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Zaktad Hodowli Bydta

Kierownik: dr hab. Piotr Wéjcik, prof. IZ PIB

Zadanie 01-10-01-11
Poprawa efektywnosci hodowli bydta miesnego poprzez zwiekszenie wskaznikdw
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 fizykochemicz-
nych miesa wotowego, pochodzgcego od bydta rasy LM i mieszahcdw z tg rasq, poprzez mo-
dyfikowanie warunkdéw zywieniowych i sSrodowiskowych. Badania prowadzone sg w kierunku
poprawy rentownosci produkcji i promowania bezpiecznej zywnosci o wysokich wtasciwo-
Sciach biologicznych miesa.

Efekt praktyczny

Opracowanie dla praktyki zaleceh hodowlanych i zywieniowych, warunkujgcych opta-
calno$¢ produkciji miesa wotowego w klasie premium, wskazanie czynnikdw determinujgcych
efekty ekonomiczne hodowli bydta miesnego oraz propagowanie naturalnych metod chowu,
w tym wykorzystanie uzytkdw zielonych i zidt w poprawie jakosci i bezpieczehstwa zywnosci.

Metodyka zadania

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

Przez okres 20 dni wszystkie wytypowane do doswiadczenia zwierzeta zostang poddane
okresowi przejsciowemu (adaptacji). Zwierzeta bedqg otrzymywad specjalnie opracowanie
dawki pokarmowe wzbogacone ziotami. Czas podawania ziét wynosi 30 dni, preparatdéw
olejowych 60 dni. W tym czasie stale bedg monitorowane zmiany masy ciata, zdrowotnosé
i zernosc.

Zostang utworzone trzy grupy zwierzat. W grupie kontrolnej K — zwierzeta bedqg zywione
standardowq dawkg zywieniowq dla krow mlecznych. Zwierzeta z grupy doswiadczalnej D1 -
oprécz pastwiska bedq zywione dawkqg wzbogacong o dodatek chronionych, wielonienasy-
conych kwaséw ttuszczowych (kwasy omega-3 i omega-6). Zwierzeta z grupy doswiadczalnej
D2 - oprécz pastwiska bedq zywione dawkqg wzbogacong o zestaw ziét zwiekszajgcych zer-
no$¢ oraz parametry miesa wotowego.

W drugim roku zwierzeta z poszczegdinych grup doswiadczalnych D (1-2) i K zostang skie-
rowane do uboju kontrolnego w wyznaczonej do tego celu rzezni.

Zaktada sie, ze w okresie prowadzenia badan kontrolnemu ubojowi zostang poddane
buhaijki i cieliczki o wadze co najmniej 380-450 kg. Zostang takze pobrane préby z miesnia lon-
gissimus dorsi w celu okredlenia sktadu chemicznego, parametréw jakosci wotowiny, w tym
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profil kwaséw ttuszczowych i cholesterolu. Pobrane préoby miesa zostang zamrozone w celu
dalszych analiz.

Na kazdym etapie produkciji miesa wotowego (od obory do rzezni) analizowane bedg
zagrozenia mikrobiologiczne, warunkujgce bezpieczenstwo zywnosci i wysokqg jako$¢ pro-
duktu. Pobierane préby mikrobiologiczne pochodszi¢ bedq z obory, rzezni, jak i samego miesa
w réznych fazach jego przechowywania.

Syntetyczne omdwienie uzyskanych wynikéw badan

Zgodnie z metodykqg tematu, bydto rasy Limousine w poszczegdlnych grupach wieko-
wych utrzymywano w zblizonych warunkach srodowiskowych z petnym wykorzystaniem sezonu
pastwiskowego. Wszystkie zwierzeta pochodzg z obdr ze statym dostepem do okdinikdw.

W pierwszym roku badan utworzono 5 grup doswiadczalnych bydta, w ktérych prowa-
dzono badania: | grupa — mamki (14 szt.), Il grupa — jatdwki (1-2 lata), lll grupa — jatdwki (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 badanych grupach rutynowo przeprowadzano kontrole masy ciata zwierzat. W ramach re-
alizacji | etapu badan (styczen), przez okres 20 dni, wszystkie wytypowane zwierzeta do do-
Swiadczenia zostang poddane okresowi przejsciowemu (adaptacii), a nastepnie zostanie za-
stosowana mieszanka ziotowa do pasz.

Mieszanki, ktére zostaty zastosowane w 2019 roku:
A. mieszanka ekstraktow I:

— ekstrakt z siemienia Inionego,

— ekstrakt z pestek winogron,

—  ekstrakt z kurkumy,

— ekstrakt z arcydziegiela,

— ekstrakt z czosnku,

— ekstrakt z majeranku,

— ekstrakt z pietruszki,

— ekstrakt zrozmarynu.

B. mieszanka z udziatem oleju:
— olejIniany,

— olej krokoszowy,

- wyttok Iniany.

W pierwszym roku badan, w trakcie doswiadczenia skierowano do uboju zwierzeta
Z grupy poréwnawcszej, obejmujgcejrase LM oraz ZB. W drugim roku, sposéréd zwierzgt doswiad-
czalnych utworzono 2 grupy, ktérych dawka pokarmowa zostata wzbogacona dodatkami zio-
towymi — mieszankg ziotowq nr 1 (grupa D2-Z1) oraz mieszankq olejowq (D1). Mieszanke zio-
towqg podawano przez 30 dni, a dodatek z olejami przez ostatnie 60 dni przed ubojem. Zwie-
rzeta po zakohczeniu opasu i uzyskaniu odpowiedniej masy ubojowej zostaty skierowane do
uboju. Dokonano takze dysekcii prawej pdttuszy od kazdej analizowanej sztuki. Wyniki odnie-
siono do juz zgromadzonej bazy z dysekciji bydta rasy LM oraz ubojéw bydta z grupy kontrolnej,
ktére dokonano w pierwszym roku, w okresie przygotowawczym do doswiadczenia.
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Tab. 1. Wyniki dysekciji bydta rasy LM oraz mieszancéw — grupa kontrolna
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or krowy rasa oled ocena ocena % wyb. masa masa prawa udziec udzfe;
LM oft. brutto | netto schtodz. bez gol. kosci
5141783744 50 buhaj 1441 44,25 6,85
5185766079 50 buhaj R- 53 264 140 70,8 26,1 3,55
5185766093 50 buhaj R- 56 307 171 86,4 31,55 29
5249552600 50 buhaj R 1 55 317 175 87.1 26,85 4,5
5249552594 50 buhaj R- 2 55 295 162 78 24,65 3.95
5249552631 50 buhaj R 2- 55 298 164 80 23,6 3.9
5249552679 50 buhaj R 1+ 57 306 174 86,7 25,3 4,15
5414817121 100 buhaj O+ 1+ 54 582 312 155,6 46,9 7.6
5414817299 100 buhaj O+ 1+ 56 675 381 191,5 56,5 8,25
56188 100 buhaj R 3- 55 650 360 181.8 49,25 6,95
55938 100 buhaj R- 3- 55 557 305 154,1 45,4 58
44646 100 | jotéwka R 3 51 660 339 170.4 46,55 6,75
82206 100 | jotdwka O+ 3- 53 634 338 171 47,95 7.9
19306 100 | jotéwka R 3- 52 615 321 160,2 46,35 715
Tab. 2. Dysekcja topatki oraz 4 wyrebow wartosciowych — grupa kontrolna
R Bl oo o o g oo o e Lo
5141783744 | 17,25 6,05 27 | 24 7.4 272 615 | 1,6 | 445 | 1.8 33 0,2
5185766079 7.35 3.15 2,55 115 2 085 | 24 1.2 1.5
5185766093 875 3,45 2,9 1.3 2,65 | 095| 295 | 1.4 2
5249552600 9,15 4,0 1.8 1.6 4 1,35 255 | 125 25 |1,25 2,1 0,65
5249552594 8.4 3,55 1,5 1.4 3.4 1,25 39 | 105 175|075 1,85 0.6
5249552631 8.85 3.6 1,55 | 1,45 3.7 1.1 2,05 | 1.1 1,35 | 08 1,8 0.7
5249552679 9.7 3,85 1.8 [ 1,45]| 4725 1,35 2,55 | 125 215 | 13 1.9 0.5
5414817121 19 6,55 2,9 2,4 7.4 2,05 78 | 24 54 |255 3,15
5414817299 22,4 6,9 34 [255| 1005 23 9,55 | 29 | 505 | 245 3.8
56188 22,8 6,45 3.5 [205 7.5 1.7 625 | 265| 3.5 1.7 3.9 0.2
55938 17,88 52 2,55 | 2,05 6,5 1.5 695 | 22 3 2,05 3,85 0.85
44646 18,15 5,45 2,75 2 7.3 1,75 625 | 235| 3.4 |225 3,45 0.2
82206 191 59 275 | 22 5,95 1.8 52 |265| 3.4 3 3.1 0.3
19306 17,6 555 233 | 1,9 57 1,6 565 | 27 3.1 2,4 3,65 0,45
Tab. 3. Dysekcja szczegdtowa udzca bydta rasy LM i mieszancéw — grupa kontrolna
r krowy ’zrozow_o zrozow_o myszko Iiggwo krzy.Zowo prega prggo pre/g/o koéci, uda
goérna mieso | dolna 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 6,45 515 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 33 2,1 )
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
5414817299 12,95 10,05 7.3 3.95 9.1 5,55 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 55 2,9 2,85 8,65
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44646 1.7 9,85 6,9 3,95 8.4 535 2,7 2,7 9.4

82206 11,75 9.6 7.2 3.6 7.9 575 2,9 2,8 10.8

19306 11,95 9,15 7.1 3,55 7,45 5,45 2,55 2,8 9,95

Tab. 4. Wyniki dysekciji bydta rasy LM oraz mieszancéw — grupy doswiadczalne

or krowy rasa pte¢ | ocena ocena |% wyd,onoéc’ masa | masa prawa udziec udzfe;

LM ott. rzezna brutto | netto | schtodz. | bezgol. | kosci
D2-z1-mieszanka ziotowa 1

5299019429 | 100 krowa o 1 53,6 500 268 132,00 37.94 6,54

5336756201 | 100 krowa (0] 1- 50,18 550 276 134,20 43,4 10,9

5414817169 | 100 |jotdwka | O+ 1+ 53,45 550 294 147,00 38,82 6,08

5407110192 100 |jatowka o 1 50,75 400 203 100,50 34,2 5,32

5337544975 | 100 krowa R 1+ 57,86 580 335,6 165,20 41,99 7,28

D1-olej + wyttoki
5278558604 | 100 krowa O- 1 50,98 510 260 127.80 31,15 7,68
5407110024 | 100 krowa O- T+ 53,67 490 263 130,20 31,54 7,42

Tab. 5. Dysekcja topatki oraz 4 wyreboéw wartosciowych — grupy doswiadczalne

top+gol. | top+gol.| gol. | gol. |rozbrat. | rozbrat. | antr. | antr. | rost. | rost poledw.

nr kro . L. . I . P . L2 . P oledw.
WY mieso kosci | mieso | kos¢ | mieso kosSci | mieso | koS¢ | mieso | kosc. poledw Huszcz

D2-z1-mieszanka ziotowa 1
5299019429 | 16,16 5,42 2,40 | 1,51 3,44 2,40 8,72 | 6,00 | 4,66 | 1,04 3.34 0,54
5336756201 16,44 5,48 2,30 | 1,60 3,80 2,50 7,92 | 535 | 390 | 2,50 3.20 0,54

5414817169 | 12,82 5,66 2,30 | 1,46 4,14 1,64 884 | 6,12 | 435 | 1,60 3.74 0,48

5407110192 | 11,46 3.82 1,62 | 1,40 2,82 1,28 630 | 436 | 2,68 | 1,12 2,70 0,40

5337544975 | 16,22 5,40 280 | 1,74 5,60 1,50 | 11,58 | 6,38 | 558 | 1,68 3,54 0.16
D1-olej + wyttoki

5278558604 | 14,06 7,58 1,98 | 1,52 4,08 1,80 9,06 | 498 | 2,64 | 2,00 2,60 0.16

5407110024 | 9.48 5,34 198 | 1,50 3,92 1,66 858 | 340 | 2,52 | 1,98 2,48 0.14

Tab. 6. Dysekcja szczegbtowa udzca bydta rasy LM i mieszancéw - grupy doswiadczalne

r krowy ’zrozow_o zrozow{o myszko Iiggwo krzy.Zowo prega prggo preg{o koéci, uda

goérna mieso | dolna mieso mieso mieso mieso brutto mieso kos¢ i gol.
D2-z1-mieszanka ziotowa 1

5299019429 9,54 585 6,6 2,32 576 5.6 22 3.05 9.59

5336756201 9,6 7.4 7 2,95 4,57 4,57 2,25 13,15

5414817169 9.2 7,49 514 2,58 9,14 5,25 2,25 2,85 8,93

5407110192 7,54 6,04 532 2,54 5,38 4,34 1,74 2,6 7,92

5337544975 11,72 7,88 6,84 3,67 3,53 12,39 8.52 3,68 7,28

D1-olej + wyttoki
5278558604 6,74 4,78 4,34 2,07 3.96 6,01 2,21 3.88 7,68
5407110024 6,36 4,54 4,82 1.8 3,94 6,36 2,3 3.72 7,42

Dodatkowo przeprowadzono analizy fizykochemiczne pobranych probek miesa w ukta-
dzie: mieso $wieze — do 48 godzin, mieso po okresie dojrzewania — 7 dni, mieso po okresie doj-
rzewania - 14 dni.

Dojrzewanie prowadzono klasyczng metodq ,,na mokro” z wykorzystaniem chtodziarki.
Wyniki odnoszono do uzyskanych w pierwszym roku danych, pochodzgcych od zwierzat
z grupy poréownawczej K.
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W trzecim roku badan zostanie dokonczona faza badawcza — opas z wykorzystaniem
mieszanki ziotowej (mieszanka ziotowa 2).

Oprécz badan laboratoryjnych (analiza profilu kwaséw ttuszczowych, zawartosci wita-
miny E i cholesterolu), przeprowadzono wstepne badania jakosci miesa wotowego, przy zasto-
sowaniu tfechniki dojrzewania miesa ,,na sucho”, z wykorzystaniem specjalistycznej szafy do se-
zonowania miesa z mozliwosciq kontroli temperatury i wilgotnosci. Po zakohczonym okresie doj-
rzewania miesa, do obrébki cieplnej zastosowano metode ,,sous-vide"”, w ramach ktérej mieso
zapakowane prézniowo przygotowywano w tazni wodnej ze statg temperaturg na poziomie
55°C.

Zadanie 04-10-03-11
Wptyw ekstraktéw ziotowych i bakterii probiotycznych na przyrost masy ciata
oraz status zdrowoftny cielqgt
Kierownik zadania: dr hab. Iwona Radkowska

Celem realizowanego zadania byto okreslenie wptywu preparatu probiotycznego oraz autor-
skich mieszanek zawierajgcych ekstrakty ziotowe na kondycije, odporno$¢ oraz przyrosty masy
ciata cielgt.

Doéswiadczenie prowadzone byto na cieletach rasy holsztyno-fryzyjskiej w wieku od 1. do
60. dnia zycia. Cieletom do 60. dnia zycia byt podawany preparat mlekozastepczy w staciji
odpajania. Dobdr cielgt do do$wiadczenia dokonywany jest po uprzednim okresleniu ilosci lgG
w siarze, przy uzyciu colostrometru. Do doswiadczenia wybierano cieleta od kréw, u ktérych
zawarto$¢ IgG ksztattowata sie powyzej 100 g na litr, co pozwolito na uzyskanie ujednoliconego
pod wzgledem odpornosci i mozliwosci adaptaciji materiatu doswiadczalnego.

Uktad doswiadczenia obejmowat szes¢ grup doswiadczalnych:

— Grupa | - grupa kontrolna.

— Grupa ll - cieleta ofrzymujgce preparat probiotyczny.

— Grupa lll - cieleta otrzymujgce mieszanke ekstraktéw ziotowych nr 1.
— Grupa IV - cieleta otrzymujgce mieszanke ekstraktdw ziotowych nr 2.
- Grupa V - cieleta ofrzymujgce mieszanke ekstraktdw ziotowych nr 3.
— Grupa VI - cieleta otrzymujgce mieszanke ekstraktéw ziotowych nr 4.

W trakcie badan, cieleta grupy Il otrzymywaty preparat zawierajgcy bakterie probio-
tyczne. Podawanie preparatu rozpoczeto w 2. dobie zycia i frwato ono do 60. dnia zycia. Pre-
parat podawany byt w dwéch dawkach po 20 ml. Cieleta grup llI-VI otrzymywaty od 2. dnia
po urodzeniu autorskie mieszanki zawierajgce ekstrakty ziotowe, majgce korzystnie wptyngc
na kondycje, odpornos$¢ oraz przyrosty masy ciata. Dawka terapeutyczna dobrana zostata na
podstawie wytycznych farmakopealnych 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 prowadzano 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 tym
materiale wykonano oznaczenia mikrobiologiczne i parazytologiczne.

Sktad mieszanek oraz dawka terapeutyczna dobrana zostata na podstawie wytycznych
farmakopealnych i Europejskiego Urzedu do Spraw Bezpieczenstwa Zywnosci w przeliczeniu ha
kg masy ciata cielecia.
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Tab. 1. Charakterystyka mieszanek wykorzystanych w doswiadczeniu

Mieszanka 71 Mieszanka 72 Mieszanka 73 Mieszanka 74

Organiczne zwigzki siarki, Saponiny, flawonoidy, Flawonoidy, fitosterole, | Laktony, kumaryny, kwasy,
(I_J‘ garbniki, taniny, terpeny, sole mineralne, glikozydy saponiny, terpeny, di- | zywice, flawony, sitosterole,
O @ | flawonoidy, kwasy feno- flawonowe, alkaloidy, fe- | terpeny, friterpeny, al- | inulina, glikozydy, enzymy,
€ C | lowe, glikozydy fenolowe, nole, glukotropeoliny, en- | dehyd cynamonowy, witaminy, ksantofil, kurkumi-
_E g fitoncydy, witaminy, bio- zymy, polisacharydy, garbniki, taniny, gliko- | noidy, kwas ferulowy, garb-
B 'd pierwiastki kwasy fenolowe, sterole, zydy, kwasy, pektyny, niki, pektyny, enzymy, sole,
=) Sluzy, witaminy, biopier- enzymy, $luzy fenolokwasy, allina, fokofe-
L4 wiastki role, naringeniny, limonoidy

Mieszanka dziata: Mieszanka dziata: Mieszanka dziata: Mieszanka dziata:

- stymulujgco na uktad - bakteriostatycznie, - antyseptycznie, - przeciwlekowo,

- odpornosciowy, - przeciwbiegunkowo, - antybakteryjnie, - uspokajajgco,

- pobudzajgco na - odkazajgco, - przeciwpierwotnia- - antybakteryjnie,

- makrofagi i aktywnosé - przeciwgorgczkowo, kowo, pierwotniakobdjczo,
limfocytéw T, - pierwotniakobdjczo, - bakferiostatycznie - przeciwroztoczowo,

- odkazajgco, - przeciwwirusowo, (Escherychia coli, - fungistycznie,

- przeciwbakteryjnie, - przeciwbakteryjnie, Stapchylococcus - pobudzajgco na

- przeciwwirusowo, - przeciwpasozytniczo, aureus), wydzielanie sokow

- przeciwzapalnie, - przeciwzapalnie, - hamujqco na roz- trawiennych,

- pierwotniakobdjczo, de- | - przeciwbolowo, woj drozdzakdw, - przeciwskurczowo,
toksykujgco, . uspokajajgco, - przeciwplesniowo - antyalergicznie,

- lekko moczopednie, . wzmacnigjgco, (Aspergillus fumiga- - antyoksydacyjnie,
wiatropednie, zotcio- - lipotropowo, tes), . - poprawidjgco na krgze-
pednie, - moczopednie, © przeciwzapalnie, nie i wchtanianie sktadni-

20 - rozkurczowo na uktad . oczyszczajgco, * moczopednie, kéw pokarmowych,
g pokarmowy, stymulujgco, - regulujqco na - wykrztusnie,
- - uspokajajgco. odzywczo. frawienie, . prebiotycznie,
ke - przeciwbiegun- . moczopednie,
E kowo, o - tonizujgco przeciwzakaz-
- przeciwalergicznie, nie
- powlekajqco na - przeciwobrzekowo,
uktad frawienny. . przeciwrobaczo,
- przeciwwirusowo,
- pobudzajgco na apetyt,
- odkazajgco,
- wspomagajgco na
- watrobe,
- hipilipolitycznie,
- odtruwajgco,
- wiatropednie,
- rozgrzewajqco,
- przeciwzapalnie,
- hamujgco na agregacje
frombocytéw.

W dawce profilaktycznej W dawce profilaktycznej W dawce profilaktycz- | W dawce profilaktycznej

zapobiega i wspomaga zapobiega i wspomaga nej zapobiega i wspo- | zapobiega i wspomaga le-

O leczenie niezytéw uktadu leczenie niezytéw uktadu maga leczenie niezy- czenie niezytéw uktadu po-

‘c pokarmowego i odde- pokarmowego i odde- téwuktadu pokarmo- karmowego i oddecho-

g chowego o réznej etiolo- chowego o réznej etiolo- wego i oddecho- wego o réznej etiologii, bie-

g gii, w biegunkach o réznej | gii, biegunki, zapalenia wego o réznej etiolo- gunek o réznej efiologii, za-

n etiologii, w stanach osto- ptuc i oskrzeli, zakazenh gii, biegunki, zakazeh kazen pasozytniczych, bak-

; bienia i stresie. pasozytniczych, wspo- pasozytniczych, osta- teryjnych i wirusowych,
maga frawienie. bienie, alergie. wspomaga trawienie.

W trakcie do$wiadczenia dokonywano pomiardw masy ciata cielgt. Najwyzsze przyrosty
stwierdzono w grupie Vi VI (Wyk. 1). Wskazniki morfologiczne krwi miescity sie w granicach norm
referencyjnych, przekroczenie norm zaobserwowano tylko w przypadku poziomu leukocytdw
w grupie | w 30. dniu zycia. Najwiecej bakterii w kale stwierdzono w 1. miesigcu zycia, co po-
twierdza, iz jest to newralgiczny okres w odchowie cielgt. Zastosowane probiotyki oraz mie-
szanka ziotowa w wiekszosci przypadkdw przyniosta zadowalajgce efekty. W zadnej z bada-
nych préb nie stwierdzono oocyst Cryptosporidium sp. W badanym materiale stwierdzono je-
dynie jaja nicieni zotgdkowo-jelitowych z rzedu Strongylida (ekstensywnos¢ inwazji 4,23%, sred-
nia infensywno$¢ 27 [20-40] EPG). Na podstawie otrzymanych wynikbw mozna stwierdzi¢, ze
poziom zarazenia nicieniami z rodzaju Sfrongylida jest bardzo niski.
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Wyk. 1. Srednie dobowe przyrosty masy ciata cielgt w okresie 60 dni (g)

$rednie dzienne przyrosty masy ciata (g)

d
700 1 a 556
s00 5% 536D
500 -
400 -/
300 -/
200 -/
100 -/
0
Grupa | Grupa ll Grupalll | GrupalV | GrupaV | Grupa VI
Grupa

a, b, ¢, d -rdznice istotne (p <0,05).

