanego zasadowego czynnika
wzrostu fibroblastéw cztowieka (rh-bFGF), 2 mM mieszaniny aminokwasdw endogennych
(NEAA), 2 mM L-glutaminy, 0,36 mM pirogronianu sodu oraz 1% mieszaniny antybiotykdw i my-
kostatykdw (AAS). Przed wykorzystaniem jako zrodta dawcdw jader w procedurze klonowania,
rozmrozone subpopulacje komdrek BM-MSCs poddawano zahamowaniu kontaktowemu po-
dziatdéw mitotycznych po osiggnieciu stanu petnej konfluenciji. W wyniku pokrycia gestq, poje-
dynczg warstwqg catej dostepnej powierzchni dna butelki hodowlanej, przylegajgce Scisle za-
réwno do siebie, jak i do substratu komodrki BM-MSCs podlegaty inhibicji kontaktowej migracii
i proliferacyjnego wzrostu przez 24-48 godziny. W tych warunkach cykl mitotyczny komaorek BM-
MSCs byt sztucznie synchronizowany w fazach G1/G0. Do klonowania somatycznego byty
uzyte komorki pochodzgce z hodowli pierwotnych lub z wczesnych linii klonalnych (po 1 pa-
sazu). W kolejnych miesigcach realizacji zadania badawczego bedqg przeprowadzone zabiegi
nukleofekcji w celu transformaciji genetycznej komdrek BM-MSCs. Ponadto, oceniana bedzie
efektywnos$é nukleofekcji modulowanych i niemodulowanych epigenetycznie komdrek BM-
MSCs, stopien ekspresji reporterowego biatka eGFP w transfekowanych komdrkach BM-MSCs
oraz weryfikowana bedzie efektywnos¢ uzyskiwania potencijalnie transgenicznych zarodkdéw
klonalnych $wini. Rezerwy genetyczne utworzone w postaci hodowli pierwotnych i linii (szcze-
pow) komdrek BM-MSCs zostaty zabezpieczone poprzez ich kriokonserwacie.

Zrédtem oocytdw byty jajniki loszek i loch uzyskiwane w lokalnej rzezni. Niedojrzate oocyty
Swini byty pozyskiwane metodq aspiracji z antralnych pecherzykdéw jajnikowych o srednicy 2-6
mm. Wyselekcjonowane do dojrzewania mejotycznego in vitro (IVM) oocyty w stadium peche-
rzyka zarodkowego byty hodowane w grupach liczgcych 50-60 sztuk, w 500 uL pozywki TCM
199 uzupetnionej 10% surowicy ptoddw bydlecych (FBS), 10% ptynu wyizolowanego z antral-
nych pecherzykdw jajnikowych $wini (pFF), mieszaning aminokwasdéw egzogennych i endo-
gennych (2% EAA oraz 1% NEAA), a takze 62,5 ng/mL rekombinowanego zasadowego czyn-
nika wzrostu fibroblastéw cztowieka (rh-bFGF), 30 ng/mL rekombinowanego epidermalnego
czynnika wzrostowego cztowieka (rhEGF), 1 mM/L cyklicznego dibutyryloadenozynomonofos-
foranu (dwumaslan cAMP; db-cAMP), 0,2 IU/mL ludzkiej gonadotropiny menopauzalnej (hMG)
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oraz 10 mlU/mL hormonu folikulotropowego $wini (pFSH). Po okoto 20-21 godzinach, oocyty
byty przenoszone do tej samej pozywki hodowlanej, lecz pozbawionej db-cAMP oraz hMG
i pFSH. W tych warunkach fizykochemicznych oocyty byty hodowane in vitro przez kolejne 22-
23 godziny, az do czasu osiggniecia dojrzatosci jgdrowej i cytoplazmatycznej w stadium meta-
fazy ll. podziatu mejotycznego. Dojrzate in vitro oocyty, z wyraznie wyodrebnionymi ciatkami
kierunkowymi |. rzedu i jednolicie granulowanqg cytoplazmg, nie wykazujgcg zmian nekrotycz-
nych lub apoptotycznych, stanowity zrédto biorcédw dla jgder komdrek BM-MSCs w klonowaniu
somatycznym Swin. Ogdtem, do zabiegu klonowania wyselekcjonowano 312 (94.3%) dojrzo-
tychin vitro oocytéw sposrdd 331 oocytdw zakwalifikowanych do IVM.

Uwolnione z komérek wzgdrka jajono$nego oocyty byty enukleowane przy zastosowaniu
metody mikrochirurgicznej, wspomaganej chemicznie (z uzyciem demekolcyny, a nastepnie
cytochalazyny B). Enukleowane oocyty $wini byty rekonstruowane z jgder komdrkowych me-
zenchymalnych komadrek macierzystych, uprzednio podlegajgcych inhibicji kontaktowej ich
aktywnosci proliferacyjnej. Do sztucznej aktywacji rekonstytuowanych oocytéw byt zastoso-
wany protokdt jednoczesnej fuzji i aktywacii elekirycznej (F/A). W protokole tym, impulsy prgdu
statego, ktdre indukowaty fuzje komplekséw ooplast-komdrka somatyczna, byty rownoczesnie
bodZcami inicjujgcymi aktywacje rekonstytuowanych oocytéw. Elektroporacja bton plazma-
tycznych enukleowanych oocytéw oraz komdrek MSC byta przeprowadzana w izotonicznym
roztworze dielekiryku o podwyzszonym do 1 mM/L stezeniu jondw Ca?*, z uzyciem dwdch ge-
nerowanych bezposrednio po sobie impulséw prgdu statego o natezeniu pola elektrostatycz-
nego 120 V/mm i czasie tfrwania 60 us kazdy. Uzyskane w wyniku F/A cybrydy klonalne byty
inkubowane przez 2-3 godziny w pozywce NCSU-23 uzupetnionej 5 ug/mL cytochalazyny B,
0.8% albuminy surowicy bydlecej (frakcja V; BSA-V) oraz mieszaning aminokwasdw egzogen-
nych i endogennych (2% EAA oraz 1% NEAA). Bezposrednio po inkubacji w obecnosci cyto-
chalazyny B, zarodki klonalne w stadium 1-blastomerowym byty transferowane chirurgicznie
do drég rozrodczych (jajowoddw) zsynchronizowanych hormonalnie loch biorczyh. Do jajowo-
ddéw 4 samic-biorczyn transferowano tqcznie 296 (94.9%) efektywnie zrekonstruowanych zarod-
kéw klonalnych sposrdéd 312 dojrzatych in vitro oocytdéw poddanych enukleacii, rekonstrukcii
z jgder komorek BM-MSCs, sztucznej aktywacji, a nastepnie dziataniu cytochalazyny B. Srednia
liczba zarodkdw przeniesionych do jednej biorczyni wynosita 74. W okoto 30-35-tym dniu po
transferze zarodkdéw klonalnych bedq przeprowadzane badania ultrasonograficzne (USG)
loch-biorczyn w celu potwierdzenia lub wykluczenia cigzy. U ciezarnych loch-biorczyh badania
USG bedqg powtarzane w odstepach 15-dniowych w celu weryfikacji tempa rozwoju
ptodu/ptoddw klonalnych lub oceny stopnia resorpciji pecherzy ptodowych.