Przeprowadzone analizy wskazujg, iz zastosowanie probiotykdw oraz mieszanek zioto-
wych pozytywnie wptyneto na przyrosty masy ciata cielgt, a takze parametry fizjologiczne
i zdrowotnosciowe. Najkorzystniejsze efekty przyniosto zastosowanie mieszanek w grupach V
iVI.

Zaktad Hodowli Trzody Chlewnej

Kierownik: dr hab. Mirostaw Tyra, prof. IZ PIB

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

Celem zadania byto 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 dajg aktualnie najbardziej obiektywny
obraz genetycznych mechanizmdw warunkowania zmiennosci w obrebie analizowanych
cech. Wytypowane tg drogg grupy gendw poddane zostajg walidacji oraz analizie asocjacii,
co da odpowiedz czy geny te bedzie mozna uznac za markery wazne z hodowlanego i go-
spodarczego punktu widzenia. Realizacja tej tematyki badawczej pozwala takze na poznanie
puli genowej odpowiedzialne] za warunkowanie zmiennosci krajowej populacii $win.
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Efekty naukowe i praktyczne

— Lastosowanie metody RNA-seq oraz przeprowadzone analizy statystyczne dajg aktualnie
najbardziej obiektywny obraz genetycznych mechanizmdéw warunkowania zmiennosci
w obrebie analizowanych cech.

- Umozliwienie pomiaru ekspresji gendw w skali catego genomu, w tym doktadne okreslenie
poziomu transkryptu gendw ulegajgcych niskiej ekspres;ji.

— Uzyskanie przewagi w stosunku do techniki mikromacierzy cDNA poprzez wykrywanie
nowych franskryptéw lub izoform oraz detekcja nowych mutacji w sekwencjach
kodujgcych.

— Andliza sumarycznego odziatywania catego spekfrum gendw na dang uzytkowosé
(bardziej obiektywna niz dotychczasowe analizy wptywu pojedynczych gendw).

— Poznanie puli genowej odpowiedzialnej za zmiennos¢ krajowej populacji $win w zakresie
analizowanych cech (waznych z ekonomicznego jak i konsumenckiego punktu widzenia).

Zastosowanie nowej metody analitycznej (RNA-seq) umozliwia najbardziej obiektywne
poznanie genetycznych podstaw warunkujgcych wybrane cechy uzytkowe i stuzy do opraco-
wania nowoczesnych metod hodowlanych. Wykorzystanie tego narzedzia w nowoczesnej ho-
dowli, to bardziej efektywny dobdér osobnikéw do kojarzen oparty na markerach genetycz-
nych, znacznie przyspieszajgcy postep hodowlany w tym zakresie. To takze nowoczesne na-
rzedzie hodowlane w reku ,,POLSUS”, dajgce mozliwosci kreowania kierunkéw hodowlanych
krajowej populacji zarodowej trzody chlewne.

Syntetyczne omowienie uzyskanych wynikéw badan

Badania wykonano na materiale pochodzgcym ze Stacji Kontroli Uzytkowosci Rzeznej
Trzody Chlewnej (SKURTCh). Materiat do badan stanowity loszki ras wbp, pbz. Zwierzeta utrzy-
mywane byty w kojcach indywidualnych. Zywienie odbywato sie w systemie ad libitum drobno
granulowang mieszankg o znanym i statym sktadzie, zadawang z automatdw. llos¢ pobieranej
paszy byta cisle kontrolowana. Pozostate warunki utrzymania i postepowania ze zwierzetami
byty zgodne z dotychczasowqg metodykg oceny w stacjach kontroli. W okresie sprawozdaw-
czym przekontrolowano 129 osobnikdw wyzej wymienionych ras (53 szt. wbp i 76 szt. pbz). tgcz-
nie dla tych 2 ras z dwu lat prowadzenia doswiadczenia posiadamy w bazie 702 osobniki
(243 szt. wbp i 458 szt. pbz). Dla catej grupy zwierzgt skompletowano dane uzyskiwane w czasie
tuczu kontrolnego i dysekcji i byty to wskazniki tuczne, rzezne i jakosci miesa.

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, odda-
lone od siebie pod wzgledem profilu transkryptomicznego. Zastosowanie metody RNA-seq po-
zwolito na wstepng identyfikacje 130 gendw o réznicowej ekspresji (DEGs) miedzy grupami swin
o réznym poziomie wykorzystania paszy.

Powyzszg grupe gendw wykorzystano jako dane wejsciowe do analizy szZiakdéw moleku-
larnych oraz procesdw biologicznych, wykonang przy uzyciu oprogramowani STRING, KEGG,
PANTHER oraz DAVID. Analiza wykazata, ze az 37 zidentyfikowanych gendw zaangazowane
jest w procesy komorkowe (ang. cellular proces; SP7; ELOVL2; SOX2; ELOVL2; PKP2; BMP7;
GABI1). Drugq najliczniejszg grupe stanowity geny zwigzane z regulacjqg proceséw metabolicz-
nych (23 geny — SP7; ABCA9; CYP46A1; NOX3; MAP3K20; CHDH).
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Na podstawie analizy petnionej funkcji biologicznej oraz zaangazowania w szlaki mole-
kularne wybrano geny kandydujgce jako potencjalne, zwigzane z pobieraniem i wykorzysty-
waniem paszy:

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

2. GAB1 (GRB2- Associated Binding Protein 1) — gen regulujgcy aktywno$¢ receptora insulin
(INSR).

3. SOX2 (transcription factor SOX-2) — biatkowy produkt tego genu jest niezbedny do utrzyma-
nia komoérek macierzystych w osrodkowym uktadzie nerwowym, a takze reguluje ekspresje
gendw w zotgdku.

4. SYT11 (synaptotagmin 11) — gen odpowiadajgcy za regulacje zaleznego od wapnia trans-
portu btonowego w fransmisji synaptyczne.

5. NTS (neurotensin) — gen koduje wspdlny prekursor dla dwdch peptyddw, neuromedyny N
i neurotensyny. Neurotensyna jest wydzielanym tridekapeptydem, ktéry jest szeroko rozpo-
wszechniony w catym osrodkowym uktadzie nerwowym i moze dziatac jako neuroprzekaz-
nik lub neuromodulator. Moze by¢ zaangazowany w procesy zwigzane z wahaniami po-
ziomu dopaminy, w utrzymanie struktury i funkcji jelit oraz w regulacje metabolizmu ttusz-
czOW.

Wytypowane geny przeanalizowano pod kgtem poszukiwania polimorfizmdw w sekwen-
cjach kodujgcych oraz regionach 3' i 5' UTR, co pozwolito na identyfikacje mutacji zamiesz-
czonych w ponizszej tabeli.

Tab. 1. Zidentyfikowane polimorfizmy

Polimorfizm; Rodzaj Nr akcesyjny Lokalizacja Efekt
lokalizacja polimorfizmu
PIK3R1 ENSSSCG00000016958
A/G; 16:46434848 5 prime UTR variant rs710001948 egzon, 5'UTR Potencjalny wptyw na ekspresje genu.
A/C; 16:46434887 5 prime UTR variant rs694227585 egzon, 5'UTR Potencjalny wptyw na ekspresje genu.
G/A; 16:46446820 mutacja cicha rs340298552 egzon Brak zmiany sekw. aminokwasowe;j.
A/G; 16:46446862 mutacja cicha rs318773364 egzon Brak zmiany sekw. aminokwasowe;.
T/C; 16:46495573 mutacja cicha rs333434581 egzon Brak zmiany sekw. aminokwasowe;j.
A/G; 16:46496141 zmiana sensu rs331708297 egzon Zamiana aminokwaséw — T na A.
G/C; 16:46522085 3 prime UTR variant rs1108218439 egzon, 3'UTR Potencjalny wptyw na stabilno$¢

i lokalizacje transkryptu.
GAB1 ENSSSCG00000009048
T/C; 8:84284458 mutacja cicha rs337362220 egzon Brak zmiany sekw. aminokwasowe;j.
T/C; 8:84286382 zmiana sensu rs344569044 egzon Zamiana aminokwaséw — M na V.
C/T; 8:84291394 mutacja cicha rs326269530 egzon Brak zmiany sekw. aminokwasowe;j.
G/C; 8:84291486 zmiana sensu 1s320717554 egzon Zamiana aminokwaséw — P na A.
C/T; 8:84304194 mutacja cicha rs707301474 egzon Brak zmiany sekw. aminokwasowe;j.
G/C; 8:84291486 zmiana sensu 1s320717554 egzon Zamiana aminokwaséw — P na A.
SOX2 ENSSSCG00000037485
C/T; 13:119668922 mutacja cicha rs333497709 egzon Brak zmiany sekw. aminokwasowe;j.
SYT11 ENSSSCG00000006506
G/A; 4:94155309 mutacja cicha s339268126 egzon Brak zmiany sekw. aminokwasowe;.
G/A; 4:94154700 mutacja cicha rs337884730 egzon Brak zmiany sekw. aminokwasowe;.
C/T, 4:94154535 mutacja cicha 1319942794 egzon Brak zmiany sekw. aminokwasowe;j.
T/C; 4:94142257 3 prime UTR variant 1s326866047 egzon, 3'UTR Potencjalny wptyw na stabilno$¢

i lokalizacje transkryptu.

W przypadku genu NTS nie znaleziono zadnych mutacji w dostepnych bazach. Ze
wzgledu na potencjalnie najwiekszy wptyw wykrytych mutacji, do dalszego etapu wybrano
2 mutacje w genach: PIK3R1 i GAB1. Przeprowadzono dla tych zmian analizy genetyczne na
szerokim materiale badawczym zgromadzonym w stacjach kontroli SKURTCh. Z uwagi na to, ze
gtébwnym zatozeniem badan byto poszukiwanie genetycznych mechanizméw efektywnosci
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paszy (jej konwersji), dalsze prace bedg miaty na celu dokonczenie analiz w tym zakresie, po
wytypowaniu kolejnych gendéw kandydatdw potencjalnie warunkujgcych tg grupe cech.

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

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

Poszukiwanie markeréow genetycznych i fenotypowych wczesnego szacowania potencjatu
rozrodczego loch, w ramach ktérego analizowany byt wptyw wybranych polimorfizméw ge-
néw zwigzanych z budowq i funkcjonowaniem uktadu rozrodczego na parametry morfome-
tryczne uktadu rozrodczego loszek i loch i na wyniki ich uzytkowosci rozptodowej (1. cel szcze-
gotowy).

Zatozenia metodyczne

Badania prowadzone byty dla loch ras matecznych i zachowawczych pochodzgcych
z ferm zarodowych i produkcyjnych.

Dane do analiz statystycznych byty zbierane na podstawie:
- pomiaréw dtugosci pochwy przy inseminacii,

- pomiaréw morfometrycznych uktadu rozrodczego loch,
— cech uzytkowosci rozptodowej loch,

- zZidentyfikowanego polimorfizmu wybranych gendw.

Pobierany materiat biologiczny stanowita krew lub cebulki wtosa do analiz polimorfizmdow ba-
danych gendw, tkanki jajnika, jajowodu oraz rogu macicy.

Poszukiwania markeréw genetycznych laktogenezy loch oraz mozliwosci ich wykorzystania
w doskonaleniu cech rozptodowych, ktérego celem byto poszukiwanie polimorfizméw w ge-
nach zwiqzanych z syntezq mleka, a takze mogqcych wptywaé na poziom laktozy w sia-
rze i mleku oraz okreslenie ich wptywu na cechy uzytkowe tych loch (2. cel szczegb6towy).

Zatozenia metodyczne

W ramach badania zebrano materiat do$wiadczalny (krew i mleko) od loch ras wbp
i pbz utrzymywanych w ZD IZ PIB Zerniki Wielkie sp. z 0.0. Na podstawie posiadanych danych
(masy ciata prosigt w dniu urodzenia i w 21. dniu ich zycia) oszacowano dodatkowy wskaznik
okreslajgcy parametry reprodukcyjne loch, tj. wydajnosé mleczng loch.

Andalizy laboratoryjne w zaleznosci od celu szczegdtowego:

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

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

— oszacowanie poziomu ekspresji wybranych gendw metodg Real-Time PCR.
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Andaliza statystyczna uzyskanych wynikéw wykonano przy pomocy programow statystycznych
SAS i Statistica.

(Fot. ZD IZ PIB Zemiki Wielki sp. zo..)

Wyniki - 1. cel szczegbétowy

Wykazano brak zaleznoéci pomiedzy pomiarami VCL przy kolejnym kryciu a cechamiroz-
ptodowymi w kolejnych miotach dla loch ras wbp, pbz i mieszancéw F1. W przypadku ras ztot-
nickiej biatej i ztotnickiej pstrej stwierdzono wyzsze mozliwosci przewidywania liczebnosci mio-
tow na podstawie pomiaréw VCL, zwtaszcza w miotach od 1 do 8. Oszacowane korelacje
pomiedzy pomiarami VCL mierzonymi przy pierwszym kryciu, a wartoscig cech rozptodowych
w kolejnych miotach, niejednoznacznie wskazujg na zwigzek miedzy tymi cechami. W wyzszym
stopniu mozna przewidywac wzrost liczebnosci miotdw u ras ztotnickiej biatej i ztotnickiej pstrej
niz u ras wbp, pbz i mieszancodw F1. Analiza zaleznosci pomiedzy pomiarami VCL a pomiarami
morfometrycznymi uktadu rozrodczego loch wykazata mozliwo$¢ zwiekszenia masy i pojemno-
$ci macicy na drodze selekcji w kierunku wzrostu dtugosci VCL.

Analizowane grupy rasowe (wbp, pbz, mieszance F1 — ztotnicka biata, ztotnicka pstra —
Danbred) réznity sie pod wzgledem frekwenciji genotypdw i alleli poszczegdlnych mutacii ge-
néw. Wykazano brak réwnowagi Hardy'ego-Weinberga dla niektérych mutacji analizowanych
gendw dla grup rasowych wbp, pbz, mieszahcw F1 i Danbred, co mogto by¢ spowodowane
dtugotrwatqg selekcjg na cechy produkcyjne. Dla ras ztotnicka biata i ztotnicka pstra, nalezg-
cych do rezerwy genetycznej, nie stwierdzono odstepstw od prawa Hardy'ego-Weinberga.
Analiza wptywu polimorfizmu mutaciji badanych gendw na cechy zwigzane z liczebnosciq
miotu loch ras wbp, pbzi mieszancdw F1 wykazata jedynie statystyczne wysoko istotne i istotne
réznice dla mutacji HOXAT0 g.45398714C>G w liczbie prosigt urodzonych ogdtem izywo
(CG>CC; P<0,05) oraz dla WNTI0A g.303C>T w liczbie prosigt urodzonych ogdtem i liczbie pro-
sigt martwo urodzonych (CC>CT; P<0,01). Ponadto, dla mutacji genu HOXA11 g.3786A>G
stwierdzono wysoko istotnhe réznice w pomiarach dtugoséci VCL pomiedzy lochami o réznych
genotypach (AG>AA i GG; P<0,01), jak réwniez dla mutacji gendw HOXA11 g.3786A>G,
HOXAT10 g.45398767G>A, WNT5A g.605G>A dla wieku pierwszego oproszenia (odpowiednio:
AA>AG; AA>GG; AG i GG>AA; P<0,05). Jednak statystycznie nieistotne wartosci wspotczynni-
kéw korelaciji Spearmana nie potwierdzity zwigzku pomiedzy polimorfizmem analizowanych
gendw a cechami rozptodowymi.

W rasach ztotnickiej biatej i ztotnickiej pstrej wptyw na liczbe prosigt urodzonych ogdtem
stwierdzono w przypadku polimorfizmu gendw w locus HOXAT1 g.3786A>G (AA i GG>AG;
P<0,01), HOXA10 g.45398502C>A (CC>AA; P<0,01), HOXAT0 g.45398508 _453% 8509 delinsCC
(del/ins>ins/ins; P<0,01), HOXA10 g.45398714C>G (CG>GG; P<0,01), HOXA10 g.45398767G>A
(GG>AA i AG; P<0,01, P<0,05), natomiast na liczbe prosigt zywo urodzonych znaczgcy wptyw

53



Zakiady Naukowe

miaty mutacje w locus WNTT10A g.303C>T (CC, CT>TT; P<0,01, P<0,05), HO XA11 g.3786A>G (AA
i GG>AG; P<0,05), HOXA10 g.45398508_45398509delinsCC (del/ins>ins/ins; P<0,05), HOXA10
9.45398767G>A (GG>AA; P<0,05) i WNTI10A g.303C>T (CC>TT; P<0,05), a na dtugo$¢ VCL mu-
facje w locus HOXATO g.45398508_45398509delinsCC (del/ins>ins/ins; P<0,01), HOXAIO
9.45398767G>A (GG>AA; P<0,05) i WNT10A g.303C>T (CC, TT>CT; P<0,01). Dla wiekszosci poli-
morfizmdw tych gendw stwierdzono istotne zaleznosci z powyzszymi cechami (od r$=0,190993
do -0,296278; P<0,05). Dla loch ras rodzimych wykazano ponadto wptyw niektérych analizo-
wanych polimorfizmdw na liczbe loszek urodzonych w miocie, liczbe prosigt martwo urodzo-
nych i dtugosci cigzy.

Dla $wih Danbred stwierdzono jedynie statystyczne istotne réznice dla liczby prosigt zywo
urodzonych w miocie w przypadku polimorfizmu w locus genu HOXAT0 g.45398502C>A (AA,
CC>AC; P<0,01), HOXA10 g.45398767G>A (GG, AA>AG; P<0,05) i WNT7A g.6270A>G (GG>AA;
P<0,01) oraz dla liczby prosigt martwo urodzonych w przypadku mutacji WNT5A g.605G>A
(AA>AG, GG; P<0,01). Jednak oszacowane wspdtczynniki korelacji Spearmana wykazaty brak
statystycznie istotnych zaleznosci pomiedzy polimorfizmem analizowanych gendw a cechami
rozptodowymi.

Przeprowadzona analiza statystyczna oraz oszacowane wspdtczynniki korelaciji nie wy-
kazaty wptywu analizowanych polimorfizméw gendw na dtugos¢ VCL oraz pomiary morfome-
tryczne narzgddw rozrodczych, z wyjatkiem mutacji HOXAT1 g.3786A>G, ktéra miata istotny
wptyw na dtugos¢ rogu lewego macicy oraz polimorfizmu w locus WNTI0A g.303C>T maja-
cego istotny wptyw na masg catego uktadu rozrodczego (macica, pochwa, wiezadto, jajo-
wody i jajniki) oraz mase macicy z jajnikami (odpowiednio: rs=0,220212 i rs=0,191316; P<0,05).

(Fot. M. Gamon)

Wyniki - 2. cel szczegétowy

Na podstawie uzyskanych wynikdw badah mozna stwierdzi¢, ze analizowana grupa loch
rasy wbp i pbz cechowata sie podobng wydajnoscig mleczng. Wydajno$é mleczna tych loch
byta zalezna przede wszystkim od liczby prosigt urodzonych i kolejnej laktacii.

Analizujgc wptyw zawartoséci poszczegdinych sktadnikdw w siarze, w laktaciji drugiej loch,
na mase ciata odchowywanych prosigt wykazano, ze zawartos¢ ttuszczu, biatka i suchej masy
w siarze nie miata istotnego wptywu na zmiany masy ciata odchowywanych prosigt, ani na
zmiany masy miotu w kolejnych tygodniach laktacji. Jednie w przypadku zawartosci laktozy
wykazano, ze lochy produkujgce siare o najmniejszej zawartosci laktozy (do 0,42% — grupa 1)
odchowaty do 14. dnia laktacji prosieta o 0.41 kg wieksze] masie w porédwnaniu do prosigt
karmionych przez lochy produkujgce siare bogatg w laktoze (powyzej 2,04% — grupa 3 -
P=0,05). Wynik ten zostat potwierdzony w przypadku loch odchowujgcych prosieta w ciggu
frzech cykli reprodukcyjnych.
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Z kolei, analizujgc wptyw wybranych polimorfizméw gendw na sktad siary i mleka loch
ras matecznych oraz na wyniki odchowu prosigt w drugiej laktacji wykazano, ze zidentyfiko-
wane mutacje w locus gendw B4GATLIT, INSR i mutacja cicha w genie HSD11B2 miaty istotny
wptyw na zawartos¢ sktadnikéw siarze i mleku oraz na wyniki odchowu prosigt w czasie 21-
dniowej laktacii. Lochy o genotypie BAGATLIGG w poréwnaniu do loch o genotypie AA pro-
dukowaty w kolejnych dniach laktacji siare i mleko istotnie ubozsze w laktoze. Prosieta kar-
mione przez lochy AA byty w 21. dniu zycia lzejsze od prosigt pochodzgcych od loch o geno-
typie AG i GG 0 0,3 kg. W przypadku polimorfizmu w genie INSR wykazano, ze lochy posiada-
jace w swym genotypie allel C genu INSR (INSREC i INSRCT) w poréwnaniu do osobnikow o ge-
notypie INSRT produkowaty siare o wiekszej zawartosci ttuszczu oraz mleko w 7.1 14. dniu laktacii
o istotnie mniejszej zawartosci laktozy. Prosieta pochodzgce od loch o genotypie CCi CTw 21.
dniu zycia byty ciezsze od prosigt karmionych przez lochy o genotypie TT o odpowiednio 0,36
kg (P>0,05) 10,38 kg (P<0,05). W przypadku mutacji cichejw genie HSD11B2 (rs326322123), lochy
o genotypie HSD11B2¢¢, w pordwnaniu do loch o genotypach TC i TT, produkowaty siare
o istotnie nizszej zawartosci ttuszczu, jednak w mleku tych loch w catej laktacji zawarto$é ttusz-
czu oraz suchej masy byta istotnie wyzsza. Miot odchowywany przy lochach o genotypie
HSD11B2¢< uzyskat istotnie nizszg mase ciata w 21. dniu zycia o 5,22 kg (P<0,05), anizeli miot
odchowywany przez lochy o genotypie HSD11B2T. W przypadku pozostatych analizowanych
mutacji w genach GH, PGR i mutacji zmiany sensu w genie HSD11B2 (rs343355675) nie stwier-
dzono statystycznie istothego wptywu tych polimorfizmdéw na przyrosty masy ciata prosigt
w czasie 21-dniowej laktacji.

Okreslono wptyw tgcznego oddziatywania polimorfizmdw gendw o najwiekszym efekcie
(HSD11B2/B4GATL1/INSR) na zawarto$¢ poszczegdlnych sktadnikdw siary, mleka i zmiany masy
ciata prosigt ssgcych. Wykazano, ze siara loch posiadajgcych w swym genotypie allele
TT/GG/CC tych gendw (grupa 5), w porédwnaniu do siary pozostatych loch, cechowata sie
najnizszg zawartosciq laktozy oraz najwiekszg zawartoscig biatka oraz suchej masy. W przy-
padku sktadu mleka z catej laktacji stwierdzono, ze lochy z grupy 5 produkowaty mleko o naj-
wiekszej zawartosci biatka i najmniejszej zawartoscilaktozy (P<0,05). W efekcie, prosieta odcho-
wywane przezlochy z grupy 5, w pordwnaniu do pozostatych prosigt, uzyskaty najwiekszg mase
ciataw 7., 14.i21. dniu zycia.

Podsumowanie

Uzyskane wyniki badan mogqg zosta¢ wykorzystane w praktyce hodowlanej. Wyniki ba-
dan 1. celu szczegdtowego sugerujq, ze selekcja loszek w kierunku zwiekszenia dtugosci VCL
przyczyni sie do zwiekszenia masy i pojemnosci macicy loch, czyli czynnikdw potencijalnie zwig-
zanych z przezywalnoscig zarodkéw i tym samym wielko$cig miotéw. Przeprowadzone bada-
nia wykazaty rowniez wiekszg mozliwosé przewidywania liczebnosci miotdw na podstawie po-
miaréw VCL oraz wiekszy wptyw niektérych polimorfizmdw analizowanych mutacji gendw
HOXA10, HOXAT1, WNTI0A, WNT7A i WNT5A na cechy zwigzane z rozrodem u $win ras ztotnic-
kiej biateji ztotnickiej pstrej, niz u ras wbp, pbz czy Danbred. Na podstawie uzyskanych wynikéw
nie mozna natomiast poleci¢ badanych mutacii, jako markerdw genetycznych dla cech zwig-
zanych z pomiarami morfometrycznymi narzgddw rozrodczych.

Kontrola sktadu siary (2. cel szczegdtowy) w kierunku zawartosci laktozy w pierwszej go-
dzinie po porodzie moze by¢ pomocnym narzedziem w diagnostyce przyczyn stabszego wzro-
stu prosigt w czasie odchowu do 7. dnia zycia. Wskaznik ten moze by¢ wykorzystany do wcze-
snego okreslenia warto$ci matczynejloch i wynikdw odchowywanych przez nie prosigt w danej
laktaciji. Wykorzystanie wynikdw identyfikacji polimorfizmdw genu B4GATLI, INSR i mutacii ci-
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chejw genie HSD11B2 u mtodych loszek hodowlanych, tj. pozostawienie w hodowli samic o ge-
notypie B4GATLIGCGINSRCC i HSD11B2™, ktére w warunkach umozliwiajgcych ujawnienie sie ich
potencjatu genetycznego bedq bardzo dobrze odchowywad prosieta, przyczyni sie do zwiek-
szenia postepu hodowlanego w uzytkowosci rozptodowej, w szczegdlnosci w odchowie prosigt
pochodzgcych z licznych miotdw.

Zadanie 04-11-02-11
Rewitalizacja linii 990. Utworzenie stada prarodzicielskiego syntetycznej linii swir
Z wykorzystaniem osiggnie¢ biologii molekularnej oraz opracowanie zatozen
programu hodowlanego
Kierownik zadania: dr hab. Mirostaw Tyra, prof. IZ PIB

Celem prowadzonych badan jest wytypowanie w obrebie linii 990, przy wspdtudziale metod
hodowlanych wspomaganych wynikami genetyki molekularnej, subpopulaciji zwierzat i proby
utworzenia na tej podstawie stada prarodzicielskiego nowo tworzonej linii hodowlanej Swin
o podwyzszonych parametrach uzytkowych (zaréwno tucznych, rzeznych, jak i zwigzanych
z efektywnoscig wykorzystania paszy) w stosunku do aktualnej populacii.

Realizacja celu poprzez:

— opracowanie ptytki SNP PigOpenArray dedykowanej do wykorzystania w selekcji trzody
chlewnej,

— analize populaciji swin linii 990 pod kgtem mozliwosci wyodrebnienia nowej linii rodzicielskie]
0 podwyzszonej uzytkowosci (ocene zinbredowania, réznice selekcyjne pomiedzy typowa-
nym stadem prarodzicielskim a catg populacjg, ocene mozliwosci uzyskania wysokiego po-
stepu hodowlanego zrealizowanego).

Ptytka SNP PigOpenArray zostanie zaprojektowana tak, aby mogta zawiera¢ dedyko-
wany, unikalny zestaw sond i starteréw dla kazdego z okoto 60 gendw (polimorfizmdw) warun-
kujgcych cechy wazne z punktu widzenia hodowlanego i ekonomicznego. Zestaw uwzgled-
nionych na ptytce selekcyjnej gendw bedzie opracowany w oparciu o wczesniejsze analizy
i eksperymenty przeprowadzone w Instytucie Zootechniki PIB jak rowniez geny, ktérych istotny
wptyw na cechy zostat opisany w literaturze (takie, jak: RYR1, IGF2, MC4R).

Efekty naukowe i praktyczne

Ptytka SNP PigOpenArray zostanie zaprojektowana tak, aby mogta zawiera¢ dedyko-
wany panel okoto 60 gendw (polimorfizmdw), warunkujgcych cechy wazne z punktu widzenia
hodowlanego i ekonomicznego (tempo wzrostu, efektywnose wykorzystania paszy, miesnos$c
tuszy). Zestaw uwzglednionych na ptytce selekcyjnej gendw zostanie opracowany w oparciu
o wczesniejsze analizy i eksperymenty przeprowadzone w Instytucie Zootechniki PIB, ktdre po-
legaty na wytypowaniu gendw kandydujgcych, zwigzanych z cechami uzytkowymi trzody
chlewnej. Do panelu zostang rowniez wtgczone geny takie, jak gen RYR1, IGF2 czy MCA4R, kt6-
rych istotny wptyw na cechy zostat opisany w literaturze. Na podstawie zebranych informaciji
zostanie zaprojektowana ptytka typu OpenArray®, zawierajgca unikalny zestaw sond i starte-
réw dla kazdego z analizowanych 60 polimorfizmdw. Analiza SNP na ptytce typu TagMan Ge-
notyping OpenArray® umozliwi jednoczesng analize 60 polimorfizmdw dla kazdego badanego
osobnika.
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Elementem badan bedzie tez wytypowanie zwierzgt prezentujgcych wysoki i niski poziom
wybranych, istotnych cech produkcyjnych i poddanie ich materiatu genetycznego genotypo-
waniu z wykorzystaniem PorcineSNP60 v2 Genotyping BeadChip (lllumina). Dzieki temu wyty-
powane zostang SNP o duzym efekcie, w oparciu o analize mikromacierzowq i genomowq
(GWAS). Otrzymane wyniki frekwencji poszczegdlnych alleli zestawione zostang z parametrami
uzytkowosci tucznej, rzeznej oraz z jakoscig miesa. Pozwoli to na wytypowanie najbardziej ko-
rzystnego z punktu widzenia hodowli uktadu alleli, zwigzanego z poziomem wybranych cech
produkcyjnych. Taka informacja zostanie wykorzystana do opracowania ostatecznej wersji pa-
nelu PigOpenArray, z uwzglednieniem nowych i wykluczeniem wczesniej uwzglednionych SNP
o najmniegjszym efekcie. Efektem ostatecznym bedzie ztozenie wniosku patentowego dla tak
przygotowanego panelu selekcyjnego pod roboczg nazwg PigOpenArray. Zostanie rowniez
przeprowadzona ocenda mozliwosci wyodrebnienia stada prarodzicielskiego dla nowej linii
zwierzgt o podwyzszonych parametrach dla wybranych cech produkcyjnych. Analizg tg ob-
jeta bedzie populacja zwierzgt linii 990. Prowadzone badania dotyczy¢ bedq wielu cech uzyt-
kowych (zaréwno tucznych, rzeznych, jak i zwigzanych z efektywnosciq wykorzystania paszy)
i bedq zawieraty ocene zinbredowania, réznice selekcyjne pomiedzy stadem prarodzicielskim
a catg populacjqg linii 990, ocene mozliwosci uzyskania wysokiego postepu hodowlanego zre-
alizowanego, opracowanie progdéw hodowlanych dla kandydatéw do stada prarodziciel-
skiego nowej linii. Analizy te bedqg podstawqg do podjecia decyzji hodowlanych, majgcych na
celu wyodrebnienie zwierzgt stanowigcych trzon nowo tworzonej linii hodowlanej $win o pod-
wyzszonych parametrach uzytkowych.

Syntetyczne omoéwienie uzyskanych wynikéw badan w etapie

Wszystkie badania bedg wykonane na zwierzetach linii 990. Na podstawie analiz oceny
przyzyciowej i danych rodowodowych typowane zostaty mioty, z ktérych po dwie loszki trafiaty
do oceny stacyjnej. Zwierzeta na stacjach utrzymywane byty w kojcach indywidualnych. 7y-
wienie bedzie sie odbywato w systemie ad libitum drobno granulowang mieszankg o znanym
i statym sktadzie zadawang z automatéw. llo$¢ pobieranej paszy byta $ciSle kontrolowana. Po-
zostate warunki utrzymania i postepowania ze zwierzetami byty zgodne z dotychczasowg me-
todykg oceny w stacjach konfroli.

Systematycznie, w miare naptywu nowych sztuk zwierzgt do stacji kontroli, w czasie kon-
troli jak réwniez po uboju zwierzgt, przy masie ciata 120 kg oraz dysekciji, od kazdej sztuki kolek-
cjonowane byty dane odnosnie nastepujgcych cech uzytkowych:

—  Dane z tuczu: przyrost dzienny w tescie (30-100 kg), zuzycie paszy w czasie testu (kg), zuzy-
cie paszy na kilogram przyrostu (kg), dzienne pobranie paszy (kg), wiek w dniu uboju (dni),
ilo§¢ dni tuczu kontrolnego od 30 do 100 kg (dni).

- Dane zdysekcji (cechy umigsnienia i ottuszczenia): wydajnosc¢ rzezna (%), masa poledwicy
(kg), masa szynki zadniej (kg), masa szynki wtasciwej (kg), grubosc miesnia najdtuzszego
grzbietu (cm), szeroko$¢ oka poledwicy (cm), wysokos¢ oka poledwicy (cm), powierzch-
nia oka poledwicy (cm?), procent miesa w wyrebach podstawowych (%), procent miesa
w tuszy (%), masy miesa wyrebdéw podstawowych (kg), grubos¢ stoniny nad topatkg (cm),
grubos¢ stoniny na grzbiecie (cm), grubos¢ stoniny na krzyzu | (cm), grubosé stoniny na
krzyzu Il (cm), grubos¢ stoniny na krzyzu lil (cm), srednia grubo$¢ stoniny z 5 pomiardw (cm),
grubos$¢ stoniny w punkcie C1 (cm), grubosc¢ stoniny w punkcie K1 (cm).

— Dane o jakosci miesa (dotyczgce pomiaréw): odczynu pH najdtuzszego grzbietu 45 min.
po uboju, odczynu pH najdtuzszego grzbietu 24 godz. po uboju, wodochtonno$¢ miesa,
barwy miesa — paramefr L, barwy miesa — parametr a, barwy miesa — parametr b, zawar-
tosci ttuszczu srédmiesniowego w poledwicy IMF (%).
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Od wszystkich osobnikéw konczgcych ocene stacyjng pobierany byt materiat biolo-
giczny, niezbedny do analiz genetycznych (miesien najdtuzszy grzbietu, stonina grzbietowa,
podwzgdrze, zotqdek), zgodnie z opracowanqg procedurq. Ponadto z bazy materiatu gene-
tycznego (archiwalnego) wytypowano 900 osobnikdw Linii 990, ktére ukonczyty ocene sta-
cyjng w latach 2007-2016. Wytypowany materiat biologiczny zostat poddany izolacji DNA,
a nastepnie rozpoczeto pierwszg cze$¢ genotypowania (na materiale archiwalnym) z wyko-
rzystaniem opracowanego panelu PigOpenArray.

W tym celu, na podstawie danych literaturowych i wynikéw wtasnych, wytypowano pa-
nel gendéw dla cech uzytkowosci rzezneji tucznej. Geny te, to: RYR1, IGF2, MC4R, FABP3, LEPR,
LEP, POUTF1, GHRH, GH1, CAST, PECR, ALDH3A2, PLA2G12A, MYOMI1, ATGL, CTSB, CSTB, CTSD,
CTSF, PLCD4, FN1, PNKD, VIL1, TNS1, OBSL1, CAPN1, TACC2, TBX2, SETD2, MTTP, MARCH4, GHRL,
GHRL, SRFBP1, GPI, CYTH2, FABP3P2, EGF, CYB5R1, C9H11orf1, MYO18B, XIRP1, GNAS, GGA,
CAST, FADST1, LDHA, LIMK1, PVALB, ACOX3, GPAT3, SCD, FASN, ACACA, PRL, POMC, PIK3R1,
GAB1. Tak uzyskane dane oraz dane pozyskane ze staciji kontroli bedqg w pdzZniejszych etapach
podstawqg da analiz asocjacyjnych. Bedq tez wykorzystane do dalszych analiz, stuzgcych usta-
leniu progdw selekcyjnych dla osobnikdw stanowigcych grupe prarodzicielskg nowej linii wy-
sokoprodukcyjne;j.

Zaktad Hodowli Drobiu

Kierownik: dr hab. Katarzyna Pottowicz, prof. IZ PIB

Zadanie 01-12-01-21
Wptyw ekspresji gendw FADS1, FADS2, ELOVL2 i ELOVL5 na jakos¢ miesa kurczqt brojlerow
w zaleznosci od sposobu zywienia i dtugosci stosowania mieszanek paszowych
wzbogaconych w wielonienasycone kwasy ftuszczowe
Kierownik zadania: dr hab. Katarzyna Pottowicz, prof. IZ PIB

Celem zadania byto okreslenie zwigzku miedzy oznaczonym poziomem transkryptu dla gendw
kodujgcych wybrane elongazy (ELOVL2 i ELOVLS5) i desaturazy (FADS1 i FADS2) kwasdw ttusz-
czowych a profilem kwasdw ttuszczowych oraz jakosciqg miesa kurczgt, w zaleznosci od spo-
sobu zywienia i dtugosci stosowania mieszanek paszowych wzbogaconych w wielonienasy-
cone kwasy ftuszczowe.

Materiat do$wiadczalny stanowity kurczeta brojlery linii Ross308. Piskleta zostaty wylezone
w komercyjnym zaktadzie wylegu drobiu z jaj pozyskanych z wybranej fermy rodzicielskiej. Jed-
nodniowe, seksowane i oznaczone indywidualnymi numerami piskleta (kogutki) przydzielono
losowo do 4 grup zywieniowych. Ptaki umieszczono w przedziatach na gtebokiej scidtce i od-
chowano w optymalnych warunkach srodowiskowych do 42. dnia zycia. We wszystkich gru-
pach kurczeta zywiono do woli petnoporcjowymi mieszankami paszowymi starter, grower i fini-
szer o takiej samej recepturze, ale roznigecymi sie zrédtem ttuszczu. W mieszankach dla kurczgt
grupy | zrédtem ttuszczu byt wytgceznie té] wotowy, natomiast ptaki z grupy I, Il IV od 15. dnia
ZycCia zywiono mieszankami wzbogaconymi w wielonienasycone kwasy ftuszczowe z rodziny n-
3 pochodzgce z oleju Inianego (Tab. 1). Grupa Il ofrzymywata mieszanki z olejem Inianym przez
2 tygodnie, grupa lll przez 3 tygodnie, a grupa IV przez 4 tygodnie odchowu. Poza tym czasem
kurczeta z grup lI-lll zywiono tak, jok ptaki z grupy .
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Tab. 1. Harmonogram zywienia kurczat

dni GRUPA

| Il 1l \%
0-7 6] wotowy
8-14
15-21 6] wotowy olej Iniany olej Iniany olej Iniany
22-28 6] wotowy olej Iniany olej Iniany olej Iniany
29-35 6] wotowy t6j wotowy olej Iniany olej Iniany
36-42 6] wotowy t6j wotowy t6j wotowy olej Iniany

Do oceny jakosci tuszki i miesa wybrano 35-dniowe i 42-dniowe kurczeta. Podczas uboju
pobrano od kurczgt krew w celu oznaczenia wskaznikdw lipidowych (tréjglicerydy, cholesterol
catkowity, cholesterol we frakcji HDL i LDL). W pobranych przy uboju prébkach watroby i miesni
wykonano analize ekspresji gendw kodujgcych elongazy 2 i 5 kwasdw ttuszczowych (ELOVL2
i ELOVLS) oraz delta-5 i delta-6 desaturaze kwasdw ttuszczowych (FADST i FADS2). W 15. minu-
cie po uboju okreslono kwasowo$E miesni piersiowych przy pomocy pH-metru CyberScan10,
wyposazonego w szklang elekirode do badania pH miesa. Pomiar kwasowosci miesa powté-
rzono po 24-godzinnym schtodzeniu tuszek w temperaturze +4°C. Przeprowadzono analize
rzezng kurczgt. Wypreparowane miesnie piersiowe oceniono pod wzgledem: barwy (CIE,
L*a*b*), wycieku swobodnego (24 h i 48 h), strat po rozmrozeniu i strat termicznych. Miesnie
piersiowe kurczgt poddano ocenie parametrow tekstury (TPA) isity ciecia (Warner-Bratzler) przy
pomocy aparatu Instron 5542. Ponadto, miesnie piersiowe zostaty poddane ocenie sensorycz-
nej oraz oznaczono ich podstawowy sktad chemiczny: sucha masa, biatko ogdine, ttuszcz su-
rowy, popiét surowy, a takze zawartos¢ cholesterolu i profil wyzszych kwasdw ttuszczowych
w ttuszczu miesniowym. Przeprowadzono réwniez analizy sktadu chemicznego oraz profilu wyz-
szych kwasdw ttuszczowych paszy. Uzyskane wyniki zweryfikowano statystycznie przy pomocy
programu Statistica 13.

Stwierdzono wptyw rodzaju ttuszczu w paszy na ekspresje genu ELOVL2 w miesniach pier-
siowych 35-dniowych ptakdéw, a takze na poziom transkryptu gendw FADSI, FADS2 i ELOVLS
w miesniach piersiowych oraz ELOVL2 i ELOVLS5 w wgtrobie 42-dniowych kurczgt. Badania po-
twierdzity wptyw ekspresji tych gendw na profil kwasdw ttuszczowych w lipidach miesni piersio-
wych, zwtaszcza kwasu a-linolenowego (ALA), eikozopentaenowego (EPA) oraz sumy wielo-
nienasyconych kwasdw ttuszczowych z rodziny n-3, a takze wskazaty na obecnoé¢ dodatko-
wego czynnika — wieku kurczat, ktéry moze wptywaé na poziom ekspresji gendw w miesniach
piersiowych.

Rodzaj zastosowanego ttuszczu (td) wotowy lub olej Iniany) w mieszankach paszowych
miat istotny wptyw na wskazniki lipidowe krwi, mase ciata, jakos$¢ tuszkii miesa, sktad chemiczny
i stabilno$¢ oksydacyjng miesa, a przede wszystkim na profil kwasdw ttuszczowych lipiddw mie-
$ni piersiowych, zwtaszcza na zawartos¢ kwasdw: a-linolenowego (ALA), eikozopentaeno-
wego (EPA) i dokozaheksaenowego. Wptyw ten zalezat od dtugosci stosowania mieszanek
paszowych wzbogaconych w wielonienasycone kwasy ftuszczowe z rodziny n-3.

Wraz z wydtuzaniem podawania kurczetom paszy z olejem Inianym, istotnie zwiekszyt sie
udziat wielonienasyconych kwasdw ttuszczowych z rodziny n-3 w miesie drobiowym i korzystnie
zawezit stosunek wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych (PUFA) z rodziny n-6 do PUFA n-3.

Wyniki badan wskazujq, ze stosunek w PUFA n-6/n-3 moze by¢ z powodzeniem zmodyfi-
kowany do osiggniecia rekomendowanych wartoéci (ponizej 4), gdy ptaki sq zywione przez
2 tygodnie (od 2. do 3. tygodnia odchowu) mieszankami paszowymi zawierajgcymi 4,8% oleju
Inianego. Dodatkowo zabieg ten istotnie poprawit profil kwaséw ttuszczowych — obserwowano
istotny wzrost zawartosci kwasdéw eikozopentaenowego (EPA) i dokozaheksaenowego (DHA)
w miesie bez pogorszenia jego smaku, zapachu oraz innych cech jakosciowych.
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Do dalszego wzrostu zawartosci kwasu EPA w lipidach miesni piersiowych oraz obnizania
n-6/n-3 PUFA do wartosci blisko 1, kurczeta mogg by¢ zywione paszqg z olejem Inianym 1 tydzieh
dtuzej, lecz zabieg ten nie przyczynit sie do zwiekszenia zawarto$ci kwasu DHA w miesie.

Stosowanie w mieszankach paszowych oleju Inianego przez 4 tygodnie obnizyto n-6/n-3
PUFA do wartosci 0,7 i przyczynito sie do wzrostu zawarto$ci kwasu EPA, bez zmiany zawartosci
kwasu DHA w miesniach 42-dniowych, istotnego obnizenia masy ciata kurczgt, wzrostu ottusz-
czenia tuszek, pogorszenia jakosci sensorycznej (smak, zapach, wyglad ogdlny) i statusu oksy-
dacyjnego miesa. Mieso tych ptakdw byto bardziej kruche, charakteryzowato sie lepszg war-
tosScig odzywczq oraz mniejszymi stratami na skutek schtadzania, gotowania oraz mrozenia.

Wyniki badan wykazaty, ze dtuzsze podawanie oleju Inianego zwiekszyto liniowo zawar-
tos¢ dtugotancuchowych kwasdw ttuszczowych n-3 w mieéniach piersiowych 42-dniowych
kurczat brojlerow, natomiast najwiekszg ekspresje gendw FADSI, FADS2 i ELOVL2 zaobserwo-
wano w miesniach kurczgt, ktére otrzymywaty olej Iniany przez 3 tygodnie.

Wydaije sie wiec, ze dtuzsze spozycie oleju Inianego (4 tygodnie) zmniejsza ekspresje tych
gendw, ktére biorg udziat w syntezie dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych, chociaz po-
ziom transkryptu tych gendw jest nadal znaczgco wysoki. Moze by¢ to spowodowane tym, ze
kurczeta majg ograniczong zdolno$¢ do spozytkowania dostarczonych w paszy dtugotancu-
chowych wielonienasyconych kwasdéw ttuszczowych lub ich zapotrzebowanie na te kwasy nie
jest az tak duze, stqd dtuzsze spozywanie paszy z olejem Inianym moze powodowacé obnizenie
ekspresji tych gendw. Powyzsza teze mogqg potwierdzac zwiekszajgca sie ilo$¢ kwasu EPA w i-
pidach miesni wraz z dtugosciq podawania mieszanki paszowej z olejem Inianym przy utrzymu-
jgcym sie poziomie kwasu DHA.

Zadanie 01-12-04-11
Technopatie i stereotypie w aspekcie dobrostanu zwierzgt gospodarskich
Kierownik zadania: dr inz. Iwona Skomorucha

W ramach zadania zrealizowano cztery doswiadczenia, z ktérych celem pierwszego byto okre-
Slenie wptywu wielkosci stadka i systemu odchowu na wystepowanie stereotypii i technopatii,
a takze rozwdj uktadu kostnego kur niesnych. Materiat do$wiadczalny stanowito 641 sztuk kur
niesnych Hy-Line, ktdre przydzielono do 4 grup doswiadczalnych. W grupie | i ll kury niesne od-
chowywano w baterii klatek wzbogaconych (750 cm?/kure) i odpowiednio matym i duzym
stadku. W grupach llli IV kury niesne utrzymywano na scidtce (9 kur/1m?2) i réwniez odpowiednio
w matym i duzym stadku. Podczas doswiadczenia zbierano wyniki produkcyjne ptakdw, oce-
niano stan kohczyn i upierzenia oraz wyglgd dziobdw ptakdw. Przeprowadzono takze pomiary
wypreparowanych kosci konczyn, a takze okre$lono w nich zawarto$¢ wapnia, fosforu i po-
piotu. Pobrano rowniez krew, w ktérej oznaczono wskazniki stresu, kosciotworzenia oraz resorp-
cji kosci, a takze poziom hormondw ptciowych. Przeprowadzono takze obserwacje behawio-
ralne.