Podsumowanie i wnioski:

1. Wyprowadzone hodowle pierwotne i wczesne linie klonalne komdrek BM-MSCs
charakteryzowaty sie wysokg zdolnoscig adhezji do polistyrenowych substratéw i wysokg
aktywnoscig proliferacyjng (uwarunkowang szybkg kinetykg podziatéw mitotycznych
i szybkim tempem osiggania catkowitej konfluencii), a takze wysokqg jakoscig morfologiczng
oraz przezywalnoscig komodrek w nastepstwie mrozenia/rozmrazania i w warunkach
zahamowania kontaktowego ich podziatéw mitotycznych po osiggnieciu stanu petnej
konfluenciji. Wszystkie te cechy determinujg a priori relatywnie wysokg przydatnose
wyprowadzonych linii komdrek BM-MSCs pod kgtem ich pdzniejszego wykorzystania do
zabiegdw transformacii genetycznej przy zastosowaniu metody nukleofekcii.

2. Przydatno$¢ wyprowadzonych hodowli pierwotnych i linii komdérek BM-MSCs do klonowania
somatycznego $win byta/jest weryfikowana w oparciu o ocene kompetencii jgder tych
komodrek do pokierowania przed- i poimplantacyjnym rozwojem nietransgenicznych
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zarodkow klonalnych, transferowanych chirurgicznie do drég rozrodczych 4 samic-biorczyn.
Wyniki badan USG 4 loch-biorczyh zarodkdéw potwierdzity obecnosé pecherzy ptodowych
w rogach macicy 2 biorczyn, co wskazuje na odsetek ciezarnych loch utrzymujgcy sie na
poziomie 50% w okresie przypadajgcym miedzy 30-tym a 35-tym dniem po transferze
zarodkow klonalnych do jajowoddéw samic-biorczyn (Fot. 1).

Fot. 1. Ultrasonogram potwierdzajgcy obecnosé ptodu klonalnego w macicy ciezarnej lochy-biorczyni
nr MSC/3 (diagnostyka USG przeprowadzona w 35. dniu po transferze zarodkéw klonalnych do drég
rozrodczych samicy-biorczyni)

Zadanie 04-19-09-21
Jakosciowa i funkcjonalna analiza mezenchymalnych komérek macierzystych
pozyskiwanych poubojowo ze szpiku kostnego $wini, krowy i konia
Kierownik zadania: dr hab. Jolanta Opiela, prof. IZ PIB

Celem niniejszego zadania badawczego bedzie ustalenie dopuszczalnego czasu i techniki
uzyskania poubojowo szpiku kostnego lub tkanki ttuszczowej u $wini i konia, z ktérych izolowane
bedqg MSC. Ponadto planuje sie opracowanie warunkdw kriokonserwacji heterogennych ko-
modrek (MSC i HSC) wyizolowanych ze szpiku kostnego lub tkanki ttuszczowej pobranych poub-
ojowo i przyzyciowo (kontrola) u $wini i poubojowo u konia oraz ocene funkcjonalng uzyska-
nych MSC po uboju zostanie przeprowadzona poprzezich odréznicowanie w iPSC. Dodatkowo
opracowana zostanie izolacja MSC ze szpiku pobranego od krowy. Ocena funkcjonalna uzy-
skanych MSC po uboju zostanie przeprowadzona poprzez odrdznicowanie Swihskich MSC
w iPSC.
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Przeprowadzono doswiadczenia obejmujgce:

1.

2.
3.
4

pobieranie poubojowo szpiku od a) konia, b) $wini, c) krowy,

izolacje komdrek MSC $wini ze szpiku,

wyprowadzenie linii pierwotnej MSC i hodowla in vifro,

potwierdzenie mezenchymalnego charakteru wyprowadzonych linii komdrek MSC na
poziomie biatek przy uzyciu cytometrii przeptywowej i immunocytochemii,
kriokonserwacje MSC wyizolowanych ze szpiku kostnego pobranych poubojowo
i przyzyciowo $wini i poubojowo konia,

lipofekcje MSC z uzyciem egzogennych czgsteczek DNA kodujgcych biatka SOX2, KLF4,
Oct4ic-myc, przy wykorzystaniu technologii CRISPR/Cas? — ustuga UP Poznan,
odréznicowanie MSC w kierunku komérek iPSC.

Nie wykonano potwierdzenia pluripotentnego charakteru wyprowadzonych linii komorek

MSC na poziomie biatek przy uzyciu cytometrii przeptywowej- SSEA4, TRA1-60, TRA1-81 z uwagi
na niepomysine odrdznicowanie w iPSC.

Podsumowanie wynikéw

Ustalono dopuszczalny czas i techniki uzyskania poubojowo szpiku kostnego u $wini, konia
i krowy z ktérych izolowane bedqg MSC.

Opracowano izolacje MSC ze szpiku pobranego od krowy.

Opracowano warunki kriokonserwaciji MSC wyizolowanych ze szpiku kosthego pobranych
poubojowo i przyzyciowo (kontrola).