Zebrane wyniki opracowano statystycznie. System odchowu i interakcja czynnikéw do-
Swiadczalnych miata wptyw na wyniki produkcyjne kur nieSnych Hy-Line. System utrzymania
miat rowniez niewielki wptyw na wskazniki morfometryczne kosci w 64. tygodniu doswiadcze-
nia. Wielko$¢ stada miata jedynie wptyw na spozycie i wykorzystanie paszy przez ptaki do-
Swiadczalne.
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Tab. 1. Wskazniki morfometryczne kosci w é4. tygodniu odchowu kur niesnych Hy-Line

Wyszczegdlnienie Grupa SEM System Stadko AxB
klatki scidtka odch. (B)
Mate Duze Mate Duze (A)
stadko stadko stadko stadko
Ko$¢ ramienia
Masa kosci(g) 5,45 5,66 6,27 6,06 0,21 NS NS NS
Dtugo$¢ (mm) 79.96 79.58 81,42 81,45 0,38 <0,05 NS NS
Szeroko$¢ (mm) 6,54 6,52 6,57 6,26 0,07 NS NS NS
Objetos¢ (g/cmd) 6,03 5,88 6,78 6,11 0,19 NS NS NS
Indeks 68,11 70,84 76,83 74,26 2,32 NS NS NS
Ko$¢ udowa
Masa kosci (g) 9.75 11,05 11,37 11,11 0,31 NS NS NS
Dtugo$¢ (mm) 87,01 87,08 89,43 88,64 0,54 NS NS NS
Szeroko$¢ (mm) 8,05 8,15 7.83 8,04 0,07 NS NS NS
Objetos¢ (g/cmd) 8,79 8,92 9,43 9,71 0,16 <0,05 NS NS
Indeks 120,24 126,53 126,81 125,21 1,84 NS NS NS
Kos¢ piszczelowa
Masa kosci (g) 12,67 13,35 14,00 13,38 0,24 NS NS NS
Dtugos¢ (mm) 121,96 122,06 124,76 125,29 0,68 <0,05 NS NS
Szeroko$¢ (mm) 726 b 7,79 Aa 7.31b 7,06 B 0,09 <0,05 NS <0,01
Objetos¢ (g/cmd) 11,40 10,93 11,36 11,64 0,17 NS NS NS
Indeks 103,84 107.87 111,97 107.39 1,58 NS NS NS

a, b — warto$ci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie istotnie (p<0,05).
A, B — wartoéci w wierszach oznaczone réznymi literami roznig sie statystycznie wysoce istotnie (p<0,01).

Celem doéwiadczenia drugiego byto okreslenie wptywu rasy kur oraz wielkosci stada na
wystepowanie technopatii i stereotypii.

Materiat doswiadczalny stanowity kury rodzimych ras: Leghorn oraz Sussex w ilosci
252 sztuki, ktére przydzielono do 4 grup doswiadczalnych. W grupach |i Il odchowywano kury
rasy rodzimej Sussex odpowiednio w matym i duzym stadku, natomiast w grupach Il i IV utrzy-
mywano kury rasy rodzimej Leghorn, takze odpowiednio w matym i duzym stadku. Ptaki w gru-
pach utrzymywano w systemie Sciotowym bezwybiegowym o obsadzie 9 sztuk/m?2i zywiono do
woli standardowymi mieszankami paszowymi. Podczas doswiadczenia zbierano wyniki produk-
cyjne ptakdw, oceniano stan kohczyn i upierzenia oraz wyglgd dziobdw ptakdw. Przeprowa-
dzono takze pomiary wypreparowanych kosci kohczyn, a takze okreslono w nich zawartos$é
wapnia, fosforu i popiotu. Pobrano réowniez krew, w ktérej oznaczono wskazniki stresu, koscio-
tworzenia oraz resorpcji kosci, a takze poziom hormondw ptciowych. Przeprowadzono obser-
wacje behawioralne. Zebrane wyniki opracowano statystycznie. Kury rasy Leghorn odznaczaty
sie lepszymi wynikami produkcyjnymi, ale stabszymi kos¢mi w 64. tygodniu odchowu, o czym
Swiadczy m. in. nizszy wskaznik IS w poréwnaniu z kurami rasy Sussex. Wielkos¢ stadka miata
niewielki wptyw na parametry produkcyjne kur. Nie stwierdzono wptywu tego czynnika do-
Swiadczalnego na wskazniki morfometryczne kosci. Rasa oraz wielko$¢ stada nie miaty wptywu
na poziom mineralizacji ko$ci oraz rozmaz biatokrwinkowy.
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Tab. 2. Wskazniki morfometryczne kosci w é4. tygodniu odchowu kur ras rodzimych

Wyszczegdlnienie Grupa SEM Rasa Stadko AxB
Sussex Leghorn (A) (B)
Mate Duze Mate Duze
stadko stadko stadko stadko
Kos¢ ramienia
Masa kosci(g) 5,80 5,99 4,75 519 0,19 <0,05 NS NS
Dtugo$¢ (mm) 77,76 77,71 80,88 80,95 0,57 <0,01 NS NS
Szeroko$¢ (mm) 6,32 6,58 6,27 6,17 0,06 <0,05 NS NS
Objetos¢ (g/cmd) 6,14 6,00 5,64 5,29 0.17 NS NS NS
Indeks 74,59 77,04 58,63 64,23 2,42 <0,01 NS NS
Ko$¢ udowa
Masa kosci (g) 9.95 9.70 9,33 9.23 0,24 NS NS NS
Dtugo$¢ (mm) 85,73 85,86 87.85 88,40 0,56 <0,05 NS NS
Szeroko$¢ (mm) 7.59 7.67 7.52 7.23 0,09 NS NS NS
Objetos¢ (g/cmd) 8,00 8,57 7.96 7,43 0,15 <0,05 NS NS
Indeks 115,97 119.56 105,76 104,40 1.96 <0,01 NS NS
Ko$¢ piszczelowa
Masa kosci (g) 11,58 12,06 11,05 11,19 0,31 NS NS NS
Dtugos¢ (mm) 123,30 123,76 125,69 127.77 0,80 <0,05 NS NS
Szeroko$¢ (mm) 6,16 6,45 6,18 6,20 0,07 NS NS NS
Objetos¢ (g/cmd) 9,07 9,083 8,64 8,93 0,20 NS NS NS
Indeks 93,81 97,43 a 89.74 86,36 b 1,52 <0,05 NS <0,05

a, b — wartoéci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniqg sie statystycznie istotnie (p<0,05).

W trzecim doswiadczeniu okreslano wptyw zréznicowanych warunkéw utrzymania na
wystgpienie stereotypii i technopatii u kréw mlecznych i cielgt rasy simental. Cieleta w do-
Swiadczeniu utrzymywane byty w kojcach grupowych, indywidualnych oraz budkach, nato-
miast krowy mleczne w oborze wolnostanowiskowej, na uwiezii na pastwisku. W frakcie frwania
dos$wiadczenia wykonano: obserwacje behawioralne, pobrano krew do analiz morfologicz-
nych oraz analiz hormonalnych (kortyzol, serotonina, dopamina). Stwierdzono, iz wiekszo$¢ za-
chowan stereotypowych i przeorientowanych, zaréwno u kréw jak i cielgt, nasila sie w porze
karmienia. U cielgt pierwsze tego typu zachowania wystepowaty srednio na pdt godziny przed
czasem karmienia. Samo karmienie cielgt, ktére trwato ok. 2-3 minuty, nie zaspokajato potrzeby
ssania u cielgt, dlatego pojawiaty sie zachowania przeorientowane w postaci wzajemnego
obsysania, ssania i lizania rurek oraz innych elementéw wyposazenia. W badaniach stwier-
dzono, iz wydtuzenie czasu karmienia cielgt do 5-7 minut znacznie ogranicza wystepowanie
tych zachowanh oraz skraca czas ich trwania. W pierwszym okresie odchowu stwierdzono
istotne réznice w ksztattowaniu sie parametrdw morfologicznych krwi u cielgt. Najczesciej wy-
stepujgcymi stereotypiami u kréw mlecznych byty stereotypie oralne: rolowanie jezyka, walco-
wanie, gryzienie rur i tancuchdw oraz obdajanie innych krow. Rolowanie jezyka, stwierdzono
u 1,5% krow w badanym stadzie. Zachowania tego typu stwierdzono u zwierzat utrzymywanych
na uwiezi oraz w oborze wolnostanowiskowej, natomiast na pastwisku zachowan tych nie
stwierdzono. U krow trzymanych na uwiezi stwierdzono najwiekszy odsetek zwierzgt z widocz-
nymi zewnetrznymi uszkodzeniami konczyn, najmniejszy w utrzymaniu pastwiskowym. Wyko-
nane badania morfologiczne krwi wykazaty, iz wszystkie analizowane parametry miescity sie
w granicach norm referencyjnych.

W doswiadczeniu czwartym oceniano z kolei wptyw zageszczenia obsady i materiatdéw
absorbujgcych uwage na wystepowanie technopatii i stereotypii u prosigt odsadzanych
w 28.135. dniu zycia. Realizacja doswiadczenia, przeprowadzona od stycznia do grudnia,
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obejmowata: obserwacje zachowania odsadzanych w 28. i 35. dniu prosigt, mase ciata tych
zwierzgt oraz monitoring mikroklimatu.

Tab. 3. Schemat doswiadczenia

Prosieta odsadzane w 28. dniu zycia

Rodzaj kojca Kojec rusztowy Kojec rusztowy Kojec rusztowy Kojec rusztowy
standardowy wzbogacony standardowy wzbogacony

Obsada/kojec 14 szt. 14 szt. 10 szt. 10 szt.

Prosieta odsadzane w 35. dniu zycia

Obsada/kojec | 14 szt. | 14 szt. | 10 szt. | 10 szt.

Iwierzeta utrzymywane w Srodowisku ubogim w bodzce charakteryzowaty sie nizszg ak-
tywnosciqg. U zwierzat starszych, odsadzanych w 35. dniu, utrzymywanych w kojach standardo-
wych stwierdzono najwiecej uszkodzenh skory sposrdd badanych grup zwierzat. Byty to gtdwnie
Slady walk — otarcia naskdérka, lekkie rany. Uszkodzenia te dotyczyty 90% zwierzgt utrzymywa-
nych w tym systemie. Nie odnotowano powaznych uszkodzenh uszu i ogondw u badanych zwie-
rzgt. Rany i zadrapania obserwowano gtéwnie w okolicach przedniej czesci ciata (uszy, szyja,
obrecz barkowa).

Tab. 4. Srednia masa ciata prosigt odsadzanych w 28. i 35. dniu zycia

Grupa 28. dzieh 4 tygodnie po odsadzeniu | 35. dzien 4 tygodnie po odsadzeniu
zycia zycia

14 szt./ kojec standardowy 6,8 kg 15,9 kg 8.9 kg 20,9 kg

10 szt./ kojec standardowy 7.0kg 16,3 kg 9.0 kg 21,2kg

14 szt./kojec wzbogacony 7.0kg 16,7kg 8.9 kg 21,5kg

10 szt./kojec wzbogacony 6,7 kg 16,1 kg 9.7 kg 21,9 kg

Fot. 1. Wzbogacenie kojcodw rusztowych Fot. 2. Uszkodzenia skéry na uszach prosigt

(Fot. D. Godyn) (Fot. D. Godyn)

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

Celem badan byto okreslenie wptywu dodatku do paszy mieszanki zidét o dziataniu immunosty-
mulujgcym (gr. Il) oraz kwasu askorbinowego (gr. lll) na status zdrowotny kur rasy zielonondzka
kuropatwiana (Z-11) w chowie ekologicznym.

Materiat doswiadczalny stanowity jednodniowe piskleta rasy rodzimej pochodzgce od
kur nie$nych ekologicznych, zielonondzka kuropatwiana w ogdlnej liczbie 252 sztuk. Ptaki byty
utrzymywane zgodnie z zatozeniami rolnictwa ekologicznego. W kazdej grupie doswiadczalnej
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na 10 kur niosek przypadat 1 kogut. Jaja do legdw doswiadczalnych (po 100 szt. z kazdej grupy)
zebrano w 34. tygodniu zycia kur, a nastepnie co 4 tygodnie odbywato sie kolekcjonowanie
jaj wylegowych. Podczas doswiadczenia kontrolowano wyniki produkcyjne kur Z-11, zdrowot-
no$¢ niosek (m.in. parametry biochemiczne i morfologiczne krwi) oraz jakos¢ jaj. Ponadto prze-
prowadzono ocene legdw doswiadczalnych, a takze okreSlono wartos¢ biologiczng piskigt.
Réznice pomiedzy grupami doswiadczalnymi w niesnosci jaj, liczbie jaj/nioske/dzien, liczbie
jaj/nioske/okres oraz kg jaj/nioske stwierdzono w okresie od 29. do 32. tygodnia doswiadczenia.
W tym okresie odnotowano réwniez nizsze spozycie paszy/ptaka/dzien w grupach doswiad-
czalnych w poréwnaniu z grupq kontrolng przy p<0.01. Nizsze spozycie takze w okresie 37.-40.
tydzien odchowu przy p<0,05. Przeprowadzona ocena jaj wykazata statystycznie istotne roéz-
nice w wiekszosci cech dotyczgcych jakosci skorupy jaja. Barwa skorupy jaja byta najciemniej-
sza w grupie | i statystycznie istotha w poréwnaniu z pozostatymi grupami (p<0,05). Srednia
masa skorupy wahata sie od 5,97g —gr. Il do 6,36 g — gr. lll (p<0,05) przy Sredniej gestosci skorupy
wynoszgcej od 80,81 mg/cm2 w grupie Il do 85,63 mg/cm2 w grupie Il (p<0,01). Najciezsze jaja
znosity kury z grupy Il (p<0,01). Ptaki otrzymujgce do paszy dodatek kwasu askorbinowego chao-
rakteryzowaty sie wiekszym poziomem hematokrytu w poréwnaniu z drugg grupq doswiad-
czalng przy p<0,05 oraz wiekszym poziomem leukocytdw w poréwnaniu z pozostatymi dwoma
grupami przy p<0,01.

W zwigzku z tym, ze szereg probek pobranych w trakcie realizacji doswiadczenia nadal
podlega badaniu, zestawione wyniki nie sg kompletne i nie pozwalajg na wyciggniecie jedno-
znacznych wnioskéw. Wstepnie mozna stwierdzi¢, ze dodatek mieszanki ziotowej podawanej
kurom Z-11 obnizyt spozycie paszy przy rOwnoczesnej poprawie niesnosci, piskleta pochodzgce
od tych kur charakteryzowaty sie najwiekszym udziatem woreczka zéttkowego w 1. dniu zycia
i najszybszym tempem jego resorpcji. Wzrost wartosci biologicznej pisklgt pochodzgcych od kur
zywionych paszg wzbogacong w ziota wptyngt na wyzszg mase ciata tych ptakdw w 14. dniu
zycia. Natomiast dodatek do paszy kwasu askorbinowego wptynagt korzystnie na spozycie pa-
szy, ponadto jaja pochodzgce od tych kur cechowaty sie najwyzszg masqg i najlepszg wylego-
wosciqg z jaj zaptodnionych, srednio wyzszg o ok. 3% w stosunku do jaj od certyfikowanych kur
Z-11, zywionych standardowq paszqg ekologiczng.

Tab. 1. Jakosé jaj kur rasy zé6Htondzka kuropatwiana w 34. tygodniu zycia

Wyszczegolnienie | Gpa m

Barwa skorupy (%) 60,75 a 64,35b 63,90 b

Masa jaja (g) 55,15 AB 53,11 A 57,25B 0,629
Wysoko$¢ biatka (mm) 7,45 7.79 8,04 0,129
Jednostki Haugha (JH) 87,17 89,91 90,09 0,706
Plamy krwawe (%) 0,05 0,00 0,00 0,0167
Plamy miesne (%) 0,00 0,05 0,00 0,167
Kolor zéttka (pkt) 6,50 6,25 6,55 0,158
Masa zéttka (g) 17,45 16,83 16,87 0,160
Grubos¢ skorupy (um) 0,304 0,301 0,302 0,003
Masa skorupy (g) 6,07 a 5,97 Aa 6,36 Bb 0,060
Gestos¢ skorupy mg/cm? ) 81,71 A 80,81 A 85,63 B 0,621

Indeks ksztattu (%) 74,47 a 76,87 b 76,31 ab 0,453
Wytrzymatos$e (N) 45,23 47,16 46,85 1,299

a, b — warto$ci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie istotnie (p<0,05).
A, B — wartoéci w wierszach oznaczone réznymi literami roznig sie statystycznie istotnie (p<0,01).
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Tab. 2. Wyniki analizy krwi kur niosek Z-11

Grupa
Wyszczegdlnienie | I " SEM
Hematokryt (%) 28,14 27,14 a 31,29 b 0,79
Hemoglobina (g/dl) 10,30 9.47 10,39 0.23
Erytrocyty (min/ul) 2,35 2,27 2,30 0,05
Leukocyty (tys./ ul) 17,72 A 18,49 A 20,10 B 0,32
H:L 0,30 0,33 0,31 0,03

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 istotnie (p<0,01).

Ryc. 1. Masa ciata pisklgt Z-11
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Zadanie 01-12-07-12
Badanie wptywu iniekcji in ovo witamin C i E na ksztattowanie wskaznikdw wylegowosci
i uzytkowosci gesi

Kierownik zadania: dr inz. Lidia Lewko

Celem badan byto okreslenie wptywu iniekcji in ovo réznych dawek witaminy E w okreslonych
terminach okresu embriogenezy wybranych trzech ras/rodéw gesi na ksztattowanie wskazni-
kéw wylegowosci i uzytkowosci.

Stada ptakdw, od ktérych pobrane zostaty jaja do iniekcji in ovo, utrzymywane byty
w jednakowych warunkach Srodowiskowo-zywieniowych. Wszystkie jaja doswiadczalne byty
lezone w jednym zaktadzie wylegowym. Ggsieta przeznaczone do eksperymentalnego od-
chowu utrzymywane byty w jednakowych warunkach i zywione paszami o jednakowej warto-
$ci pokarmowej, odpowiedniej dla danego okresu wzrostu.

Zgodnie z zatozong metodykq, materiatem badawczym w realizowanym zadaniu byty
jaja stad rodzicielskich trzech ras/roddw gesi: ge$ Biata Kotudzka®, ges kielecka i stowacka.
Z kazdej grupy genetycznej (rasa/réd) gesi bedgcych w jednakowym wieku pobrano jaja do
doswiadczalnejinkubaciji (3 powtdrzenia). Ogdtem, doswiadczalnejinkubacji poddano 840 jgj
gesich.

W okresie kwiecien-czerwiec iniekowano witamine E (Tocopheroli acetas, 300 j.m./ml, Vi-
tfaminum E HASCO-LEK, Wroctaw) w nastepujgcych dawkach/grupach:
1. kontrolna — nie poddana iniekcji (KO)* (40 jaj) x3 rasy/rody,

65



Zakiady Naukowe

2. kontrolna pozytywna 1 (K1) - iniekcja soli fizjologicznej (40 jaj) w 13. dniu inkubacii
x3 rasy/rody,

3. doswiadczalna 1 (D1-E15) - iniekcja witaminy E w dawce 15 mg/jajo w 13. dniu inkubacii
(40 jaj) x3 rasy/rody,

4, doswiadczalna 2 (D1-E30) — iniekcja witaminy E w dawce 30 mg/jajo w 13. dniu inkubaciji
(40 jaj) x3 rasy/rody,

5. konfrolna pozytywna 2 (K2) - iniekcja soli fiziologicznej (40 jaj) w 20. dniu inkubacji
x3 rasy/rody,

6. doswiadczalna 3 (D2-E15) - iniekcja witaminy E w dawce 15 mg/jajo w 20. dniu inkubaciji
(40 jaj) x3 rasy/rody,

7. doswiadczalna 4 (D2-E30) - iniekcja witaminy E w dawce 30 mg/jajo w 20. dniu inkubaciji
(40 jaj) x3 rasy/rodly.

* _ jaj nie poddano iniekcji, ale wyjeto z aparatu na czas, srednio 30 minut, w jakim przebywaty na zewngtrz

aparatu wylegowego jaja iniekowane jednej grupy genetyczne;.

Fot. 1. Jaja gesie — oznaczone Fot. 2. Przygotowanie do iniekcji — Fot. 3. Iniekcja do komory powietrznej
i przygotowane do iniekcji nawiercanie otworu w skorupie swiezo przygotowanego roztworu wit. E

Iniekcja przeprowadzana byta w trzech powtdrzeniach, ktérymi byty trzy kolejne naktady
jaj do aparatdw wylegowych. Przed iniekcjq jaja zwazono indywidualnie.

Gagsieta z ostatniego iniekowanego naktadu, tj. na poczatku czerwca zwazono indywi-
dulnie i przeseksowano metodq japonskg (przez wynicowanie steku). Wybrano po 5 samcdodw
i 5 samic z kazdej grupy doswiadczalnej (1-7), kazdej z 3 ras/rodédw danego gatunku drobiu
wodnego, tgcznie po 210 gesi i wstawiono do odchowu, ktérego celem byto okreslenie
wptywu iniekcji in ovo witaming E na wskazniki uzytkowosci i wartosci rzeznej doswiadczalnych
grup ptakow.

Przeprowadzono 17-tygodniowy odchdw gesi (konwencjonalny tucz owsiany). Wszystkie
wskazniki uzytkowosci okreslono z uwzglednieniem ptci ptakdw. Zwazono ptaki po 8.1 12. tygo-
dniu odchowu oraz przed ubojem. Po 12. tygodniu przeprowadzono pomiary zoometryczne
podstawowych cech: dtugo$¢ przedramienia i grzbietu mostka oraz grubos¢ miesni piersio-
wych. Po zakohczonym odchowie gesi ubito.
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Nazajutrz, tj. po 24 h w warunkach laboratoryjnych przeprowadzono uproszczong dysek-
cje wg metodyki zamieszczonej w pracy Zioteckiego i Doruchowskiego (1989). Przeprowa-
dzono ponadto pomiary cech fizycznych miesa. Dokonano oceny stezenia jondw wodoro-
wych w migéniach piersiowych i nég, pomiaru barwy (miesnie piersiowe, nég, skora) w systemie
CIE L*a*b* (CIE, 1986) przy uzyciu elekironicznego kolorymetru tréjchromatycznego Minolta
Chroma Meter C580 i zdolnosci utrzymania wody wtasnej miesa wg metody Grau'a i Hamm'a
(1952), zmodyfikowanej przez Pohja i Niinivaara (1957).