Przeprowadzono ocene funkcjonalng uzyskanych MSC po uboju poprzez odrdznicowanie
Swinskich MSC w iPSC — ocena zakohczona niepowodzeniem.
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C

Fot. 1. Ekspresja markera CD105 komérek mezenchymalnych swini (powiekszenie: 400x)
3A) wybarwianie DAPI, 3B) barwienie przeciwciatem anty-CD105, 3C) po natozeniu obrazéw

Zadanie 01-19-06-11
Wptyw parametréw jakosciowych nasienia seksowanego na ptodnosé inseminowanych
jatéwek i kréow mlecznych
Kierownik zadania: dr hab. Piotr Gogol, prof. IZ PIB

Celem pracy jest lepsze poznanie strukturalnych i metabolicznych zmian odpowiedzialnych za
spadek jakosci nasienia seksowanego oraz okreslenie zaleznosci pomiedzy badanymi
parametrami jakosci nasienia seksowanego a ptodnosciq inseminowanych samic.

Zatozenia metodyczne

Badania prowadzone sg na dostepnym komercyjnie nasieniu seksowanym buhajéw rasy
holsztyhsko-fryzyjskiej. Wykonuje sie badanie podstawowych cech nasienia, takich jak
koncentracja plemnikéw i ruchliwo$¢ z uwzglednieniem szczegdtowych parametréw
kinetycznych (system CASA). Jednoczes$nie przy wykorzystaniu technik mikroskopii
fluorescencyjnej, cytometrii przeptywowej i luminometrii ocenia sie zmiany apoptotyczne, stres
oksydacyjny, aktywnos¢ metaboliczng oraz stan chromatyny plemnikéw. W celu okreslenia
zdolnosci zaptadniajgcej seksowanego nasienia przeprowadzone sg inseminacje jatdéwek
i krow.
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Syntetyczny opis wynikow

W okresie sprawozdawczym zakupiono do badan seksowane i nieseksowane nasienie
buhajéw rasy holsztyhsko-fryzyjskiej. Nasienie seksowane pochodzito od 20 buhajow
(22 ejakulaty), natomiast nasienie nieseksowane od 17 buhajow (18 ejakulatéw). Oceniono
19 ejakulatow nasienia seksowanego oraz 7 ejakulatdéw nasienia nieseksowanego. Wyniki do-
tychczas przeprowadzonych analiz zamieszczono w tabeli 11 2. W celu oceny zdolnosci za-
ptadniajgcej nasienia seksowanego przeprowadzono inseminacje 750 jatdéwek i kréw. Z tego
680 inseminacji przeprowadzono w ZD IZ PIB Kotbacz sp. z 0.0., a 70 inseminacji w ZD IZ PIB
Chorzeldw sp. z 0.0. Nasieniem nieseksowanym zainseminowano 934 krowy w ZD IZ PIB Kotbacz
sp. z 0.0. Po minimum 35 dniach od zabiegu inseminacji przeprowadzano badanie USG na
cigze. Wstepne wyniki (na podstawie juz wykonanych badah USG) wskazujg, ze wskaznik za-
cielen dla nasienia seksowanego waha sie od 13,6% do 73,3% (Tab. 3), natomiast dla nasienia
nieseksowanego od 2,2% do 40,0% (Tab. 4).

Na obecnym etapie badan jest za wczesnie na podsumowanie wynikdw.

Tab. 1. Parametry jakosciowe nasienia seksowanego

] Buhai Btony komdrkowe SCSA CASA
P (nr ejakulatu) rywe zamierajgce  martwe uszkodzona ruch postepowy
chromatyna min/ml

| AL%?;’]*S;)W 49.72% 8,67% 41,61% 2,37% .

2 BAYLABOY 285 45,88% 5,85% 48,27% 2,24% -

3 BLACKGOLD 094 16,69% 30,00% 53.31% 4,99% -

4 GREENWAY 17306 34,32% 6,88% 58,80% 4,02% -

5 GREENWAY 17356 46,84% 9.89% 43,27% 1.98% 7,41
6 HONDO 246 46,57% 6,22% 47.21% 4,55% -

7 JEEPSON 16292 48,78% 8.23% 42,99% 511% -

8 LUKSUS 022 69.00% 7.51% 23,48% 3,07% 4,55
9 LUNDY 707 38.21% 11,32% 50,48% 2,33% -
10 MALDEVES 228 61,26% 9.75% 28,98% 2,24% 3,16
11 MALDEVES 230 52,67% 6,04% 41,29% 2,39% 3,31
12 MAYFLOWER 621 65.37% 12,35% 22,28% 5.83% 4,19
13 MEGABIT 331 44,24% 8,93% 46,83% 3,32% 2,14
14 MISSOURI 462 63.62% 8.24% 28,14% 2,77% 6,08
15 MOIZILA 18053 56,05% 7,60% 36,35% 2,99% 2,07
16 PHARO 975 54,20% 8.65% 37.14% 2,43% 5,20
17 SUTTON 757 54,50% 8.72% 36,78% 1,93% 3.76
18 TENPIN 293 27.21% 2,83% 69.91% 2,09% -
19 WINDMILL 610 69.62% 6,76% 23,62% 1,56% -
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Tab. 2. Parametry jakosciowe nasienia nieseksowanego

Btony komdrkowe SCSA CASA
R bwe  zamiercace mortwe | UKO0IONd ruch posiepony
1 Davis 63.89% 8.15% 27,96% 2,45% 64,17
2 Konga 70,46% 10,46% 19.08% 1.31% 59,06
3 Declic 32,36% 10,26% 57.38% 0.71% 46,97
4 Luxe 56,17% 14,45% 29.37% 1.49% 67,17
5 Mr Rosco 37.,38% 12,86% 49,76% 1,22% 66,76
6 Alvin - - - 1.77% 27,62
7 Mantle - - - 2,89% -