Masa jaj w obrebie grup genetycznych byta wyréwnana, natomiast réznita sie miedzy
tymi grupami ptakdw. Najciezsze jaja wykazano dla gesi Biatej Kotudzkiej® (174,6-177,1 Q).
a najlzejsze dla gesi kieleckiej (152,0-155,1 g). Najnizszy stosunek jaj wylezonych do natozonych,
analizujgc tgcznie 3 grupy genetyczne gesi, wykazano dla grupy kontrolnej, w ktérej nie prze-
prowadzano iniekcji (KO) i wynosit on 87,00%. Natomiast wskaznik tfen najwyzszg wartosc
(95.56%) przybrat w grupie iniekowanej dawkg 15 mg wit. E w 20. dniu inkubacji. Najwiekszg
réznice w wartosciach omawianego parametru zanotowano dla gesi Biatej Kotudzkiej®. Tu
wskaznik ten ksztattowat sie na poziomie: w grupie kontrolnej KO — bez iniekcji 83,50%, w grupie
kontrolnej K2 — iniekcja soli fiziologicznej w 20. dniu inkubacji) 100% i w grupie D2-E15 — iniekcja
15 mg wit. E w 13. dniu inkubacji) 96,67%. Srednio najwiecej zarodkéw zamartych w stosunku
do jaj natozonych stwierdzono w grupie gesi bez iniekcji jaj (KO) — 4,67%. W pozostatych gru-
pach parametr ten wynosit od 0,83% (grupy iniekowane w 20. dniu inkubacji zaréwno solq fi-
zjologiczng, jak i obydwoma dawkami wit. E) do 2,80% (iniekcja wit. E dawkg 30 mg w 13. dniu
inkubacii).

W stosunku do jaj natozonych, najwiecej jaj (100%) przetozono do komory klujnikowej
z grupy D1-E15 (13. dzieh inkubaciji dawkg 15 mg wit. E) i K2 (20. dzieh inkubaciji solg fizjolo-
gicznq). tgcznie z 3 grup genetycznych najwiecej jaj (96,33%) wylezono w stosunku do jaj prze-
tozonych w grupie iniekowanej dawkg 15 mg wit. E w 20. dniu inkubacji (D2-E15). Nie stwier-
dzono wystepowania pisklgt kalekich w grupie kontrolnej KO (bez iniekcji), K1 (iniekcja soli fizjo-
logicznej w 13 dniu. inkubaciji) i D2-E30 (iniekcja 30 mg wit. E w 20. dniu inkubacii).

Masa pisklgt zwigzana byta z genetycznym pochodzeniem ptakdw, najciezsze piskleta
wylezono w grupie gesi Biatej Kotudzkiej® (od 118,1 D2-E30 do 124,2 g K1), natomiast najlzejsze
w grupie gesi stowackiej (od 99,14 KO do 107,3 g D2-E30). Analizujgc dane $rednie dla 2 grup
genetycznych gesi, mozna stwierdzi¢, ze najlzejsze piskleta (104,0 g) pochodzity z grupy KO, tj.
nie iniekowanej. Natomiast z grup iniekowanych masa gasiat byta wyzsza (od 3,1 g K2 —iniekcja
solq fizjologiczng w 20. dniu inkubacji do 4,8 g D1-E15, 1j. iniekcja dawkg 15 mg wit. Ew 13. dniu
inkubacii).

W ocenie tgcznej, ptaki pochodzgce ze stada hodowlanego gesi Biatej Kotudzkiej® uzy-
skaty najwiekszg mase ciata po 8-tygodniowym (4722 g grupa kontrolna KO - bez iniekcji) i 12-
tygodniowym odchowie (6335 g grupa kontrolna K1- iniekcja soli fizjologicznej w 13. dniu inku-
baciji). Natomiast masa ciata gesi przed ubojem w ocenie tgcznej ksztattowata sie w przedziale
od 5305 g (grupa D2-E30 - iniekcja 30 mg wit. E w 20. dniu inkubaciji) do 5432 g (grupa kontrolna
K1 — iniekcja soli fiziologicznej w 13. dniu inkubaciji). Przeprowadzone w 12. tygodniu pomiary
zoometryczne dowiodty, iz gesi Biate Kotudzkie® wyrdzniaty sie najdtuzszym przedramieniem
(21,06 cm — grupa D1-E30), grzbietem mostka (16,47 cm — grupa KO) oraz najwiekszg gruboscig
miesni piersiowych (2,50 cm - grupa K0), wobec pozostatych grup doswiadczalnych ptakdw.
Naijnizsze wartodci w/w parametréw wykazano w grupie gesi kieleckich: bez iniekcji jaj (KO — dt.
przedramienia 18,53 cm) i w grupie iniekowanej dawkg 15 mg wit. E w 20. dniu inkubacji (D2-
E15 - 14,39 cm dt. grzbietu mostka i 1,85 cm grubo$¢ m. piersiowych).

Masa ciata ptakdw, w tym tuszek, warunkowana byta ich pochodzeniem genetycznym.
Najciezszymi ptakami wybranymi do uboju byty gesi Biate Kotudzkie®, ktérych srednia masa
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wyniosta 6857 g, a najlzejszymi gesi kieleckie (4400 g). W ocenie tgcznej Srednia masa ciat pta-
kéw ksztattowata sie na wyrdwnanym poziomie, osiggajgc srednio najwiekszg mase 5483 g
w grupie K1 (iniekcja solg fizjologiczng w 13. dniu inkubacii), a najmniejszg 5300 g w grupie D2-
E30 (iniekcja 30 mg wit. E w 20. dniu inkubaciji).

Najwiekszg wydajnosciq rzezng zardwno tuszki cieptej, jak i schtodzonej, cechowaty sie
gesi Biate Kotudzkie® z grupy KO, tj. nie iniekowanej, ktéra wynosita odpowiednio 69,23%
i 68,40%. W ocenie tgcznej natomiast wskaznik ten osiggngt najwyzszg wartos¢ w grupie inieko-
wanej dawkg 30 mg wit. E w 20. dniu inkubacji (66,74% tuszka ciepta i 65,60% tuszka schto-
dzona), a najnizszg w grupie iniekowanej dawkg 15 mg wit. E w 13. dniu inkubaciji (64,98% —
tuszka ciepta i 64,14 % — tuszka schtodzona).

tgczna ocena masy miesni wykazata najwiekszy ich udziat w grupie kontrolnej K1 (iniek-
cja solg fizjologiczng w 13. dniu inkubaciji), 1j. 617,3 g (miesnie piersiowe), 474,0 g (miesnie n6Q)
i 1091 g (miesnie ogdtem). Odwrotng zaleznos¢ odnotowano w przypadku grupy iniekowane;j
dawkg 15 mg wit. E w 13. dniu inkubacji, gdzie stwierdzono tgcznie najmniejszy udziat mieéni
piersiowych (582,1 g) i mieéni ogdtem (1035 g). W grupie D2-E30 (iniekcja 30 mg wit. E w 20.
dniu inkubaciji) zanotowano najmniejszy udziat miesni nég (448.0 g).

Analogicznie jak w przypadku udziatu mieéni, rowniez udziat poszczegdinych elementdw
rosotowych byt najwiekszy w grupie kontrolnej K, gdzie w 13. dniu inkubaciji przeprowadzono
iniekcje solq fizjologiczng. W ocenie tqcznej masa szyi zawierata sie w przedziale od 172,0 g
(D1-E15) do 187,5 g (K1), a skrzydet od 496,8 g (D2-E30) do 519,6 g (K1). tgczna masa szkieletu
wybranych grup genetycznych gesi byta najwieksza w grupie doswiadczalnej iniekowanej
30 mg wit. E w 20. dniu inkubaciji i wyniosta 768,2 g

Zgodnie z uwarunkowaniami genetycznymi gesi Biate Kotudzkie® zawieraty znaczgco
wiecej ttuszczu sadetkowego i skoéry z ttuszczem podskdrnym, Srednio odpowiednio o 170,6 g
i 646,5 g wobec gesi kieleckich oraz srednio o 125,6 g i 502,0 g wobec gesi stowackich. W oce-
nie tgcznej, z grupy nie iniekowanej (KO) pochodzity ptaki o najwiekszej zawartosci ttuszczu sa-
detkowego (188.,3 g), a najwiekszy udziat skéry z ttuszczem podskérnym cechowat gesi z grupy
iniekowanej 30 mg wit. E w 20. dniu inkubaciji (D2-E30).

Wartos¢ pH miesni piersiowych w obrebie poszczegdinych grup doswiadczalnych gesi
byta wyréwnana i w ocenie tqgcznej miescita sie w przedziale od 5,72 (K2) do 5,83 (K1). Rowniez
w przypadku parametru zdolnosci utrzymywania wody wtasnej (WHC) rdznica miedzy danymi
grupami doswiadczalnymi ptakdw wyniosta zaledwie 1,67%. Grupa kontrolna K2 (iniekcja soli
fiziologicznej w 20. dniu inkubacji) wyrézniata ptaki — o najciemniejszej barwie miesni piersio-
wych (L*30,50), a grupa kontrolna nie iniekowana KO — o najjasniejszej (L*32,46). Mieénie ndg
pochodzgce z grupy doswiadczalnej gesi iniekowanej dawkg 15 mg wit. E w 13. dniu inkubaciji
(D1-E15) w ocenie tgcznej cechowaty sie najnizszg wartosciq pH (6.14) i najciemniejszg barwg
(L*33,92). Zdolno$¢ utrzymywania wody wtasnej w obrebie grup genetycznych i doswiadczal-
nych byta wyréwnana i w ocenie tgcznej miescita sie w granicach od 22,73 (K2) do 24,24% (D2-
E15).

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

Celem badan 2. etapu byto okredlenie najbardziej efektywnych dawek pytku pszczelego w for-
mie ekstraktu metodqg in ovo na podstawie wynikdw wylegowosci, analizy parametrow bio-
chemicznych krwi pisklgt oraz wynikdéw produkcyjnych kurczgt brojleréw.
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Rozpoczeto badania w ramach 3. etapu, ktérego celem jest okreslenie wptywu suple-
mentacji ekstraktem z pytku pszczelego i roztworem weglowodanowym metodg in ovo na sta-
tus energetyczny, rozwdj uktadu pokarmowego u pisklgt oraz wyniki produkcyjne kurczgt broj-
leréw, przy standardowym oraz opdznionym dostepie do paszy.

Doswiadczenia przeprowadzono przy uzyciu 1740 jaj wylegowych Ross 308, pochodzg-
cych od komercyjnego stada rodzicielskiego kur miesnych w wieku 38 tygodni (+/- 2 tygodnie).
Jaja wazono indywidualnie, a srednia masa wynosita 62,3 g (miedzy 60,0 a 64,5 g). Jaja inku-
bowano zgodnie ze standardowymi praktykami wylegarni w aparacie legowym typu HEKA
1500 w Zaktadzie Hodowli Drobiu Instytutu Zootechniki PIB w Aleksandrowicach. Wszystkie jaja
wyeliminowane podczas Swietlenia w 7. i 18. dobie inkubacji zostaty objete oceng, podczas
ktérej okreslano faze rozwojowq zarodkdw. Jaja pozostate po wylegu objeto analizg embrio-
patologiczng na podstawie utozenia zarodka w jaju, wad rozwojowych oraz deformacii (Tulett
— Aviagen, 2009). W 18. dniu inkubacji jaja zwazono i prze$wietlono, aby wyeliminowac jaja
niezaptodnione i zawierajgce zamarte zarodki. Jaja z zywymi zarodkami podzielono losowo na
piec grup: | — grupa kontrolna (sél fizjologiczna), Il, Il i 1V = grupy z réznymi stezeniami ekstraktu
pytku pszczelego (1,5%, 2,5% i 5,0%). Do ostatniej grupy V podano roztwér weglowodanowy.

Wylezone piskleta odchowywano na $ciétce z trocin zgodnie z zaleceniami firmy Ross.
Ptaki miaty staty dostep do wody i paszy. Wszystkie grupy zywiono tymi samymi mieszankami,
stosujac trzyfazowy program zywienia: starter, grower i finiszer. Oceniono wylegowos¢ oraz ja-
ko$¢ nowo wyklutych pisklgt, ponadto wykonano analizy biochemiczne i hematologiczne krwi
jednodniowych piskigt. W 42. dniu zycia kurczqgt przeprowadzono uproszczong andalize rzeznqg.
Na podstawie uzyskanych wynikdw, dla kazdej z w/w cech zostaty obliczone: wartosci srednie
oraz btad standardowy $redniej (SEM). Ponadto dane opracowano statystycznie przy uzyciu
analizy wariancji, a istotnosci réznic miedzy srednimi okreslano przy pomocy testu Duncana. Do
analiz statystycznych wykorzystano program statystyczny Statistica (wersja 13.0). Testowanie
poprzedzono zbadaniem normalnosci rozktadu za pomocg testu Shapiro-Wilka. W wyniku ba-
dania stwierdzono, ze analizowane dane podlegajg rozktadowi normalnemu.

Naijnizszg wylegowo$¢ odnotowano w grupie IV, a najwyzszg w grupie Il. R6znica pomie-
dzy wspominanymi grupami wynosita 33,3% przy P<0,05. Dla oceny jakosci ptakdw postuzono
sie nastepujgcymi wskaznikami: masa ciata, liczba punktdw wg Tona i in. (2003) oraz dtugosé
pisklgt. Piskleta z grupy Il i V charakteryzowaty sie najwyzszg masqg ciata (P<0,05). Zastosowane
czynniki doSwiadczalne nie wptynety istotnie statycznie na sume punktéw ,Tona score”
(P=0,05).

Kolejnym badanym parametrem jakosciowym byta dtugosé piskigt oznaczona poprzez
pomiar dtugosci od czubka dzioba do kohca srodkowego palca nogi. Piskleta z grupy kontrol-
nej cechowaty sie najnizszg dtugoscig ciata, natomiast piskleta z grupy Il byty dtuzsze srednio
o0 0,4 cm. Rdznice te zostaty potwierdzone statystycznie przy P<0,05. Doswiadczalne podanie
5,0% ekstraktu pytku pszczelego do rozwijajgcego sie zarodka wptyneto istotnie (P<0,05) na
zwiekszenie wartosci biatka ogdlnego i kwasu moczowego. W przypadku cholesterolu HDL
zaobserwowano najwyzsze wartosci w grupie i IV (Srednio 4,25 mmol/L), a najnizsze w grupie
i1l (Srednio 3,38 mmol/L) przy P<0,05. We wszystkich grupach, w ktérych zastosowano iniekcje
in ovo zaobserwowano istotny statystycznie nizszy poziom biatka ogdinego, cholesterolu, cho-
lesterolu HDL i cholesterolu LDL, a takze kwasu moczowego we krwi w odniesieniu do grupy
kontrolnej (bez iniekcji). Analogiczne wyniki ofrzymano w przypadku kwasu moczowego
w 42. dniu zycia. Nie zaobserwowano réznic pomiedzy grupami doswiadczalnymi w zakresie
aktywnosci Alat i Aspat. Stwierdzono wptyw iniekcji in ovo na wydajnosé rzezng ptakdw, za-
réwno z podrobami jak i bez podrobdw. Wyzszg wydajnosc rzezng z podrobami osiggnety ptaki
z grupy Il (78,82%) w poréwnaniu do kurczgt z grupy | (77,60%) przy P<0,05. W przypadku wy-
dajnosci rzeznej bez podrobdw, analogicznie najnizszg wartos¢ zaobserwowano u kurczgt
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Z grupy kontrolnej, a najwyzszg w grupie inickowanej pytkiem pszczelim w stezeniu 2,5 oraz 5,0%
(P<0,05). Z kolei najwiekszym udziatem podrobdw charakteryzowaty sie kurczeta z grupy kon-
frolnej.

Na podstawie uzyskanych wynikdw stwierdzono, ze iniekcja in ovo ekstraktu pytku pszcze-
lego w 18. dobie rozwoju embrionalnego wptyneta istotnie na wylegowos¢ brojlerow. Poda-
wanie wysokich dawek ekstraktu pytku pszczelego (5.0%) oraz roztworu weglowodandw istot-
nie obniza poziom wylegowosci. Uzyskanie wysokiej jakosci pisklgt jednodniowych jest mozliwe
dzieki iniekcji in ovo. W przeprowadzonym doswiadczeniu odnotowano korzystne dziatanie
dawki 1,5% ekstraktu pytku pszczelego podawanego in ovo na mase ciata oraz dtugose pisklgt
jednodniowych.

Tab. 1. Wylegowos¢ z jaj natozonych (%)

0 1.5 2,5 5,0

I Wylegowos¢ (%) 83,33  91,67a 83339  5833°P 67,08 ab 4,02

a, b — wartoéci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie istotnie (p<0,05).

Tab. 2. Masa ciata kurczgt podczas odchowu

0 15 25 50 |
7 12698 13305 131,400 123,77 % 118,570 0,89
21 789,06 848,59 774,33 741,06 728,78 36,83
35 2305,55 232430 223540 2312,37 2403,00 14,60
42 2818,82 2587,65 276056 2011,77 2439,36 152,51

a, b — wartoéci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie istotnie (p<0,05).

Zadanie 04-12-03-11
Monitoring wystepowania miopatii miesnia piersiowego w stadach szybko i wolno
rosnqcych kurczgt z okresleniem wptywu na wydajnosé poubojowq oraz sensoryczng
i technologicznqg jakos¢ miesa
Kierownik zadania: dr hab. Katarzyna Pottowicz, prof. IZ PIB

Celem zadania jest okreslenie czestotliwosci wystepowania i stopnia nasilenia miopatii i wad
miesa u szybko i wolno rosngcych kurczgt rzeznych oraz zbadanie fizygkochemicznych i senso-
rycznych wtasciwosci obarczonego wadami miesa, a takze skorelowanie uzyskanych wynikow
z genetycznym pochodzeniem ptakdw, przyrostami masy ciata, umiesnieniem oraz budowq
mikroskopowqg miesni.

Celem etapu byto okreilenie wptywu miopatii white stripping (biatych smug) na senso-
ryczne i technologiczne cechy miesa kurczagt.

Materiat doswiadczalny stanowity szybko rosngce kurczeta rzezne, pochodzgce po ro-
dzicach z réznych stad reprodukcyjnych. Piskleta zakupiono w komercyjnym zaktadzie wylegu
drobiu i odchowano w Doéwiadczalnej Fermie Drobiu w Aleksandrowicach. Jednodniowe,
oznaczone indywidualnymi numerami piskleta przydzielono do dwdch grup iumieszczone
w przedziatach na gtebokiej scidtce. Kurczeta odchowywano do 42. dnia zycia i zywiono do
woli jednakowymi, petnoporcjowymi mieszankami paszowymi. W trakcie odchowu kontrolo-
wano indywidualng mase ciata ptakdw, spozycie paszy oraz liczbe ptakdéw padtych. Na ko-
niec doswiadczenia, w 42. dniu zycia, wybrano do uboju po 50 kurczat z kazdej grupy (o row-
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nym udziale obu ptci). W celu oceny catego stada kurczat pod wzgledem czestotliwosci wy-
stepowania badanej wady, w 44. dniu odchowu przeprowadzono kolejny ubdj, podczas ktd-
rego oceniono okoto 420 kurczat.

Podczas ubojow przeprowadzonych w 42. dniu zycia od wszystkich ptakdéw pobrano
krew w celu oznaczenia wybranych biochemicznych parametréw krwi: wskaznikdw lipido-
wych, biatka catkowitego i glukozy. Od tych samych ptakdéw pobrano prébki do badanh histo-
logicznych. Wszystkie ubite 42-dniowe kurczeta poddano ocenie wydajnosci poubojowej, ja-
kosci tuszki i fizykochemicznych cech miesa. W 15 min. po uboju w miesniu piersiowym (pecto-
ralis superficialis) okreslono kwasowos¢ poczgtkowqg miesa za pomocq pH-metru CyberScan10,
wyposazonego w szklang elektrode. Badanie kwasowosci powtdrzono po 24-godzinnym schto-
dzeniu tuszek w temperaturze 4°C, a tuszki poddano uproszczonej analizie rzeznej. Wyprepa-
rowane migsnie piersiowe oceniono pod katem defektu white stripping i przydzielono je do
grup w zaleznosci od braku lub obecnosci wady z uwzglednieniem stopnia jej nasilenia: grupall
—miesnie normalne — brak wady, grupa ll, Il IV — odpowiednio wady o matym, srednim i duzym
nasileniu. Mieénie poddano ocenie wybranych wskaznikdw jakosci: barwy w skali L*a*o* (Mi-
nolta CR 310), wycieku swobodnego oraz strat termicznych na podstawie ubytku masy miesni
podczas gotowania. Ponadto przy pomocy aparatu Instron 5542, wyposazonego w trojkgtny
néz (Warner-Bratzler), przeprowadzono ocene maksymalnej sity ciecia. Oceniono réwniez wy-
brane parametry tekstury miesa (TPA) na podstawie testu podwdjnego $ciskania. Podczas ana-
lizy rzeznej pobrano takze prébkiw celu okreslenia podstawowego sktadu chemicznego miesa:
suchej masy, biatka ogdinego, ttuszczu surowego, popiotu surowego, zawarto$ci cholesterolu
oraz okreslenia profilu wyzszych kwasdw ttuszczowych w ttuszczu miesniowym.

Badania wykazaty pewne réznice w czestotliwosci i nasileniu wystepowania wady ,,bia-
tych smug” w miesniach piersiowych kurczqgt brojlerow w zaleznosci od ich ptci oraz genetycz-
nego pochodzenia. Wyodrebnione grupy miesni piersiowych kurczgt réznity sie istotnie skta-
dem chemicznym. Najwyzszg zawartoscig biatka ogdlnego charakteryzowaty sie miesnie za-
kwalifikowane jako normalne (grupa l), przy czym réznice pomiedzy nimi a innymi grupami po-
twierdzono jedynie w przypadku miesni o najwiekszym nasileniu biatych prgzkéw (grupa 1V,
P<0,01). Rdwnoczesnie, miesnie z grupy IV charakteryzowaty sie najwyzszq zawartoscig ttuszczu
surowego z réznicami potwierdzonymi statystyczne pomiedzy nimi a grupami i ll. Wraz z nasi-
laniem sie wady biatych smug malat udziat popiotu surowego, nie zaobserwowano natomiast
réznic w zawartodci wody (suchej masy). Analiza profilu wyzszych kwaséw ttuszczowych wyka-
zata, ze lipidy miesni piersiowych z grupy IV zawieraty mniej nasyconych (SFA) oraz wiecej nie-
nasyconych kwasdw ttuszczowych (UFA) w poréwnaniu z pozostatymi grupami. Ponadto wie-
lonienasycone kwasy ttuszczowe lipiddw miesni w te] grupie wykazywaty najkorzystniejszy, naj-
nizszy stosunek PUFA n-6/n-3 w poréwnaniu do lipidéw miesni grup |, Il i lll. Stwierdzono takze
tendencje do wzrostu zawartosci kwasu a-linolenowego (ALA) w ttuszczu miesniowym miesa
z piersi kurczgt wraz z nasilaniem sie omawianego defektu.

Wyniki badan wskazujqg, ze intensywnos¢ biatych prgzkéw nie miata istothego wptywu
na wiekszo$¢ parametréw technologicznych miesa takich, jak pH, barwa czy wielko$¢ wycieku
swobodnego. Istotne réznice pomiedzy grupami dotyczyty jedynie strat termicznych wzrasta-
jacych wraz z nasilaniem sie wady.