Tab. 3. Wskazniki zacielen uzyskane dla nasienia seksowanego

Lp. “;ﬁf\gj‘gﬁﬁgfd)o ing;‘:rf]?n‘”o;‘f;“rjjch Wskaznik zacieler (%)
1 Morzilla sex 30 43,0
2 Mayfower sex 31 29.0
3 Luksus sex 22 13,6
4 Pharo sex 60 46,7
5 Megabit sex 21 33,3
6 Maldeves sex (228) 112 43,2
7 Maldeves sex (230) - -

8 Missouri sex 97 51,6
9 Sutton sex 52 37,3

10 Greenway (3546) 35 25,7
11 Hondo sex 46 21,7
12 Baylaboy sex 24 62,5
13 All star sex (109) 19 36,8
14 Tenpin sex 46 26,7
15 Lundy sex 21 57,0
16 Windmill sex 26 23,1
17 Greenway (306) C - -
18 Blackgold C 25 60,0
19 All Star sex (109) C 23 30,0
20 Jeepson C 22 73,3
21 Landview sex 31 38,7
22 Soltan SEX - -
23 Casino SEX 7 71,4
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Tab. 4. Wskazniki zacielen uzyskane dla nasienia nieseksowanego

Lp- '\;Srzgjzgfg%)o insLéCrrZwE:r)woojvoomnI;ch Wskainik zacielen (%)
1 Davis 221 25,2
2 Alvin 43 14,0
3 Luxe 44 36,4
4 Mr Rosco 21 33.3
5 Declic 47 30,4
6 Konga 44 20,5
7 Mantle 79 11,5
8 DANCO TRYT 46 28,9
9 ETOS 45 2,2
10 BRODIE 95 26,6
11 ARTIST 26 15,4
12 JABARI 46 19,1
13 LYODER 60 27,0
14 LOCKSTAR 47 27,7
16 LANTON (012) 45 23,3
17 FISKO 25 40,0

Zadanie 01-19-07-11
Wykorzystanie kriokonserwacji nasienia w programie hodowlanym Gesi Biatej Kotudzkiej®
Kierownik zadania: dr hab. Mirostaw Lisowski

Celem zadania jest ochrona puli genowej Gesi Biatej Kotudzkiej® ex situ oraz wykorzystanie
kriokonserwowanego nasienia w celu poprawy efektywnosci zaptodnienia Gesi Biatej Kotudz-
kiej®.

W IZ PIB ZD Kotuda Wielka, nalezgcym do Instytutu Zootechniki PIB utrzymywane sg dwa
czyste rody gesi (W-111W-33), tworzgce zestaw handlowy Ge$ Biata Kotudzka®. Zestaw ten jest
jedynym w Polsce i jednym z nielicznych w Europie i na $wiecie zestawdw przeznaczonych do
produkcji mieszanhcodw towarowych gesi.

W biezgcym roku opracowano (przystosowywano) metode zamrazania nasienia gesio-
réw w parach azotu. W tym celu nasienie po pobraniu i ocenie koncentraciji plemnikéw pod-
dawano procesowi kriokonserwacji.

W pierwszym etapie zostato ono rozrzedzone rozciefczalnikiem w stosunku 2:1, nastepnie
schtodzone do temperatury 4°C (przez 15 minut). W kolejnym etapie dodawano DMF — Dime-
tyloformamid (do stezenia kohcowego é6%) i przeprowadzono ekwilibracje przez 5 minut w tem-
peraturze 4°C. Tak przygotowang mieszanine umieszczono w stomkach nad lustrem ciektego
azotu i schtodzono do temperatury -140°C. Nastepnie stomki przenoszono do ciektego azotu.
W trakcie badan zastosowano dwie wysokosci, na ktérych umieszczano stomki nad lustrem
ciektego azotu — 10 20 mm. Nie wykazano istotnego wptywu wysokosci na jakiej umieszczano
stomki na procent plemnikéw zywych po rozmrozeniu. W obu przypadkach stwierdzono okoto
80 procentowq przezywalnos¢ plemnikédw gesich.

le wzgledu na to, iz cze$¢ badah wykonywana moze by¢ tylko w Zaktadzie
Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwcji w Balicach, konieczne byto opracowanie metody
schtadzania nasienia gagsioréw do temperatury umozliwiajgcej transport nasienia przez okoto
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6-7 godzin. W tym celu wykorzystano termocykler PTC-100 (Programmable Thermal Controller)
firmy MJ Resarch. Inc. Pobrane i ocenione pod kgtem liczebnosci plemnikéw nasienie,
rozciehczano w stosunku 1:1 i 1:2 rozciehczalnikiem. Tak przygotowane nasienie schtadzano
do temperatury 21°C, 17°C i 4°C. Nie wykazano wptywu ilosci rozciehczalnika na procent
plemnikdw zywych schtadzanych przez 7 godzin. Stwierdzono natomiast wptyw temperatury.
| tak, najwiekszg przezywalnos¢ plemnikdw wykazano w  przypadku utrzymywania
rozciehczonego nasienia w temperaturach 21°C i 17°C - okoto 80%. W temperaturze 4°C
przezywalnos$¢ nasienia byta okoto 25-30% nizsza.

Zadanie 04-19-01-21
Wyprowadzenie linii podwdéjnie transgenicznych swin dla genéw nGal x MCPIP
Kierownik zadania: dr hab. Jacek Jura, prof. IZ PIB

Celem badawczym zadania byto uzyskanie podwdjnie transgenicznych swih nGal x MCPIP.
Przeprowadzenie badan przesiewowych na obecno$é PERV. Ustalenie profilu metylacyjnego
dla genu MCPIP.