Badania wykazaty, ze stopien nasilenia biatych prazkéw w miesniach piersiowych kurczgt
brojlerow wptywa na profil kwaséw ttuszczowych i sktad chemiczny miesa, dlatego tez mieso
obarczone tq wadg rézni sie pod wzgledem wartosci odzywczej od miesa normalnego. Réw-
noczesnie, obecnos¢ biatych prgzkdw nie miata wptywu na technologiczne cechy miesa.
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Zaktad Hodowli Owiec i Kéz
Kierownik: dr inz. Jan Knapik

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

Fot. 1. Kozy karpackie
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Fot. M. Pasternak

Realizacja zadania uwzglednia analize struktury genetycznej populaciji o matej liczebno-
sci na przyktadzie kdz karpackich oraz problematyke wykorzystania polimorfizmu biatek mleka
koziego w ocenie przydatnosci technologiczneji dietetycznej surowca.

W okresie sprawozdawczym zostata utworzona i przygotowana aplikacja bazodanowa
dla kdz rasy karpackiej, ktéra umozliwia widok zaktadkowy z podziatem na moduty (logowa-
nia, zwierzgt, hodowcdw i raportdw). Ponadto pozwala ona na wyswietlanie informacii o zwie-
rzetach z filtfrowaniem, edycje i dodawanie nowych zwierzgt i hodowcdw oraz generowanie
~Swiadectwa wpisu do ksigg” wraz z eksportem do pliku word oraz pdf. Uaktualniona baza
danych zawiera informacje o 330 kozach i 72 koztach. Przygotowano do pobierania liste opra-
cowywanych raportéw. Bedg one generowane z bazy danych, a dotyczg catej populacii kdz
karpackich.

Réwnolegle do tych zadan przeprowadzono wstepng analize polimorfizmu sekwencji mi-
krosatelitarnych. W ramach dziatan pobrano krew od dorostych kéz karpackich (samice
i samce) w stadach objetych programem ochrony zasobdw genetycznych. Liczebnos¢ kéz
karpackich objetych programem przedstawiono w Tab. 1.

Tab. 1. Liczebno$é kéz karpackich objetych programem ochrony

Wojewodziwo lubelskie matopolskie podkarpackie $lgskie
liczba stad 1 11 2 S
liczba kdz 7 104 31 31
liczba koztéw 1 13 5 6

Wykorzystujgc zakupione startery, zalecane przez ISAG do kontroli pochodzenia kdz,
przeprowadzono wstepne analizy. W obrebie wybranych 14 markeréw mikrosatelitarnych, zi-
dentyfikowano tgcznie 66 alleli; od 2 do 7 alleli w danym locus. Najwiecej alleli (7) zaobserwo-
wano w locus INRAQOé o dtugosciach od 109 do 123 pz. Uzyskane dane wykorzystane zostang
do analizy statystyczneji postuzg do oszacowania parametréw struktury genetycznej populacii
kdz karpackich, m.in. heterozygotycznosci oczekiwanej i obserwowanej, indeksu stopnia poli-
morfizmu, itp.
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Tab. 2. Allele zidentyfikowane w analizowanych loci

Lp. Marker Liczba alleli Allele (pz)

1. SRCRSP23 6 83, 85, 97, 99, 101, 105, 107
2. ILSTS87 4 135, 141, 147,149

3 INRAOS3 3 175,177,179

4, SRCRSP8 4 222, 224, 230, 242

5. OARFCB20 3 95,97, 99

6. MCMS527 2 154, 166

7. MAF65 4 119,123, 133, 135

8. CSRD247 5 222, 234, 236, 238, 246

9. INRAQOS 7 109, 113,115,117, 119, 121, 123
10. ILSTS19 6 142, 144,148, 150, 152, 154
11. ILSTS008 3 170,174,178

12. INRAOOS5 2 119,121

13. SRCRSP5 4 165,171,173, 175

14. INRAO23 3 201, 203, 205, 209, 215, 217

W ramach oceny polimorfizmu gendw biatek mleka koziego przewiduje sie identyfikacje
gendw kazein. Kazeine reprezentujq 4 frakcje: aS1-kazeina (CSN1S1), as2-kazeina (CSN1S2), B-
kazeina (CSN2), k-kazeina (CSN3). Frakcje te sq kodowane przez pojedyncze geny zlokalizo-
wane na chromosomie 6. Polimorfizm biatek mleka jest jednym z czynnikdw, ktéry wptywa na
zawarto$¢ podstawowych sktadnikéw mileka, a takze na jego przydatnose technologiczng.

W celu oceny mozliwosci produkcyjnych rodzimej rasy kéz karpackich, utrzymywane
w ZD IZ PIB Odrzechowa sp. z 0.0. kozy poddano indywidualnej kontroli mlecznosci, podczas
ktérej pobrano préby mleka do analiz podstawowego sktadu i liczby komdrek somatycznych.
Zawarto$¢ komoérek somatycznych w mleku kdz karpackich w ciggu 7 miesiecy doju byta zrdz-
nicowana i ksztattowata sie na poziomie od 719x103 cm-3w kwietniu do 7311x103 cm3w paz-
dzierniku (Wyk. 1).

Najwyzszg zawartosé stwierdzono w ostatnim miesigcu laktacji (pazdziernik) — odnoto-
wane w tym miesigcu srednie wartosci byty od 2 do 10-krotnie wyzsze, w poréwnaniu do uzy-
skanych w pozostatych okresach obserwacii. Réznice pomiedzy LKS w ostatnim miesigcu lak-
tacji, a pozostatymi okresami okazaty sie statystycznie istotne (P<0,01).

Wyk. 1. Zmiany zawarto$ci komérek somatycznych (X+SE) w mleku kéz karpackich w zaleznosci od miesigca laktacji
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Miesiqc laktaciji

a, b-p<0,05.
A, B-p<0,01 —wartosci srednie oznaczone tymi samymi literami rdzniq sie statystycznie istotnie.
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Zaktad Hodowli Drobnego Inwentarza
Kierownik: prof. dr hab. Dorota Kowalska

Zadanie 01-14-04-11
Wykorzystanie biatka réznych gatunkéow owadow w zywieniu krolikow
Kierownik zadania: prof. dr hab. Dorota Kowalska

W ostatnim czasie coraz czesciej poruszany jest temat zastosowania w zywieniu zwierzgt mag-
czek z réznych gatunkédw owaddw jako zrédta biatka i ttuszczu. W wielu krajach azjatyckich,
afrykanskich, jak i Ameryki tacinskiej bezkregowce stanowig powszechne zrédto biatka w mie-
szankach paszowych dla zwierzgt gospodarskich. Dlatego rozwazania na temat wtgczenia
owaddw jako ,nowego” materiatu paszowego w komercyjnej produkcji pasz, jak rowniez
opracowanie zintensyfikowanych systemdw chowu dla wybranych gatunkdéw stawonogdw
w warunkach europejskich, wydajqg sie by¢ uzasadnione.

W biezgcym roku sprawozdawczym rozpoczeto badania na mtodziezy krolikdw rasy no-
wozelandzkiej biatej w wieku od 35. do 90. dnia zycia. Zwierzeta podzielono na 4 grupy: kon-
trolng (K) i trzy doswiadczalne. Zywiono je petnoporcjowymi mieszankami paszowymi standar-
dowq (K) oraz z 4% dodatkiem magczek z owaddéw jedwabnika morwowego (D1), mgcznika
mtynarka (D2) i drewnojada (D3).

Masa ciata wszystkich kréliczgt w 35. dniu zycia byta wyrdwnana, natomiast od 56. dnia
obserwowano istotne réznice pomiedzy grupg D2 a pozostatymi. Najnizszg mase ciata we
wszystkich dniach odchowu osiggnety kréliki z grupy D3, réznica ta zostata potwierdzona sta-
tystycznie w stosunku do wszystkich pozostatych grup (Tab. 1).

Tab. 1. Masa ciata w 35., 56., 70. i 90. dniu zycia kréliczat (g) (n=28)
Masa ciata Grupa P

K D1 D2 D3 valve
778,329,600 782,526,642 773,37,212 780,248,124 0717
1248,3£34,220  1272,1422,95¢ 1380,8+24,690 1232424,510 0,004
1818,3£35,89a  1883,3+10,32¢0 1954,1+35,300 1732,8424,21¢ 0,010
2352,1426,730  2575,0£12,520 2563,7+20,540 2254,6+22,41¢ <0,001

Wartosci oznaczone réznymi literami w wierszach rdzniqg sie statystycznie istotnie a, b, ¢ — p<0,05.

W miesigcu kwietniu przeprowadzono uboje mtodych krélikow (wiek 90 dni). Tkanke
miesniowq pochodzgcg z combra oraz tylnej nogi, a takze tres¢ jelita Slepego poddano
analizie.

W tkance mie$niowej oznaczono poziom:
a) TBA-RS w miesie mrozonym po 14 i 90 dniach przechowywania w zamrazarce (-20°C),
b) cholesterolu catkowitego,
c) witamin A E,
d) kolagenu,
e) biatka, ftuszczu.
Wszystkie badania wykonano w Centralnym Laboratorium Instytutu Zootechniki PIB wg
standardowych procedur.
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Andliza podstawowa miesni combra i tylnej nogi nie wykazata statystycznie
potwierdzonych réznic w iloéci biatka ogdinego i popiotu surowego. Istotne réznice stwierdzono
w mie$niach combra pomiedzy grupq K a pozostatymi w ilosci suchej masy i ttuszczu surowego.
W miesniach tylnej nogi istotne réznice w zawartosci suchej masy dotyczyty grupy D2 i D3,
a w przypadku ftuszczu surowego grupy Ki D3 oraz D2 i D3 (Tab. 2).

Tab. 2. Analiza podstawowa w miesniach combra (C) i tylnej nogi (T) (%) (n=10)

Wyszczegdlnienie Grupa P value
K D1 D2 D3
22,86+0,44 23,40+0,36 23,24+0,32 23,54+0,34 0,606
22,0240,19 21,68+0,08 21,7240,29 22,14+0,38 0,543
29,200,860 26,610,200 27,300,280 26,54+0,260 0,003
26,890,220 26,09+0,247b 27,180,480 25,82+0,47° 0,059
5,561%1,200 1,983£0,23¢ 2,925+0,37° 2,1300,26p 0,003
4,308+0,220 3,193+0,250 4,552+0,46° 2,993+0,53 0,023
1,1400,01 1,161+0,01 1,1380,01 1,145+0,01 0,440
1,11540,001 1,1380,01 1,1110,01 1,155%0,01 0,122
Wartosci oznaczone réznymi literami w wierszach rdzniqg sie statystycznie istotnie a, b — p<0,05

Najwyzszy poziom cholesterolu stwierdzono w grupie D3 w miesniach tylnej nogi. Warto$¢
ta réznita sie istotnie w stosunku do grupy kontrolnej. W ttuszczu combra najwiecej cholesterolu
byto w grupie D1 najmniej w grupie D3 (Tab. 3).

Najnizsze wartosci TBA-RS po 14 dniach zamrazalniczego przechowywania miesa com-
bra stwierdzono w grupie D3, pomiedzy tg grupg a pozostatymi réznice byty statystycznie
istotne (p<0,05). Po 90 dniach przechowywania miesni combra nie stwierdzono statystycznie
potwierdzonych réznic.

W mieéniach tylnej nogi wartosci TBA-RS po 14 dniach przechowywania réznity sie pomie-
dzy grupami K a D2 i D3, natomiast po 20 dniach pomiedzy grupg K a D1. Nie stwierdzono
istotnych rdznic pomiedzy grupami w zawartosci kolagenu zaréwno w miesniu combra, jak
i mie$niach tylnych nog.

Poziom witaminy A w mieéniu combra byt poréwnywalny w grupach, natomiast w mie-
$niach tylnej nogi najwyzszy poziom stwierdzono w grupie kontrolnej, najnizszy w grupie D3. Po-
miedzy tymi grupami wystgpita istotno$¢ na poziomie p<0,05. Poziom witaminy E byt zblizony
i niepotwierdzony statystycznie we wszystkich grupach i wszystkich miesniach.

Tab. 3. Poziom cholesterolu catkowitego (mg/g), witaminy A i E (ug/g), kolagenu (g/100g) oraz stopien oksydaciji
Htuszczu po 14 i 90 dniach przechowywania miesa (mg aldehydu malonowego/kg préby) w miesniach tylnej nogi (T)
i combra (C) (n=10)

Wyszczegdlnienie Grupa p value
K D1 D2 D3
0,583+0,07° 0,631+0,032 0,618+0,0220 0,653t0,08% 0,137
Cholesterol (C) 0,604+0,0200 0,625+0,020 0,583#0,01a0 0,564x0,01> 0,104
0,392+0,02¢ 0,426+0,02° 0,353+0,02¢ 0.269+0,03c 0,001
TBA-RS 90 dni (C) 0,742+0,09 0.7780,06 0,6840,08 0,626£0,04 0,449
0,390+0,03° 0,338+0,0200 0,307+0,01° 0,292+0,02> 0,012
0,567+0,092 0,394+0,03 0,4010,0200 0,407#0,04% 0,098
0,621+0,06 0,560+0,04 0,649+0,06 0,572+0,03 0,594
0,695+0,05 0,740+0,03 0,773+0,04 0,816+0,05 0,330
0,208+0,04 0,150+0,03 0,152+0,01 0,187+0,00 0,261
Witamina A (1) 0,145+0,040 0,090+0,0090 0,0860,01¢0 0,072£001> 0,118
5,250+0,83 3.92340,52 4,358+0,17 4,66510,21 0,336
Witamina E () 4,193+0,67 3,023#0,12 3.3160,29 3,310£0,23 0,207
Warto$ci oznaczone réznymi literami w wierszach rdzniq sie statystycznie istotnie a, b — p<0,05
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W tresci jelita Slepego oznaczono poziom lotnych kwasdw ttuszczowych (Tab. 4). Pomie-
dzy badanymi grupami wystgpity istotne réznice (p<0,05) w zawartosci kwasu propionowego
pomiedzy grupg K a D3, mastowego, izowalerianowego i walerianowego pomiedzy grupg K
a wszystkimi doswiadczalnymi.

Tab. 4. Lotne kwasy Huszczowe w probkach tresci jelita Slepego (umol/g) (n=10)
Lotne kwasy ttuszczowe  Grupa P value

K D1 D2 D3

60.9748,95 50,30+3,25 46,07+7,40 40,84+4,26 0,182

5,379+0,55¢ 4,0840,2800 3,867+0,59¢b 3,22040,46p 0,037
0,215+0,03 0,164+0,01 0,217+0,04 0,146+0,01 0,142
22,75%3,85¢ 13,331,060 10,142,126 7.79+1,690 0,001
0,438+0,04¢ 0,294+0,020 0,309+0,05° 0,207+0,02° 0,004
1,291+0,105%  0,808+0,05 0,694+0,060 0,501+0,06¢ 0,000
Wartosci oznaczone rdznymi literami w wierszach rézniqg sie statystycznie istotnie.

a, b, c-p=0,05.

Zadanie 04-14-02-11
Opracowanie nowego typu klatek dla krélikéw utrzymywanych w warunkach
podwyzszonego dobrostanu
Kierownik zadania: prof. dr hab. Pawet Bielanski

Gtéwnym celem prowadzonych badan jest przetestowanie standardowych oraz opracowa-
nie nowych typdéw klatek dla utrzymywania stada podstawowego oraz rosngcej mtodziezy
w warunkach podwyzszonego dobrostanu, przy zapewnieniu optacalnosci tej gatezi produkcii.

W ramach prowadzonych badah zostanie opracowana technologia chowu dostoso-
wana do nowych wymogdw UE, zapewniajgcych krélikom mozliwosé dostepu do wybiegéw
i terendéw zielonych. W etapie pierwszym utworzono nastepujgce grupy doswiadczalne.

Grupy doswiadczalne (kojec):

Grupa 0. — kojec o wymiarach 60x80 cm (6 samic).

Grupa 1. - kojec o wymiarach 60x80 cm i dostawiong wewnagtrz skrzynkg wykotowq (6 samic).
Grupa 2. - kojec o wymiarach 120x80 cm bez skrzynki wykotowej (6 samic).

Grupa 3. — kojec o wymiarach 120x80 cm i dostawiong wewnatrz skrzynkg wykotowq (6 samic).

Grupy doswiadczalne (klatki):

Grupa 0. — klatka o wymiarach 60x80 cm (6 samic).

Grupa 1. - klatka o wymiarach 60x80 cm i dostawiong wewngtrz skrzynkg wykotowq (6 samic).
Grupa 2. - klatka o wymiarach 120x80 cm bez skrzynki wykotowej (6 samic).

Grupa 3. — klatka o wymiarach 120x80 cm i dostawiong wewngtrz skrzynkg wykotowq (6 samic).

Grupy doéwiadczalne (system parkowy):

Grupa 0. - budka z wybiegiem o pow. 2 m2bez wykotnika (6 samic).

Grupa 1. - budka z wybiegiem o pow. 2 m2 z wstawianym wykotnikiem (6 samic).
Grupa 2. - kojec ziemny z wybiegiem (6 samic).

Grupa 3. - kojec ziemny z wybiegiem i wstawianym wykotnikiem (6 samic).

Najlepsze wyniki odchowu i wzrostu mtodych krélikéw uzyskano w grupach doswiadczal-
nych przebywajgcych w klatkach i kojcach. Zdecydowanie nizsze wskazniki uzytkowosci tucz-
nej uzyskano dla zwierzgt odchowywanych w systemie parkowym. Wstepne wyniki analizy rzez-
nej wykazujg najwyzszg wydajnos¢ rzeznqg dla tuszek krélikdw utrzymywanych w klatkach i koj-
cach. W trakcie doswiadczenia przeprowadzono testy behawioralne, wykazujgce najwiekszy
odsetek krélikéw ufnych w grupach przebywajgcych w kojcach i klatkach. Pobrano réwniez
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probki do badan ekspresji wybranych gendw (receptory CCR2 oraz CXCRI, IL1B, IL8, PTGS2,
TNFalfa, tgf beta, IL6, IL10, IL12) typu prozapalnego na urzgdzeniu Real-Time PCR.

Fot. 1. Rézne systemy utrzymania krélikéw doswiadczalnych

Zadanie 04-14-03-11
Wartos¢ odzywcza miesa oraz przyswajalnos¢ wapnia z muszli jadalnych simakdw
Cornu aspersum i Helix pomatia w doswiadczeniach na szczurach
Kierownik zadania: dr hab. Maciej Ligaszewski, prof. IZ PIB

Celem badan byta ocena parametrow warto$ci odzywcze] miesa Slimakdédw hodowlanych
z gatunku Cornu aspersum (Cornu asp. maxima i Cornu asp. aspersum) oraz slimaka winniczka
(Helix pomatia L.), w rdznym wieku i z réznych warunkdw hodowlanych. Winniczki w wieku
2+ i powyzej zostaty pobrane z populacii naturalnej, a dojrzate limaki szare (Cornu aspersum)
z polowych zagréd hodowlanych (obsady 300 szt. wylegu/m?2) byty w wieku 1+ i 2+,

Metodg badanh byty klasyczne doswiadczenia zywieniowe na szczurach, ktérym poda-
wano w formie diety do$wiadczalnej zliofilizowane nogi simakdw lub worki tfrzewiowe, w zalez-
nosci od grupy doswiadczalne;j.

Wyniki

Tab. 1. Warto§é pokarmowa biatka gotowanego miesa slimakéw (worki trzewiowe)
Gatunek $limaka/wiek BV D NPU
Slimak maty szary (Cornu aspersum aspersum 1+ 61,480 90,718 55,77
Slimak maty szary (Cornu aspersum aspersum 2+ 59,532 92,784 55,23
Slimak winniczek (Helix pomatia L.) 2+ 67,40ab 93,734 63,17
Slimak winniczek (Helix pomatia L.) powyzej 2+ 67,91ab 89,828 60,99
Slimak duzy szary (Cornu aspersum maxima) 1+ 71,930 87.,30¢ 62,79

a, b, ¢ - wartosci w kolumnach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie przy p<0,05.
A.B,C - wartosci w kolumnach oznaczone réznymi literami réznig sie statystycznie przy p<0,01.

Tab. 2. Wartosé pokarmowa biatka gotowanego miesa slimakéw (nogi)

Gatunek dlimaka/wiek BV D NPU

Slimak maty szary (Cornu aspersum aspersum 1+ 62,504a 91,878 57,424
Slimak maty szary (Cornu aspersum aspersum 2+ 59,444a 94,10B¢ 55,934
Slimak winniczek (Helix pomatia L.) 2+ 73,088 94,67¢ 69,188
Slimak winniczek (Helix pomatia L.) powyzej 2+ 67,1948b 94,80¢ 63,698
Slimak duzy szary (Cornu aspersum maxima) 1+ 67,1348 89,284 59,934

a, b, ¢ - wartosci w kolumnach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie przy p<0,05.
A, B, C —warto$ci w kolumnach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie przy p<0,01.

Legenda do Tab. 1.i2.

BV —warto$¢ biologiczng biatka worka trzewiowego, nogi; TD — strawno$¢ rzeczywista biatka worka trzewiowego, nogi;
NPU — wykorzystanie biatka netto jako iloczyn BV i TD, wyrazony w %.
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Ryc. 1. Zestawienie wartosci pokarmowej biatka miesa slimakéw z partii nég i workéw trzewiowych

Cornu aspersum maxima  wiek 1+

Helix pomatia wiek > 2+
NPUN

BNPUW
TDN

uTDW

Helix pomatia wiek 2+

BVN

] mBVW
Cornu aspersum aspersum wiek 2+

Cornu aspersum aspersum wiek 1+
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Legenda:
BVW; BVN — warto$¢ biologiczng biatka worka trzewiowego, nogi; TDW; TDN — strawno$¢ rzeczywista biatka worka
frzewiowego, nogi; NPUW/NPUN — wykorzystanie biatka netto jako iloczyn BV i TD, wyrazony w %.

Tab. 3. Wyniki biometryczne oraz wydajnosé miesna slimakéw z gatunku Cornu aspersum

Cornu aspersum aspersum Cornu aspersum maxima

Masa ciata (g) 8,38A 15,75B
Srednica muszii (m) 262 A 32,7B
Wspdtczynnik kondycii 0,46 0,45
Masa tuszy (9) 6,45A 12,0B
Masa nogi (g) 3,6A 6,48
Masa worka trzewiowego (g) 2,9A 5,6B
Masa muszi (g) 1.9A 3.7B
Stosunek masy tuszy do masy ciata (%) 76,9 76,3
Stosunek masy nogi do masy ciata (%) 42,9 40,8
Stosunek masy nogi do masy tuszy (%) 56,0 53,5

Podsumowanie

Gotowane, zliofilizowane mieso z partii nogi simaka winniczka (Helix pomatia L.) zarbwno
w wieku 2+ , jak i winniczkdéw starszych, posiadato w sposdb statystycznie istotny wyzszg wartose
pokarmowq, wyrazongq przez wskaznik wykorzystania biatka netto NPU w pordwnaniu ze $lima-
kiem matym szarym (Cornu aspersum aspersum) (zarbwno w wieku 1+ i 2+) oraz duzym szarym
(Cornu aspersum maxima) w wieku 1+, przy ekstensywnym systemie produkciji. Prowadzona jest
analiza laboratoryjna i obliczeniowa dla pozostatych parametrow warto$ci odzywczej miesa
Slimakdw, a takze absorpciji wapnia muszli.
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Zaktad Hodowli Koni
Kierownik: dr inz. Iwona Tomczyk-Wrona

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

Na podstawie wieloletnich obserwacii wysunieto teze, ze konczyna kompensujgc odchylenia
od normy w zakresie duzych stawdw dqgzy dystalng czescig do osiggniecia podparcia w punk-
cie teoretycznym. Przyktadowo, przy zblizeniu sie prawego i lewego stawu skokowego do sie-
bie, kopyta rozstawiajqg sie na zewngtrz w okolice punktéw podparcia, wyznaczonych przez o
— mimo nieprawidtowosci w zakresie budowy wszystkich stawdw kohczyn, punkty podparcia
dagzqg do fizjologii. Jest to warunkiem zréwnowazenia kohczyny i wytworzenia funkcji zastep-
czych. Kontynuowano badania stuzgce do wyznaczenia teoretycznej fizjologicznej osi pod-
parcia konczyny przedniej i tylnej konia.