W ramach przeprowadzonych prac wykonano badania przesiewowe na obecnose
Swinskich retrowiruséw z grup A, B, i C u stawki wybranych osobnikéw transgenicznych z eks-
presjg gendw MCPIP — 14 osobnikdw oraz 16 osobnikéw z grupy kontrolnej. Ekspresje badano
na poziomie DNA i RNA. W oparciu o uzyskane wyniki wybrano 8 transgenicznych osobnikdw
MCPIP, u ktdérych stwierdzono sladowe wyniki obecnosci DNA i RNA PERV podgrup B i C. Bazu-
jgc na wczesdniej uzyskanych wynikach badan przesiewowych na obecno$¢ PERV wybrano
6 osobnikéw transgenicznych dla nGal, u ktérych odnotowano obecnos$é PERV z podgrup B
i C. Wystandaryzowano reakcje PCR, ustalajgc procedure weryfikacji DNA na obecnoé¢ trans-
gendw nGal i MCPIP, ktérg zastosowano do screeningu potencjalnie tfransgenicznych prosigt
uzyskanych w rezultacie przeprowadzonego planu kojarzeh. W ostatecznym planie kojarzenh
uwzgledniono 5 $win transgenicznych dla nGal : 3 lochy — 427, 336, 338 i 2 knury — 467 homozy-
gota, 339 oraz 3 $winie transgeniczne dla genu MCPIP: 2 lochy 94, 95 i knura 39. W rezultacie
przeprowadzonych kojarzen uzyskano 54 potencjalnie transgeniczne prosieta. Od prosigt po-
brano wycinki tkanki usznej i przekazano do analiz molekularnych majgcych na celu zbadanie
ekspresji gendw nGal i MCPIP u uzyskanych prosigt. Analizy molekularne wykazaty, ze 16 z 54
prosigt jest transgenicznych dla genu nGal. U zadnego z wyprodukowanych prosigt nie stwier-
dzono ekspresji genu MCPIP. Od osobnikdéw transgenicznych dla nGal pobrano probki krwi, na
ktérych wykonano analizy poziomu ekspresji wiruséw PERV. Ekspresje badano na poziomie DNA
i RNA. Przeprowadzone analizy wykazaty Sladowe ilosci lub brak retrowirusdw PERV z podgrup
Bi C. Przyczyng braku transmisji genu MCPIP mogto by¢ jego wbudowanie sie w odcinek telo-
merowy. Osobniki wyjsciowe pokolenia FO zostaty uzyskane poprzez standardowg mikroiniekcje
DNA. W omawianych pracach wykorzystano osobniki F2. Prawdopodobiehstwo utraty trans-
genu w kolejnym pokoleniu wielokrotnie wiec wzrosto. Osobniki nGal pokolenia FO uzyskano
stosujgc technologie palca cynkowego — ZFN. Knock-out uzyskany tg technologig powoduje,
ze modyfikacja genetyczna jest trwata i odziedziczalna. Wystepowanie $winskich retrowiruséw
z podgrup B i C u uzyskanych prosigt ksztattowato sie na poziomie normalnej zmiennosci dla
analizowanych $win, co mogto by¢ spowodowane brakiem ekspresji genu MCPIP. Poniewaz
nie uzyskano podwadjnie transgenicznych osobnikdéw dla MCPIP i nGal, nie mozna byto zwery-
fikowac przyjetej tezy, jak rowniez nie udato sie ustali¢ profilu metylacyjnego dla genu MCPIP.
Uzyskano natomiast osobniki nGal — z knock-out genu 1,3 galaktozylotransferazy, ktére stano-
wig cenny materiat badawczy. Sg miedzy innymi wykorzystywane w badaniach z zakresu me-
dycyny regeneracyjnej i stanowig materiat pozwalajgcy na utrzymanie linii fransgenicznych
Swin.
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Zadanie 04-19-02-21
Modyfikacja hodowli in vitro zarodkéw swini uzyskanych pozaustrojowo
Kierownik zadania: dr hab. Jolanta Opiela, prof. IZ PIB

Celem badan jest rozwdj technologii pozaustrojowego uzyskiwania zarodkdw Swini a zwtaszcza
poprawa efektywnosci hodowli in vitro zarodkdéw uzyskanych po zaptodnieniu in vitro.

W pierwszym etapie badan ustalano optymalng koncentracje antyoksydantdw, takich
jak: resweratrol, kwas askorbinowy (witamina C) lub tokoferol (witamina E) jako dodatkdw do
hodowli zarodkdw $wini. Materiat doswiadczalny stanowity niedojrzate oocyty $wini uzyskiwane
zjajnikéw loch po uboju. Oocyty poddawano dojrzewaniu in vitro do stadium metafazy Il a na-
stepnie zaptadniano in vitro metodqg standardowq. Uzyskane potencjalne zygoty hodowano
in vitro w pozywce standardowej NCSU-23 z dodatkiem réznych koncentracji resweratrolu
(grupa dosw. 1), witaminy C (grupa dosw. 2), witaminy E (grupa doéw. 3) lub bez dodatku tych
zwigzkdw (grupa kontrolnay).

Poniewaz przeprowadzone proby suplementaciji pozywki resweratrolem oraz witaming E
nie daty pozytywnych rezultatéw, w drugim etapie badan do hodowli zygot $wini zastosowano
optymalng koncentracje tylko jednego antyoksydantu, tj. witaminy C wilo$ci 10 lub 20 ug, jako
suplementu do pozywki NCSU-23. Potencjat rozwojowy zygot okre$lano na podstawie odsetka
zarodkdéw dzielgcych sie oraz odsetka morul i blastocyst. Uzyskane zarodki poddawano kom-
pleksowej ocenie jakosci obejmujgcej morfologie, tempo rozwoju, catkowitq liczbe komadrek
w blastocystach, liczbe komérek apoptotycznych oraz poziom aktywnych form tlenu.

Optymalnym wariantem hodowli potencjalnych zygot uzyskanych w wyniku zaptodnie-
nia in vitro okazat sie dodatek do pozywki NCSU-23.antyoksydantu w postaci 20 ug witaminy
C. W tak zmodyfikowanej pozywce do hodowli zarodkdw $wini odsetek uzyskanych blastocyst
byt najwyzszy (51,3%) i statystycznie réznit sie (P<0.01) od wynikdw uzyskanych po hodowli za-
rodkdw w standardowych warunkach. Tempo rozwoju zarodkdéw hodowanych w obecnosci
20 pyg witaminy C byto nieco wyzsze w poréwnaniu do kontroli, jednak nie wykazano statystycz-
nie istotnych réznic. Blastocysty wyprodukowane w wyniku hodowli z witaming C zawieraty
nieco wyzszg catkowitq liczbe komadrek oraz nizszq liczbe komodrek apoptotycznych w pordw-
naniu do blastocyst hodowanych bez tego dodatku, jednak nie wykazano statystycznie istot-
nych réznic. Stwierdzono statystycznie istotnie nizszy poziom reaktywnych form tlenu w blasto-
cystach hodowanych w obecnosci witaminy C 20 ug/ml w pordwnaniu do blastocyst rozwija-
jgcych sie w medium bez tego antyoksydantu.

Przeprowadzone badania dotyczgce modyfikacji warunkéw hodowli zarodkdw $wini
uzyskanych pozaustrojowo wykazaty, ze dodatek do pozywki antyoksydantu w postaci wita-
miny C stwarza najlepsze warunki hodowli. Proponowana modyfikacja moze stac sie elemen-
tem nowej, bardziej wydajnej technologii pozaustrojowego uzyskiwania zarodkdw $wini.
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Fot. 1. Oocyty $wini po dojrzewaniu in vitro. Pod ostonkq przejrzystg w przestrzeni okotozéttkowej
widoczne ciatka kierunkowe swiadczqce o osiggnieciu stadium Metafazy Il

Fot. 2. Blastocysta swini - DNA pojedynczych blastomeréw wybarwione na niebiesko DAPI

Zadanie 04-19-03-21
Opracowanie metody fransfekcji zygot krélika z zastosowaniem nanoczgstek
- badanie in vitro
Kierownik zadania: dr hab. Jacek Jura, prof. IZ PIB

Celem badawczym zadania jest opracowanie nowej metody fransfekcji zygot, ktéra bedzie
umozliwiata wielokierunkowg modyfikacje genotypu biorcy. Celem zrealizowanego etapu
byto ustalenie efektywnosci transfekciji zygot krélika przy zastosowaniu kompleksu nanoka-
rier/DNA — badania in vitro oraz kontynuacja badan nad wptywem nieorganicznych nanoczg-
stek — Gold- PEl (polyethylenimine nanoparticles 10nm- spheres) na rozwdj zygot krélika hodo-
wanych in vitro.
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W ramach przeprowadzonych prac zabiegowi synchronizacji i superowulacji poddano
46 samic krélika (rasa Nowozelandzki Biaty), od ktérych uzyskano 515 zaptodnionych komérek
jajowych (zygot). 337 zygot poddano tfransfekcji kompleksem nanokarier/DNA w stosunku
50 ng/ul:25ng/ul (2:1). Optymalny stosunek mieszaniny nanokarier/DNA ustalono przeprowa-
dzajgc analize retardacyjng mieszanin o réznych stezeniach na zelu agarozowym. 178 zygot
stanowito grupe kontrolng — zygoty niemanipulowane. Przed transfekcjq (wprowadzeniem
kompleksu nanokarier/DNA do przestrzeni okotozdttkowej), przygotowywano Swieze rozcien-
czenia nanokariera w ddH20, ktéry poddawano sonifikacji — 1 min/maksymalne natezenie,
4 min/srednie natezenie, w celu dyspersji i rozluznienia wigzan tak, aby uzyskac jego stezenie
50 ng/ul. Nastepnie dodawano DNA w postaci konstruktu reporterowego RFP o stezeniu
25 ng/ul. Mieszanine nanokarier/DNA o objetosci 100 ul inkubowano w temperaturze pokojo-
wej przez 30 minut w celu zwigzania kompleksu. Po inkubaciji napetniano pipety iniekcyjne,
ktére umieszczano w temperaturze 4°C. Kompleks nanokarier/DNA wprowadzano do prze-
strzeni okotozdttkowej zygot. Po zabiegu transfekcji, zygoty umieszczano w pozywce do ho-
dowli i hodowano prze 7 dni w inkubatorze — 39°C, 5%CO2. Tempo rozwoju sprawdzano po
48:72 i 156 godzinach od rozpoczecia hodowliin vitro. Zygoty z grupy kontrolnej (niemanipulo-
wane) przechowywano w temperaturze pokojowej, przez okres wykonywania fransfekcji, a na-
stepnie razem z grupg doswiadczalng przenoszono do hodowli stosujgc identyczng procedure.

Na podstawie analizy retardacyjnej ustalono, ze petne wigzanie pomiedzy nano-
czgstkami ztota z wypustkami PEI a DNA nastepuje przy stosunku stezen 50 ng/ul:25 ng/ul. Do
ustalenia efektywnos$¢ transfekciji zygot krélika przy zastosowaniu kompleksu nanokarier/DNA
zastosowano taki wariant stezen. Z 337 zygot poddanych transfekcji, w wyniku hodowli uzy-
skano 244 zarodki w stadium moruli/blastocysty (72,4%) z czego 63 (18,7%) zarodki wykazaty
ekspresje biatka RFP. Ze 178 zygot grupy kontrolnej (niemanipulowane) stadium moruli blasto-
cysty osiggneto 138 zarodkow (77,5%).

Efektywnos¢ transfekcji

/
100 /
///

B m/bl z ekspresja

B morule/ blastocysty tacznie

% catosci grupy

Wykr. 1. Odsetek zarodkéw w stadium moruli/blastocysty z ekspresjg RFP w odniesieniu do ogdlnej
liczby zarodkéw w stadium moruli/blastocysty uzyskanych po transfekciji
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Zadanie 04-19-04-21
Zdolnosé MSC pozyskiwanych poubojowo ze szpiku kostnego transgenicznych
swin i niefransgenicznych owiec i koni do réznicowania w adipocyty,
osteoblasty i chondrocyty
Kierownik zadania: dr hab. Jolanta Opiela, prof. IZ PIB

Celem niniejszego zadania badawczego jest wykazanie czy mozZliwe jest uzyskanie prawidto-
wych morfologicznie i funkcjonalnie mezenchymalnych komadrek macierzystych, ktére izolo-
wane sq ze szpiku kostnego aspirowanego od zwierzgt po uboju. Ponadto celem jest wypro-
wadzenie stabilnych lini MSC od fransgenicznej Swini oraz nietransgenicznej owcy
i konia. Linie te zostang ocenione morfologicznie, molekularnie oraz funkcjonalnie. Potwier-
dzone linie MSC $winhskie, konskie i owcze bedg mrozone i magazynowane.