Wykorzystujgc doswiadczenia z poprzedniego roku realizacji zadania doprecyzowano
metody oraz sposdb zbierania danych i przeprowadzenia doswiadczenia. Po licznych prébach
wybrano metode nieinwazyjnego wyznaczania i oznakowania punktéw na skérze konia zgod-
nie z przyjetg metodykq. tgcznie zdefiniowano 20 punktéw wyznaczanych na kazdym koniu
podczas pomiardw. Wykonano szereg zdje¢ koni z zaznaczonymi na skérze punktami odzwier-
ciedlajgcymi budowe anatomiczng szkieletu konia.

) staw skokowy [0 ) v.‘?
1 | R Inadgarstek ]‘?

W celu opracowania metody wyznaczania fiziologicznej osi podparcia kohczyn, w oma-
wianym okresie sprawozdawczym wykonano réwniez wiele rzeczywistych pomiardw koni zgod-
nie z przyjetqg metodykq. Wykorzystujgc dotychczasowe doswiadczenie rozpoczeto prace nad
konstrukcjg przyrzgdu — pozycjonera ze wskaznikami laserowymi, umozliwiajgcego wykonywa-
nie dalszych pomiaréw z mozliwoscig wykorzystania dla zwierzgt réznych grup wiekowych.

Przeprowadzone badania i pomiary dotyczyty w szczegdlnosci okreslenia nastepujgcych za-
leznosci:
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— Pole powierzchni styku kopyta z podtozem (odcisk przedniego i tylnego kopyta na plastycz-
nym podtozu — catej podeszwy wraz ze strzatkq). Oznaczenie anomalii w obrebie krawedzi
korowej i pietek.

— Pole powierzchni rzutu catej podeszwy.

— Kat sciany przedniej (grzbietowej) do podtoza — przéd, tyt lewa strona — kgtomierz, wynik
w stopniach kgtowych.

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

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

— Pomiary odlegtoéci miedzy punktami na konczynach tylnych prawej i lewej (dét podkola-
nowy, kostka przySrodkowa kosci piszczelowej, guz pietowy, rowek miedzy pietkami.

— Kat pomiedzy liniami poprowadzonymi przez bruzde posrodkowq strzatek kohczyn przed-
nich i tylnych — wynik w stopniach kgtowych.

Obserwacjom poddano konie réznych ras i w réznym wieku, w tym konie huculskie:

40 koni w ZD IZ PIB Odrzechowa sp. z 0.0., 35 koni w SKH Gtadyszéw, 45 koni z prywatnych
hodowli oraz 30 konikdw polskich z prywatnych hodowli. Zbierany materiat dotyczyt réwniez
koni utrzymywanych w réznych warunkach srodowiskowych: stajennych, stajennych z doste-
pem do wybiegdw, wolnowybiegowych i tabunowych. Poniewaz kazdy koh dokumentowany
jest w co najmniej dwdch powtdrzeniach z lewego boku, przodu i tytu, tgcznie otrzymano po-
nad 1000 zdje¢, ktére w dalszej kolejnosci bedq wykorzystane do obrdbki komputeroweji ana-
lizy na potrzeby wytyczonych celéw i zadan zgodnie z metodykq. Analiza dotychczas zgroma-
dzonego materiatu postuzyta do wypracowania metody szczegdtowej komputerowej obrobki
uzyskanych zdje¢ w celu oceny cech okre$lonych wedtug zatozeh metodyki.

Zadanie 01-15-02-11
Analiza wad i przyczyn eliminujgcych konie z hodowli w wybranych populacjach
ras rodzimych
Kierownik zadania: dr inz. Iwona Tomczyk-Wrona

W wielu opracowaniach naukowych i badawczych podejmowany jest tfemat oceny uzyska-
nych wynikéw, jednak nieliczne prace uwzgledniajg wazny kontekst analizy przyczyn i podtoza
uzyskiwania niezadawalajgcych wynikdw, czesto eliminujgcych konie z hodowli. Zmiana cha-
rakteru uzytkowania koni zwigzana z postepem cywilizacyjnym spowodowata, ze praca ho-
dowlana jako fragment procesu ewolucyjnego zmierza bardziej drogq eksterieru i tadnego wy-
glgdu konia niz jego zdrowia i prawidtowego funkcjonowania oraz wykorzystania zgodnie
z przeznaczeniem danej rasy. Istnieje realne zagrozenie utraty podstawowych cech funkcjo-
nalnych, jakim jest dobre zdrowie, dtugowiecznosé, ptodnosé, a takze charakter umozliwiajgcy
posiadanie i wspdtprace z konmi, nie tylko zaawansowanej grupie ludzi majgcych wysokie
kwalifikacje w obchodzeniu sie z koniem.

Majac na wzgledzie ten aspekt, w metodzie zadania wydzielono cechy dotyczgce wad
pokroju i budowy z uwzglednieniem wad dyskwalifikujgcych oraz wad obnizajgcych warto$é
uzytkowq. Kolejnym analizowanym zagadnieniem byty cechy rozrodcze takie, jak: ptodnose,
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Zrebnos¢, obnizona skutecznos¢ krycia, ze szczegdlnym zwrdceniem uwagi na wady rozwo-
jowe potomstwa. Do cech podlegajgcych gromadzeniu i dalszej analizie nalezg rowniez po-
miary biometryczne oraz szczegdtowa punktacja bonitacyjna w odniesieniu do zgodnosci
z wzorcem rasowym badanej populacji.

W celu pozyskania danych zgodnych z metodg uczestniczono w przeglgdach selekcyj-
nych stadnin koni panstwowych i prywatnych rasy huculskiej (okoto 250 szt.), koni rasy konik
polski (100 szt.) oraz rasy Slgskiej (50 szt.). Brano réwniez udziat w kwallifikacji ogierdw oraz pré-
bach dzielnosci wymienionych ras. Zebrane dane gromadzono z uwzglednieniem réznych
grup wiekowych ocenianych koni.

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

Wzrastajgce na $wiecie zainteresowanie mlekiem klaczy jako produktem o wysokiej wartosci
odzywczej i unikalnym sktadzie daje mozliwos¢ wykorzystania rodzimych ras do podnoszenia
optacalnoé¢ ich chowu i hodowli. Dodatkowo, mleko klaczy ma zblizony sktad do ludzkiego,
jest produktem antyalergicznym, a takze moze by¢ stosowane w leczeniu i profilaktyce choréb
przewodu pokarmowego i skéry. Klacze zimnokrwiste sg zdolne do produkcji ponad 25 litréw
mleka dziennie, a klacze gorgcokrwiste pond 15 litréw. Konie zimnokrwiste cechujqg sie tagod-
nym charakterem i mniejszg pobudliwoscig niz konie gorgcokrwiste, co pozwala na tatwiejszg
obstuge i zmniejsza niebezpieczenstwo urazéw personelu obstugujgcego .

Podobnie jak w latach ubiegtych, w ramach tematu badawczego, pobierane byty
prébki mleka w stadzie klaczy zimnokrwistych i gorgcokrwistych (stado nalezgce do firmy Ge-
nactiv). Przeprowadzono analize pod kgtem sktadu, profilu kwasdw ttuszczowych, wtasciwosci
fizykochemicznych, profilu biatek serwatkowych, réznicy sktadu mleka mrozonego i liofilizowa-
nego. Zbierano takze informacje na temat zywienia, utrzymania, zdrowia i zachowania klaczy
oraz zrebigt zimnokrwistych. Otrzymane informacje zostaty wprowadzono do bazy danych.

W stadzie klaczy sokdlskich w ZD IZ PIB Kotbacz sp. z 0.0. mleko pozyskiwano raz dziennie
(pomiedzy 12. a 13. godzing)., mierzono jego objetos¢ od kazdej klaczy. Bezposrednio potem
pobrane probki byty schtadzane i zamrazane do -20°C. Przed dojem Zrebieta byty odsadzane
od matek na ok. 3-4 godziny. Raz na miesigc pobierano probki (100 ml) do badan. Zamrozone
probki byty przekazywane do laboratorium Polskiego Towarzystwa Technologii Spozywczych,
gdzie dokonywano analiz. Dodatkowo zbierano informacije na temat wydajnosci, zachowania
i kondycji, zaréwno klaczy jak i zrebigt.

tgcznie uzyskano 435 litréw mleka. Srednia dzienna wydajnosé od jednej klaczy wahata
sie w granicach od 1,3 do 3,0 litrow.

Tab. 1. $rednia wydajnosé klaczy oraz éredni czas udoju

Imie klaczy PASZKA, ur. 2009 TELIMENA, ur. 2012 PERLA, ur. 2013 PANNA COTTA, ur. 2015
Data wyzrebienia (17.03.2019 25.03.2019 27.06.2019 14.06.2019

Liczba dni doju 59 59 56 56

Litréw/dzien 1.7 1.3 3.0 1.6

Suma: litry mleka 99,3 74,8 170 90,9

Badaniom laboratoryjnym poddano 44 probki, w tym 21 od klaczy gorgcokrwistych i 23 od kla-
czy zimnokrwistych sokdlskich. 18 prébek zostato zliofilizowanych i ich sktad byt poréwnywany
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ze sktadem z analogicznej prébki mleka z tego samego doju. Wszystkie préobki zostaty przeba-
dane pod kgtem sktadu podstawowego: zawartosci suchej masy i sktadnikéw odzywczych,
profilu kwaséw ttuszczowych i wrasciwosci fizykochemicznych (Fig. 1).

Fig. 1. Zawarto$é sktadnikéw podstawowych w mleku klaczy w latach 2017-2019
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Badania sktadu podstawowego wykazaty wyzszqg srednig zawartosé biatka w stosunku
do lat poprzednich, nieznacznie wzrosta zawarto$é suchej masy, a spadta zawartosé laktozy.
Pozostate sktadniki mleka byty na podobnym poziomie. Zgodnie z oczekiwaniami, w siarze pra-
wie 3-krotnie wyzsza byta zawarto$¢ biatka i ttuszczu, 2-krotnie suchej masy i popiotu, natomiast
nizsza byta zawartos$¢ laktozy.

Sktad biatek serwatkowych wykazat nizszy poziom beta-laktoglobulina (BLg), alfa-lakto-
albumina (A-la), laktoferyny (LF), lizozymu w stosunku do lat poprzednich, natomiast zawarto$¢
immunoglobulin (IMG) i albuminy (AS) byt wyzszy (Fig. 2).

Fig. 2. Zawartosé biatek serwatkowych w mileku klaczy w latach 2017-2019

Lizozym A-la

25

[uny
w

% biatek serw.
o

m2019r m2018r m2017r

Podobnie jak w wynikach analizy mleka nieliofilizowanego, w liofilizacie siary zawarto$é
biatek serwatkowych byta znacznie wyzsza, a alouminy wzrosta prawie 10-krotnie. Spadta nao-
tomiast zawartos¢ beta-laktoglobulina (BLg), alfa-laktoalbumina (A-la) i lizozymu (Tab. 5).
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Zawartosé kwasoéw tuszczowych

Profil kwaséw ttuszczowych wykazat najwyzszg zawartosé kwasdw: palmitynowego 16:0,
oleinowego 18:1n-% i linolowego C18:2 n-6. Dodatkowo, w stosunku do lat poprzednich wyzsza
byta zawartos¢ kwasu a-linolenowego.

Podsumowanie wynikéw

Stwierdzono, ze rezultaty doju byty znacznie lepsze niz w 2018 roku w odniesieniu do $red-
niej wydajnosci klaczy, odpowiednio 1,651 0,95 |/dzieh. Zawartosci poszczegdlnych sktadnikéw
byty poréwnywalne, z tym ze zgodnie z oczekiwaniami, siara zawierata znacznie wiecej biatka
niz mleko. Zauwazono znaczgce wahania dziennego uzysku mleka w kolejnych latach, co mo-
gto by¢ zwigzane ze zmianami warunkdw srodowiskowych —réznicy temperatur w miesigcach
letnich, ilosci opaddw i dostepnosci swiezej paszy. W 2017 roku w wojewddztwie zachodniopo-
morskim w miesigcach wiosennych i letnich wystepowaty obfite opady, a srednia temperatura
ksztattowata sie na poziomie 24°C, w 2018 roku temperatury przekraczaty 30°C (Srednio 27°C).
Dodatkowo, ze wzgledu na susze klacze nie miaty dostepu do pastwiska. W tym okresie wydaj-
nos¢ klaczy spadta do niespetna 0,5 litra/dzieh. Natomiast w 2019 roku $srednie temperatury
byty nizsze, ok. 22°C, a dostep do nowego pastwiska zapewnit odpowiedniq ilos¢ zielonej pa-
szy. Moze to wskazywac na to, ze wydajnos¢ mleczna koni sokdlskich jest uzalezniona od wa-
runkdw Srodowiskowych.

Fot. 1. Déj klaczy. Fot. 2. Kubki udojowe. Fot. 3. Aparat udojowy.
ZD IZ PIB Kotbacz 2D IZ PIB Kotbacz 2D IZ PIB Kotbacz

g

(Fot. G. Polak) (Fot. G. Polak)

Fot. 5. Zrebak sokdlski.
ZD IZ PIB Kotbacz

Fot. 4. ZIrebaki sokdlskie.
ZD IZ PIB Kotbacz

(Fot. A. Janowskal) (Fot. G. Polak)
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Zaktad Zywienia Zwierzgt i Paszoznawstwa
Kierownik: dr hab. Marek Pieszka, prof. IZ PIB

Zadanie 01-16-01-11
Wptyw dodatkdw fizjologicznie aktywnych na rozwdj przewodu pokarmowego,
status zdrowotny oraz wskazniki produkcyjne prosigt i tucznikdw
Kierownik zadania: dr hab. Matgorzata Swiagtkiewicz, prof. I1Z PIB

Celem trzyletniego cyklu badah byto zaprojektowanie i ocena dodatkdédw do pasz, ktére za-
pewnig optymalne warunki rozwoju prosiat.

Wybrane do badanh dodatki, to:

- enzymy pochodzenia mikrobiologicznego o profilu enzymow trzustkowych (lipaza, amylaza,
proteaza), stosowane prenatalnie poprzez dodatek do paszy loch w okreslonym okresie
cigzy lub w 3. tygodniu zycia prosiat,

- $redniotafncuchowe kwasy ttuszczowe o nieparzystej liczbie atomoéw wegla w tahcuchu
(kwas walerianowy i entanowy) podawane prosietom do paszy,

— wtdkno z krajowych roélin wtdknistych (len i konopie) podawane prosietom do paszy.

Badania okreslajgce wptyw enzymdéw pochodzenia mikrobiologicznego o profilu trzustkowym
dodanych do paszy ciezarnych loch na wielkos¢ ptodéw, w celu zminimalizowania IUGR wy-
wotanego niedozywieniem ptodéw - zatozenia i wyniki (dr hab. Marek Pieszka, prof. I1Z PIB).

Wewngtrzmaciczne opdznienie wzrostu, definiowane jako ostabiony wzrost i rozwdj pto-
doéw ssakdéw lub ich organdéw w czasie cigzy (IUGR), stanowi powazny problem w produkcii
trzody chlewnej. Ograniczenie wzrostu ptodowego obniza przezywalno$¢ noworodkdéw, ha-
muje rozwdj postnatalny i efektywnos$é wykorzystania paszy przez Swinie, negatywnie wptywa
na budowe ciata i jakos¢ miesa, trwale ostabia zdrowie i obniza wyniki produkcyjne trzody
chlewnej. U prosigt ,,JUGR"” odnotowuje sie szereg zmian, np. zmieniony udziat typdw witdkien
miesniowych, wieksza zawartos¢ ttuszczu srédmiesniowego, mniejsza synteza biatka oraz mniej-
sza masa miesni, gorsze wykorzystywanie paszy i przyrosty. Przeprowadzone badania polegaty
na opracowaniu strategii zywienia loch w okresie cigzy, polegajgcej na podawaniu w okresie
prenatalnym mieszaniny enzymow grzybowych o profilu trzustkowym (lipaza, amylaza i prote-
aza) w dwdch okresach miedzy 1. a 115. dniem cigzy (grupa D2) i oraz w okresie miedzy
80. a 115. dniem cigzy (grupa D1) i poréwnanie z grupami loch nie otrzymujgcych takiego do-
datku (kontrola negatywna i kontrola pozytywna). Zastosowanie dodatku enzymdw spowodo-
wato istotne skrécenie cigzy, miato istotny wptyw na zwiekszenie liczby prosigt zywo urodzo-
nych i odsadzonych oraz wzrost prosigt po okresie odsadzenia do 70. dnia zycia. W tym okresie,
najkorzystniejsze parametry wzrostu stwierdzono w grupie D2 oraz w kontroli pozytywnej KP
(gdzie prosieta w 3. tygodniu zycia dostawaty mieszanine enzyméw trzustkowych), obserwo-
wano istotnie wyzsze przyrosty masy ciata oraz pobranie paszy w poréwnaniu do kontroli ne-
gatywnej KN i do$wiadczalnej D1. Prosieta z grupy D2 charakteryzowaty sie istotnie lepszym
wspotczynnikiem FCR w pordwnaniu do pozostatych grup zywieniowych. Obraz histologiczny
potwierdzit u zwierzat z grupy doswiadczalnej D2 i kontroli pozytywnej (KP) istotnie grubszy na-
btonek isciany miesnidwki jelit. Stwierdzono takze istotnie wyzszg aktywnosé enzymu rgbka
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szczoteczkowego laktazy w grupach doswiadczalnych (D1 i D2) w poréwnaniu do grupy kon-
tfroli negatywnej (KN). Cze$¢ druga badah dotyczyta sprawdzenia jak podawanie lochom
w okresie cigzy enzymdw trzustkowych wptynie na parametry tuczne i rzezne oraz wybrane
cechy jakosci wieprzowiny. Sposréd odchowanych prosigt z czterech grup zywieniowych wy-
brano losowo po 16 sztuk. W pierwszym okresie tuczu (do 80 kg masy ciata) nie stwierdzono
istotnego zréznicowania w przyrostach masy ciata. W drugim okresie tuczu zaznaczyty sie
istotne réznice w przyrostach masy ciata zwierzgt. Najnizsze przyrosty stwierdzono w grupie D1
i byty one istotnie nizsze w poréwnaniu do zwierzat z grupy KP i grupy D2. Wyzsze przyrosty masy
ciata w grupie KP i D2 spowodowaty skrécenie okresu tuczu w poréwnaniu do grupy KN i D1.
Wykorzystanie paszy w okresie catego tuczu swin od masy ok. 25 kg do masy ok. 120 kg byto
nizsze w grupie KP i D2 w poréwnaniu do grupy KP i D2. Zawarto$¢ miesa w tuszy byta wyrdw-
nana we wszystkich grupach i wahata sie w zakresie 57,0-58,4%, nie byto réznic w Sredniej gru-
bosci stoniny. Warto$¢ pH miesa, mierzona w 45. min. po uboju i po 24-godzinnym schtodzeniu
tusz, réwniez nie rdznita sie miedzy grupami. W grupie kontrolnej negatywnej (KN) stwierdzono
istotnie jasniejszg barwe w poréwnaniu do grupy doswiadczalnej D2. Podsumowujgc drugg
cze$¢ badan mozna stwierdzi¢, ze zastosowanie enzymdw grzybowych o profilu trzustkowym
przez caty okres cigzy lub w 3. tygodniu zycia prosigt wptyneto korzystnie na parametry tuczne
oraz jako$¢ kulinarng i technologiczng wieprzowiny, a co najwazniejsze skrocito okres tuczu
o okoto 7-10 dni.

Wptyw kwaséw Huszczowych o tarnicuchu C4-C7na wyniki odchowu, flore bakteryjnq i strukture
przewodu pokarmowego prosigt — zatozenia i wyniki (prof. dr hab. Ewa Hanczakowska).

Odsadzenie jest niezwykle newralgicznym momentem w odchowie prosigt. W tym okre-
sie ich przewdd pokarmowy i system immunologiczny nie sg jeszcze w petni rozwiniete, sq wiec
narazone na szkodliwy wptyw mikroorganizmow, powodujgcych zaburzenia trawienia i przy-
swajania sktadnikdw pokarmowych. Adaptacja prosigt do nowych, stresujgcych warunkdw
jest zwigzana z obnizonym spozyciem paszy, przejsciowym niedozywieniem i zahamowaniem
wzrostu, wystepowaniem biegunki. Dotychczas zapobiegano tym problemom stosujgc anty-
biotykowe promotory wzrostu, jednak od paru lat jest to zabronione przez UE. Pojawia sie wiec
konieczno$¢ znalezienia innych $Srodkdw chronigcych prosieta w okresie okoto odsadzenio-
wym. W podjetych badaniach zatozono, ze kwasy walerianowy i enantowy poprawiq strukture
nabtonka jelita cienkiego prosigt, zmieniqg sktad flory bakteryjnej trescijelit, ograniczajgc liczeb-
no$¢ bakterii patogennych, co przyczyni sie do poprawy wskaznikdw odchowu i zdrowotnych,
a tym samym korzystnie wptynie na produkcje prosigt. Do badan uzyto 120 prosigt rasy wielka
biata polska, obejmujgc okres od urodzenia do 84. dnia zycia. Po urodzeniu prosigt kazdy miot
losowo przydzielano do jednejz 6 grup, ktére byty zywione takg samaq standardowq sypkg mie-
szankqg paszowdq, uzupetniong maslanem sodu (jako kontrola pozytywna) lub badanymi kwa-
sami (walerianowy, enantowy, kapronowy, kaprylowy) w ilosci 0,3%. W celu pobrania probek
krwi, tkanek i treSci pokarmowej jelit, w kazdej grupie usmiercono 12 prosigt w 28. oraz 56. dniu
zycia. Na postawie otrzymanych danych stwierdzono, ze maslan sodu oraz kwas walerianowy
korzystnie wptynety na wskazniki produkcyjne prosigt, poprawiajac przyrosty masy ciata i wy-
korzystanie paszy. Dodatek kwasu walerianowego i kapronowego do paszy dla prosigt ssgcych
wptyngt na zwiekszenie masy jelita cienkiego, natomiast u prosigt odsadzonych korzystniejszy
okazat sie kwas enantowy. Wzrost wielkosci jelita grubego prosigt starszych stymulowat kwas
kapronowy. Badane kwasy, a szczegdlnie kwas kaprylowy i walerianowy, wptynety na wzrost
poziomu przeciwciat typu IgG we krwi prosigt. U prosigt 28-dniowych wszystkie badane kwasy
zwiekszyty zawartos¢ LKT w tresci jelita cienkiego, a kwas enantowy i kaprylowy oraz maslan
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sodu przyczynity sie do wzrostu LKT w tresci jelita Slepego. Maslan sodu i kwas walerianowy ko-
rzystnie wptynety na poziom kwasu mastowego w tresci jelita cienkiego, a kwas walerianowy,
kaprylowy i maslan sodu zwiekszyty zawarto$¢ kwasu mastowego w tresci jelita Slepego. U pro-
sigt starszych 56-dniowych wszystkie badane kwasy zwiekszyty ilos¢ LKT w tresci jelita cienkiego.
W tresci jelita Slepego nie stwierdzono wzrostu ogdinej ilosci LKT, ale u prosigt otrzymujgcych
maslan sodu zawartos¢ kwasu mastowego byta wyzsza. Badane kwasy przyczynity sie do
zwiekszenia liczebnosci bakterii rodzaju Bacteroides+Prevotella, ktdre w wiekszosci nalezg do
mikroorganizmdw komensalnych lub probiotycznych, a ponadto ograniczyty rozwdj niepoza-
danych bakterii rodzaju Clostridium. Kwas kaprylowy zwiekszat liczebnos¢ bakterii rodzaju Lac-
tobacillus w tresci jelit prosigt starszych, 56-dniowych. Podsumowujgc, przeprowadzone bada-
nia mozna stwierdzi¢, ze badane kwasy o nieparzystej liczbie atomdéw wegla w tahcuchu, wa-
lerianowy (C5) i enantowy (C7), wykazujqg prozdrowotne cechy tzw. zakwaszaczy, korzystnie
wptywajgc na srodowisko i rozwdj przewodu pokarmowego, a przez to takze na wskazniki pro-
dukcyjne prosigt.