W trakcie realizacji etapu zadania:

e Pobrano poubojowo szpik kostny i wyizolowano komdrki MSC od: 3 osobnikdw
nietransgenicznej $wini przyzyciowo (kontrola do transgenu GGTAl po uboju);
13 osobnikdw koni po uboju; 4 trykdw i 2 owiec po uboju.

¢ Wyprowadzono linie pierwotne MSC $wini, owcy i konia i hodowano in vitro do petnej
konfluenciji.

¢ Morfologicznie potwierdzono mezenchymalny charakter wyprowadzonych linii komodrek
MSC (obecnos¢ w hodowli charakterystycznych kolonii). Nie wykonano oceny ekspresii
markeréw metodqg cytometrii  przeptywowej. Przetestowano nowo zakupione
przeciwciata na antygeny komadrkowe (markery) komaérek konia (FC-flow cytometry).

o Oceniono markery powierzchniowe pozytywne i negatywne MSCs konia metodqg gPCR,

e Zamrozono linie MSC wyizolowane ze szpiku kosthego pobranego poubojowo od $wini,
owcy i konia. Zbankowano nastepujgce liczby krioprébek: Swinia — 19 prébek, koh —
18 probek, owca — 27 probek (w tym 3 prébki owce, 24 prébki tryki).

e R&znicowano MSC $wini, owcy i konia w adipocyty, chondrocyty i osteoblasty, stosujgc
4 rdézne pozywki celem wyboru najbardziej optymalnej dla kazdego gatunku.
Réznicowanie wykonano na 5 koniach, 2 owcach (samiec i samica) oraz 3 $winiach
(2 osobniki nietransgeniczne i 1 transgeniczna).

¢ Wykonano nastepujgce barwienia po réznicowaniu komadrek zamiast planowanej analizy
PCR:
= w kierunku osteoblastow: von Kossa i/lub Alizarin Red,
= w kierunku chondrocytdw: Alcian Blue,
= w kierunku adipocytow: Oil Red O.

— Réznicowanie MSC $wini transgenicznej w:
o adipocyty — brak réznicowania
o osteoblasty — zakohczone sukcesem
o chondrocyty — zakonhczone sukcesem
—  Réznicowanie MSC $wini nietransgenicznej (kontrola) w:
o adipocyty — brak réznicowania
o osteoblasty — zakohczone sukcesem
o chondrocyty — zakohczone sukcesem
—  Réznicowanie MSC konia w:
o adipocyty — zakohczone sukcesem
o osteoblasty — zakohczone sukcesem
o chondrocyty — zakohczone sukcesem
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—  Réznicowanie MSC owcey w:
o adipocyty — brak réznicowania
o osteoblasty — brak réznicowania
o chondrocyty — brak réznicowania

Ponizej przedstawiono przyktadowe zdjecia barwien u poszczegdinych gatunkdw:

‘w

,,-/, -'.

B A :‘%}‘& w: |

Fot. 2. MSC zroimcoque w chondrocyty (Swinia nietransgeniczna)

Fot. 4. MSC zréznicowane w chondrocyty (kon)
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Zadanie 04-19-06-11
Tworzenie rezerwy nasienia buhaja o potwierdzonej zdolnosci
zaptadniajgcej dla potrzeb nauki i praktyki
Kierownik zadania: dr hab. Jolanta Opiela, prof. IZ PIB

Celem gtéwnym zadania byto pozyskanie nasienia najgdrzowego buhaja o wysokiej zdolnosci
zaptadniajgcej, ktére wykorzystywane bedzie w pracach badawczo-rozwojowych z zakresu
pozaustrojowej produkcii zarodkdw bydlecych.

Pozyskano jgdra od 7 sztuk buhajéw. Do mrozenia zakwalifikowano nasienie od czterech
sztuk. Dla nasienia od dwdch buhajéw przeprowadzono prébe mrozenia w dwdch rozrzedzal-
nikach. Nasienie mrozone w Bioxcellu wykazato mniejszy odsetek plemnikdw ruchliwych niz na-
sienie zamrozone w rozrzedzalniku cytrynianowo-fruktozowo-zéttkowym. Po rozmrozeniu do zo-
ptodnienia zakwalifikowano nasienie pochodzgce od 16-miesiecznego buhaja rasy HO. Testo-
wane nasienie spetniato wymagany prog podziatdw zarodkowych na poziomie powyzej 70%
jednak uzyskane liczby blastocyst odbiegajg od oczekiwanych. Testowane nasienie jest staty-
stycznie istotnie gorsze (P<0,01; test Chi2) od dotychczas uzywanego (kontrolnego).

Kolejne proby mrozenia nasienia najgdrzowego wykonano na materiale pozyskanym od
o$miu buhajow. Plemniki po nacieciu powierzchni ogona najgdrzy aspirowano za pomocd pi-
pety do rozrzedzalnika cytrynianowo (2,9%) — fruktozowo (1,25 g/100 ml) — zéttkowego (20%).
Po aspiracji plemnikdw do mrozenia zakwalifikowano 5 prébek. Kryterium kwalifikacji byta ru-
chliwos$¢ plemnikdw powyzej 60%. Zamrozone nasienie przenoszono do kontenerdw z ciektym
azotem na co najmniej 20 godz. W dniu nastepnym nasienie rozmrazano w tazni wodnej
o temp. 37°C i oceniano mikroskopowo. Wykazano ruchliwo$¢ po rozmrozeniu od 20 do 40%.
Ruch plemnikéw podrazniony (drgajgcy). Zaobserwowano liczne krople protoplazmatyczne
na witkach i inne zmiany morfologiczne takie jak luzne gtowki, petelki na witkach czy efekt
Daga. Nasienie nie kwalifikowato sie do prob IVF.

Nie uzyskano nasienia zdolnego do wykorzystania w pracach z zakresu IVF/IVP dla po-
frzeb badawczo-rozwojowych i dla potrzeb praktyki. Liczba eksperymentédw wynika
z dostepnosci materiatu. Wezesniejsze doswiadczenia pokazaty, ze nie przynosi oczekiwanych
rezultatdw pobieranie nasienia od buhajow ktdre wczesniej nie byty wykorzystywane w tym
celu. Dlatego eksperymenty uwarunkowane sg ubojami buhajéw, ktére pochodzqg ze staciji
unasienniania zwierzgt.

W ramach tego zadania kilkakrotnie wykonano procedure pozyskiwania zarodkéw in vi-
fro u bydta celem uzysku blastocyst do préb mrozenia. Opanowanie techniki mrozenia stato
sie naglgce z uwagi na powotanie zespotu do pozyskiwania zarodkdw bydta. Wykonano 6 do-
Swiadczen IVF/IVC na materiale rzeznym i 1 do$wiadczenie na zarodkach wyptukanych od
1 jatdwki. Zamrozono w pozywce komercyjnej 13 zarodkdw natomiast 25 blastocyst ekspan-
dujgcych poddano witryfikacji stosujgc metodyke jak dla blastocyst $wini. Po rozmrozeniu od-
zyskano 22 blastocysty ktére wtozono do hodowli in vitro. Po 48 godz. hodowli 9 (40,9%) blasto-
cyst osiggneto stadium ekspandujgcej blastocysty lub wylegto sie.

Zadanie 04-19-07-21
Wptyw transfekcji z zastosowaniem nanoczgstek i wysokiego cisnienia hydrostatycznego
na poziom ekspresji genéw odpowiedzialnych za rozwdj w zarodkach krélika
Kierownik zadania: mgr inz. Natalia Dziegiel

Celem pracy jest zbadanie wptywu transfekcji z wykorzystaniem nanoczgstek na potencjat
rozwojowy transgenicznych zarodkdw krélika uzyskanych in vitro oraz ustalenie wptywu wyso-
kiego ciSnienia hydrostatycznego (HHP) zastosowanego jako czynnik wspomagajgcy efektyw-
nos¢ transfekciji poprzez analize poziomu ekspresji gendw zwigzanych z procesami apoptozy
oraz z rozwojem zarodkowym przy wykorzystaniu metody RT-gPCR.
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W biezgcym roku zrealizowano etap: Oznaczenie poziomu transkryptéw gendw CASP7,
BAX, BCLXL, OCT4 oraz SOX2 przy pomocy techniki RT-gPCR blastocyst po iniekcji nanoczgstek
oraz z grupy kontrolnej. W ramach prac od 43 samic krélika rasy Nowozelandzkiej Biatej pod-
danych superowulacji uzyskano tgcznie 515 zygot. 337 zostato poddanych mikroiniekcji do
przestrzeni okoto zéttkowej kompleksem nanoczgstek ztota z powierzchniowq modyfikacjq po-
lietylenoiminy (PEl) potgczonych z DNA (wektor pmaxRed-N zawierajgcy gen kodujgcy biatko
fluorescencyjne w stosunku 2:1 (stezenia 50:25 ng/ul). Pozostate 178 zygot nie byto poddawane
manipulacii. Zarodki po transfekcji oraz niemanipulowane byty hodowane in vitro przez 6 dni.
Po zakohczonej hodowli oceniano stopiern rozwoju zarodkdw. Zarodki po transfekciji byty oce-
niane przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego. Do analizy przeznaczono 103 zarodki po
transfekciji, ktére osiggnety stadium moruli lub blastocysty (grupa A). 53 manipulowane zarodki
wykazaty ekspresje transgenu — obecnos¢ biatka fluorescencyjnego (grupa B). Ze 178 zygot
niepoddawanych manipulacji uzyskano 106 zarodkdw w stadium moruli lub blastocysty (grupa
kontrolna). Zarodki te zostaty zamrozone w ciektym azocie i nastepnie poddane analizie eks-
presji gendw — Casp7, Bax, Bclll, Oct4, Sox2. Z zarodkdw wyizolowano RNA przy uzyciu odczyn-
nika TRI-Reagent (Biolab) zgodnie z instrukcjg podang od producenta. Nastepnie, mRNA pod-
dano odwrotnej franskrypciji do cDNA z odwrotng franskryptazg MMLV-RT (Promega) i Random
Hexamers (EurX. Reakcje RT-gPCR przeprowadzono przy uzyciu SYBR Green PCR Master Mix
(A&A Biotechnology) i amplifikatora QuantStudio™ 3 Real-Time PCR Systems (Thermo Fisher).
Dane analizowano przy uzyciu oprogramowania QuantStudio™ Design & Analysis Software
(Thermo Fisher). Wszystkie warto$ci znormalizowano wzgledem kontroli wewnetrznej H2a. War-
tosci ekspresji gendw obliczono stosujgc metode 2-4Ct,

W analizowanych grupach A (zarodki poddane transfekcji z wykorzystaniem nanoczg-
stek) i B ( zarodki poddane transfekcji, wykazujgce ekspresje transgenu) stwierdzono obnizony
poziom ekspresji Casp7, Bcl2l1 oraz Oct4 w stosunku do grupy kontrolnej (zarodki niemanipulo-
wane). W grupie zarodkdw po transfekciji (grupa A) oraz w grupie zarodkdw z ekspresjg trans-
genu (grupa B) odnotowano statystycznie istotng réznice dla genu Oct4, ktérego poziom eks-
presji byt nizszy w stosunku do grupy kontrolnej (ANOVA, P<0,05) (Ryc. 1).
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Ryc. 1. Analiza ekspresji genéw w zarodkach poddanych transfekcji plazmidem pmax-FP-RED-N

z wykorzystaniem nanoczqgsteczek metodq Q-RT-PCR. Poziom ekspresji genéw zaangazowanych
w procesy apoptotyczne (A) oraz proces réznicowania zarodkowego (B). Poziom ekspresji badanych

gendéw znormalizowano wzgledem kontroli referencyjnej (H2a) a wyniki przedstawiono jako 2-ACT,

Uzyskane wyniki wskazujg na statystycznie istotny wptyw transfekcji z wykorzystaniem
nanoczgstek na ekspresje genu Oct4. Transfekcja z wykorzystaniem nanoczgstek nie wptywa
na ekspresje pozostatych badanych gendw.
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