Wptlyw preparatéw z wtékna Inu i konopi na rozwéj przewodu pokarmowego, status zdrowotny
oraz wskazniki produkcyjne prosigt — zatozenia i wyniki (dr hab. Matgorzata Swigtkiewicz,
prof. IZ PIB).

W produkcji trzody chlewnej najwieksze straty, wynikajgce z padniec zwierzgt, stano-
wigce ponad 80% wszystkich strat swin w czasie cyklu odchowu, notuje sie w okresie od uro-
dzenia do odsadzenia od lochy. Prosieta odtqczone od matki, zwykle okoto 28-dnia zycia, nie
majg w petni zakohczonego fizjologicznego rozwoju uktadu pokarmowego, obejmujgcego za-
réowno nieuksztattowane struktury nabtonka jelit, niedorozwdj funkcji wydzielniczej i efektywno-
sci enzymow trawiennych, jak i niedobdér pozgdane;j flory bakteryjnej, gtdwnie bakterii kwasu
mlekowego. Wszystko to przyczynia sie do czestego wystepowania biegunek, pojawiajgcych
sie po odsadzeniu prosigt, ktdrych zrédtem jest duza ilo$¢ niestrawionej w jelicie cienkim paszy,
ktéra przesuwa sie zbyt wolno i zalega w jelicie grubym, stanowigc pozywke dla bakterii pato-
gennych. Tak wiec, w okresie okotoodsadzeniowym straty przynoszg nie tylko sztuki padte, ale
takze zwierzeta z pozornie tagodnymi objawami, gdyz przebyte, nawet bezobjawowo, scho-
rzenia zaburzajg srodowisko mikrobiologiczne jelit, a powstate w tym okresie uszkodzenia btony
Sluzowej i degeneracja kosmkoéw jelitowych wymagajg dtugiego okresu odnowy lub pozostajg
nieodwracalne, powodujgc chartactwo zwierzgt. W podjetych badaniach stosowano wtdkno
pochodzgce z Inu lub konopi, ktére charakteryzuje sie duzym udziatem celulozy (60-70%) oraz
ligniny (5-8%) oraz zawiera hemiceluloze (20%), pektyny (1,3-2%), ttuszcze i woski (1%), co spra-
wia, ze ich sktad jest bardziej ztozony niz sktad dostepnego na rynku preparatu z celulozy drzew-
nej. Zatozono, ze ich odmienna podatno$¢ na fermentacije korzystnie wptynie na rozwdj i funk-
cjonowanie przewodu pokarmowego, a tym samym na wskazniki odchowu prosigt. Doswiad-
czenie przeprowadzono na 238 prosietach rasy wielka biata polska, obejmujgc okres od uro-
dzenia do 84. dnia zycia. Po urodzeniu prosigt kazdy miot losowo przydzielano do jednej
z 7 grup, ktére byty zywione izobiatkowymi i izoenergetycznymi mieszankami, réznigcymi sie je-
dynie rodzajem wtdkna (celuloza drzewna - konfrola pozytywna, len, konopie) lub iloscig
witdkna (1,5 lub 2,0%). W celu pobrania probek krwi, tkanek i tresci pokarmowej jelit, w kazdej
grupie uSmiercono 12 prosigt w 28. oraz 56. dniu zycia. Otrzymane wyniki analizy sktadu wtdkna,
wtasciwosci antyutleniajgcych oraz czystosci mykotoksykologicznej potwierdzity mozliwos¢ sto-
sowania wtdkna z krajowych roslin wtdknistych (Inu i konopi) jako dodatku do paszy dla prosigt.
Dodatek kazdego rodzaju wtdkna do paszy korzystnie wptynat na wskazniki produkcyjne pro-
sigt, poprawiajgc przyrosty masy ciata i zmniejszajgc zuzycie paszy, przy czym najkorzystniejsze
wyniki uzyskaty prosieta otrzymuijgce 1,5% dodatek wtdkna Inianego. U prosigt otrzymujgcych
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dodatek wtdkna do paszy w ilosci 2% obserwowano dtuzsze jelito cienkie, w stosunku do masy
ciata, niz w pozostatych grupach, co moze przyczyniac sie do zwiekszenia powierzchni trawie-
nia i wchtaniania sktadnikéw pokarmowych. Dodatek do paszy kazdego z zastosowanych
w doswiadczeniu rodzajow wtdkna przyczynit sie do zwiekszenia dtugosci kosmkow jelita cien-
kiego. Obserwowano korzystny wptyw dodatku wtdkna na poziom hemoglobiny, jej stezenie
w krwinkach i objetos¢ krwinek czerwonych (prosieta mtodsze) oraz na ilo§¢ czerwonych krwi-
nek iich objetos¢ (prosieta starsze). Dodatek wtdkna Inianego i konopnego wptynagt na wzrost
poziomu przeciwciat typu IgA oraz IgG, ale wptyw ten byt zalezny od wieku prosigt. Dodatek
wtdkna do paszy w niewielkim stopniu przyczynit sie do zwiekszenia koncentracji LKT, w tym
kwasu mastowego, w jelicie cienkim prosigt starszych, przy czym najkorzystniejsze wyniki obser-
wowano w przypadku wtdkna konopnego. W jelicie grubym obserwowano korzystny wptyw
dodatku 2% wtdkna konopnego na wzrost iloéci LKT w kolejnych odcinkach (w poréwnaniu do
konfrolnego wtdkna drzewnego) oraz korzystny wptyw dodatku 2% wtdkna konopnego i Inia-
nego na stabilizacje poziomu LKT w kolejnych odcinkach jelita (w poréwnaniu z grupg kon-
tfrolng). Wtdkno Iniane i konopne przyczynito sie do obnizenia w tresci jelita grubego poziomu
amoniaku oraz potencjalnie toksycznych i karcynogennych metabolitow (fenol, indol, krezol),
ale efektywno$¢ tych dodatkédw byta zréznicowana w zaleznodci od odcinka jelita. Nie po-
twierdzono prebiotycznego wptywu badanego wtdkna na wzrost liczebnosci bakterii LAB w je-
licie grubym, ale stwierdzono, ze wtdkno jako zrédto energii stymulowato wzrost liczebnosci
bakterii symbiotycznych, co przetozyto sie wiekszg produkcje LKT. Podsumowujgc mozna stwier-
dzi¢, ze wtdkno pochodzgce z krajowych roslin wtdknistych (Inu i konopi) posiada wtasciwosci
i potencjat sktaniajgce do stosowania go jako prozdrowotnego dodatku paszowego dla pro-
sigt, aich dziatanie jest pordwnywalne lub lepsze niz dostepnego na rynku witdkna drzewnego.
Potwierdzenie wynikdw pierwszej serii badan oraz szczegdtowe opracowanie stosowania
witdkna roslin wtdknistych w praktyce wymaga dalszych badan.

Uogdiniajgc wyniki catego cyklu zakohczonych badah mozna stwierdzi¢, ze:

1. Zastosowanie enzymdw mikrobiologicznych o profilu trzustkowym przez caty okres cigzy lub
w 3. tygodniu zycia prosigt wptywa korzystnie na liczbe zywourodzonych prosigt, wskaznikéw
odchowu, rozwdj ich przewodu pokarmowego i aktywnosci enzymow rgbka szczoteczko-
wego oraz jakos¢ kulinarng i technologiczng wieprzowiny.

2. Kwasy MCFA o nieparzystej liczbie atomdw wegla w tancuchu, walerianowy (C5) i enan-
towy (C7), wykazujg prozdrowotne cechy tzw. zakwaszaczy, korzystnie wptywajq na srodo-
wisko i rozwdj przewodu pokarmowego, a przez to takze na wskazniki produkcyjne prosigt.

3. Wtdkno pochodzgce z krajowych roélin wtdknistych (Inu i konopi) posiada wtasciwosci i po-
fencjat sktaniajgce do stosowania go jako prozdrowotnego dodatku paszowego dla pro-
sigt, aich dziatanie na produkcyjnosc i status zdrowotny prosigt jest pordwnywalne lub lep-
sze niz dostepnego na rynku celulozowego wtdkna drzewnego.

Uzyskane wyniki mogg stac sie przyczynkiem do opracowania dodatku do paszy dla pro-
sigt, wspomagajgcego rozwéj przewodu pokarmowego i poprawiajgcego efektywnosé od-
chowu prosigt oraz wykazujgcego dziatanie prozdrowotne. Dodatek taki oraz sposdb jego
dawkowania moze by¢ w przysztosci przedmiotem patentu lub zastrzezenia ,,know-how" oraz
upowszechnienia, z przeznaczeniem dla hodowcdw trzody chlewnej i producentéw pasz. Po-
nadto atutem badah moze by¢ wskazanie innowacyjnego sposobu wykorzystania krajowych
roslin wtdknistych.
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(Fot. Marek Pieszka)

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

W realizacji badanh w zakresie zadania badawczego jako cel przyjeto analize mozliwosci wy-
korzystania takich czynnikdw zywieniowych, jak poziom zywienia lub dodatek kwasu masto-
wego w poprawie efektywnosci produkcyjnej bydta i owiec. Zrealizowano 2 cele badawcze.

Wptyw poziomu zywienia na rozwdj gruczotu mlekowego cieliczek wysokowydajnych ras
mlecznych (1. cel szczegbtowy).

Celem badan jest odpowiedZz na pytanie czy poziom zywienia preparatem
mlekozastepczym (PM), w okresie wychowu od 14. do 60. dnia zycia (dz.), jest czynnikiem
regulujgcym rozwdj gruczotu mlekowego (GM) cieliczek wysokowydajnych ras mlecznych.

Metody badawcze

Doswiadczenie przeprowadzono na 18 cieliczkach rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej
(PHF-HO). Utworzono 3 réwnoliczne grupy: | - kontrolng, w ktérej cieliczki ubijano w 14. dz.,
w pozostatych grupach od 14. dz. do dnia uboju (ok. 60. dz.) stosowano zywienie PM: w grupie
Il - ograniczone (pokrycie 66% zapotrzebowania na sktadniki pokarmowe obliczonego wg
zasad zawartych w Normach zywienia bydta mlecznego (NRC 2001) iw grupie lll - do woli.
Cieliczki miaty staty dostep do paszy tresciwej i wody.

Kolekcjonowano:

— pomiary przyzyciowe — wskazniki efektywnosci wychowu (kontrola masy i wymiaréw ciata,
zuzycia sktadnikéw pokarmowych na przyrost masy ciatal),

— pomiary poubojowe — masy anatomicznie catego MG, tkanki parenchymatycznej (PAR),
tkanki wysciotki ttuszczowej (MFP), innych wydzielonych organdw, poubojowe masy ciata,
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— wyniki analiz chemicznych pasz i wybranych tkanek, koncentracji wskaznikow
hematologicznych, biochemicznych i hormonalnych krwi oraz histomorfometrycznych
wybranych tkanek.

Wyniki

Grupy doswiadczalne cieliczek byty jednorodne pod wzgledem genotypu oraz wydajnosci
matek (P<0,9). W grupie lll zywionej do woli PM dzienny przyrost masy ciata cieliczek od 14. dz
do uboju wynosit srednio 298 g/d i byt wyzszy 1,2-krotnie w porédwnaniu do przyrostu masy ciata
cieliczek grupy Il - zywionej dawkami ograniczonymi. Zywienie cieliczek PM do woli zwiekszyto
masy GM, PAR, MFP (2,5-krotnie) oraz serca, watroby, Sledziony, nerek oraz Sciany zwaczo-
czepca (1,1-krotnie) w porédwnaniu do tych wskaznikdw charakteryzujgcych cieliczki
otrzymujgce dawki ograniczone (Tab. 1).

Tab. 1. Poréwnanie srednich mas ciata, tusz poubojowych, GM, PAR, MFP oraz innych wydzielonych organéw cieliczek
w grupach doswiadczalnych w dniu uboju

Grupy ] pi
Wyszczegdlnienie | kontrolna Lywienie PM
Il ograniczone | Il do woli ¥ | 1]}
Ubdj] | Wiek, d 14,7 61,2 63.0 *x *x ns
Masa | ciata, kg 43,6 65,3 74,1 *x *x *
tuszy poubojowej, kg 21,9 35,2 40,9 *x *x *
Masy MG, g 83.2 132.3 326,9 x x x
Prawa potowa MG, g 41,3 66,6 163.6 * > >
PAR z prawej potowy MG, g 0,3 4,4 10,4 g g g
MFP z prawej potowy MG, g 41,4 58,6 150,2 * o o
Innych organdw
Sledziona, g 143,4 210,0 265.6 o x ns
Serce, g 345,8 448,6 528,4 o | *
Watroba, g 1231 1396 2019 ns > >
Nerki, g 215,6 300.0 413.2 o o o
Tarczyca, g 80.2 159.9 168.8 o o ns
Sciana | zwaczo-czepca, g 327 1010 707 s *
Dwunastnicy, g 49.5 72,8 88.9 * * ns
Jelita czczego, g 1303 1808 1915 o o ns
Jelita Slepego, g 58,3 88,4 94,3 o o ns

1 Wptyw statystyczny czynnika oznaczono jako:

(P>0,05).

istotny* (0,01>P<0,05), wysoko istotny** (P<0,01) oraz nieistotny ns

Stwierdzono, ze w sktadzie chemicznym PAR koncentracja biatka ogdlnego (BO) nie
zalezata od wieku | poziomu zywienia PM, koncentracja ttuszczu surowego (TS) nie zalezata od
poziomu zywienia PM (P>0,05), natomiast ilosci zgromadzonych BO i TS byty wyzsze u cieliczek
karmionych do woli, w poréwnaniu do ilosci zgromadzonych w PAR u cieliczek otrzymujgcych
dawki ograniczone (P< 0,05), (Tab. 2). Natomiast w sktadzie chemicznym MFP obserwowano,
ze koncentracja i ilo§¢ zgromadzonego BO i koncentracja TS byta podobna u cieliczek
zywionych dawkami ograniczonymi PM w 14 dz. i w 60. dz. (P<0,05), jednak zgromadzone ilosci
BO i TS byty wyzsze u cieliczek karmionych do woli w poréwnaniu do ilosci zgromadzonych
u tych otrzymujgcych dawki ograniczone (P<0,01).
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Tab. 2. Poréwnanie $rednich zawarto$é biatka ogdlnego i tluszczu surowego w tkankach GM cieliczek w grupach
doswiadczalnych

Grupy ] pi
Wyszczegdlnienie Lywienie PM
tkonfrolna | o graniczone | dowoli | P |F | i
Tkanka MG | Sktadnik chemiczny
Biatko Koncentracja, mg/m 44,4 38,9 38.6 ns _[ns ns
PAR ogdlne | llos¢ catkowita, mg 13,9 169.7 403,8 R x
Ttuszcz Koncentracja, mg/m - 111,6 106,6 - - ns
surowy | llos¢ catkowita, mg - 487.2 1110.8 - - *x
Biatko Koncentracja, mg/m 13,3 11,6 11,1 ns [* ns
MEP ogdlne | llos¢ catkowita, mg 564,5 675,5 1632,5 ns | ** *x
Ttuszcz Koncentracja, mg/m 416,0 478,4 663.2 ns | ** *x
surowy | llo$¢ catkowita, mg 16432 27837 100980 * *x o

1 Wptyw statystyczny czynnika oznaczono jako: istotny* (0,01>P< 0,05), wysoko istotny** (P<0,01) oraz jako nieistotny ns
(P>0,05).

Uzyskane wyniki stanowiqg podstawe dla ponizszych wnioskéw.

W okresie wychowu od 14. do 60. dz. cieliczek rasy PHF-HO:

1. Poziom zywienia poéjtem z preparatu mlekozastepczego (PM) ksztattuje wzrost masy i zmienia
sktad chemiczny tkanek gruczotu mlekowego.

2. Iywienie do woli PM o zawartoéci okoto 20% biatka ogdlnego, 19% ttuszczu surowego
i 4,53 Mcal energii metabolicznej w 1 kg suchej masy, w pordwnaniu do zywienia
ograniczonego (pokrywajgcego w 66% zapotrzebowanie na energie metaboliczng
cieliczek ras mlecznych)

a. zwiekszyto mase gruczotu mlekowego (2,5-kroftnie), mase tkanki parenchymatycznej
(2,4-krotnie) oraz mase wyscidtki ttuszczowej (2,6-krotnie),

b. nie wptyneto na koncentracje biatka ogdlnego oraz ttuszczu surowego, natomiast
zwiekszyto ilosci tych sktadnikdw chemicznych zgromadzonych w PAR,

c. zwiekszyto koncentracje ttuszczu surowego oraz ilosci zgromadzonych biatka ogdlnego
i ftuszczu surowego w MFP.

3. Wzrost gruczotu mlekowego jest allometryczny (wyzszy) w poréwnaniu do wzrostu masy
iwymiardw ciata, masy S$ledziony, serca, wagtroby, nerek, $cian zwaczo-czepca,
dwunastnicy, jelita czczego i Slepego.

Wptyw formy maslanu na fermentacje zwaczowq, strawnosé i rozwéj przewodu pokarmowego
przezuwaczy - cel 2.

Celem badanh jest wyjasnienie czy rodzagj soli kwasu mastowego wprowadzonej, jako
dodatek do paszy wptywa na przebieg fermentacji mikrobiologicznej w zwaczu oraz
wykorzystanie paszy przez doroste zwierzeta przezuwajgce, na rozwdj przewodu pokarmowego
i efektywnosc tuczu tryczkdw.

Przeprowadzono 2 do$wiadczenia: | - fizjologiczne na przetokowanych krowach i Il - wzrostowe
na jagnietach-tryczkach.

Doswiadczenie |

Metody badawcze

W uktadzie kwadratu tacinskiego badania przeprowadzano na 3 krowach rasy PHF-HO z zato-
zonymi przetokami do zwacza. Krowy otrzymywaty dawki pasz: kontrolng K bez dodatku soli
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kwasu mastowego, z dodatkiem maslanu sodu (MS) lub z dodatkiem tributyrinu (TB). Od 19. do
21. dnia zywienia dawkqg doswiadczalng przeprowadzono inkubacije prébek siana metodq in
situ.

Kolekcjonowano:

- préby ptynu zwaczowego,

— pomiary odczynu kwasowego, stezenia azotu amonowego i lotnych kwaséw ttuszczowych
(LKT) w tresci zwacza,

— pomiary ubytku sktadnikéw pokarmowych z prébek.

Wyniki

Wprowadzenie dodatkédw zmienito przebieg fermentaciji w zwaczu. W poréwnaniu do
grupy K dodatek MS po uptywie 0, 2, 4i 8 h zwiekszyt wartosci pH oraz po uptywie 0, 2, i 4 h od
zadania paszy koncentracje azotu amonowego. Dodatek TB w godzinie 0 zwiekszyt wartos$e
pH oraz w godzinach 0, 2, i 4 h od zadania paszy koncentracje azotu amonowego.

Doswiadczenie |l

Metody badawcze

24 tryczki rasy wrzoséwka (w wieku 10 m-cy) przydzielano do 3 grup zywieniowych:
| (kontrolna) — do dawki pokarmowej nie wtgczono dodatku soli mastowych, w pozostatych
grupach wprowadzono dodatek w iloéci 15 g jonu kwasu mastowego w 1 kg suchej masy,
w grupie Il - w postaci dodatku MS i w grupie Ill - dodatku TB.

Kolekcjonowano:

— pomiary przyzyciowe — wskazniki efektywnosci tuczu,

— pomiary poubojowe - poubojowq mase ciata, masy anatomicznie wydzielonych organdw,

— wyniki analiz chemicznych pasz i wybranych tkanek, koncentracji LKT w tresci wybranych
odcinkéw przewodu pokarmowego, koncentracji wskaznikdw biochemicznych krwi oraz
histomorfometrycznych wybranych tkanek.

Wyniki

Tryczki w grupach doswiadczalnych charakteryzowaty podobne wskazniki efektywnosci
fuczu (P>0,05). Dodatki MS i TB podwyzszyty koncentracje kwasu mastowego w ptynie
zwaczowym, koncentracja kwasu mastowego byta wyzsza u tryczkdw otrzymujgcych dodatek
TB w pordwnaniu do koncentracji u tryczkdw otrzymujgcych dodatek MS (Tab. 3).

Tab. 3. Poréwnanie Srednich koncentracji LKT w tresci zwacza i dwunastnicy u tryczkéw z grup doswiadczalnych

Grupa
Wyszczegdlnienie Kontrola Dodatek P!
MS 8B
Kwas octowy, ymol/g 87.7 97.3 79.5 ns
Tre$¢ zwacza Kwas propionowy, umol/g 16.1 17.2 153 ns
Kwas mastowy, umol/g 10.9aA 15.408 14.90r8 *x
Kwas octowy, umol/g 3.96 3.59 4.17 ns
Tre$¢ dwunastnicy Kwas propionowy, umol/g 0.82 0.59 0.70 ns
Kwas mastowy, umol/g 0.26 0.18 0.42 ns

I Wptyw statystyczny czynnika oznaczono jako wysoko istotny** (P<0,01) oraz jako nieistotny ns (P>0,05).
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Dodatki MS i TB podwyzszyty koncentracje beta-hydroksymaslanu (BHBT), nie wptynety
na stezenie glukozy i wolnych niezestryfikowanych kwasdw ttuszczowych (NEFA) we krwi
fryczkoéw (Tab. 4).

Tab. 4. Poréwnanie s$rednich koncentracji wybranych wskaznikéw biochemicznych we krwi tryczkéw z grup
doswiadczalnych

Grupa
Wyszczegdlnienie Dodatek P!
Kontrolna NS T8
Glukoza, mg/dL 67.1 67.9 64.9 ns
BHBT, mg/dL 0.57b8 0.81a48 0.91aA o
NEFA, mol/L 0.02 0.02 0.04 ns

1 Wptyw statystyczny czynnika oznaczono jako wysoko istotny** (P<0,01) oraz jako nieistotny ns (P>0,05).

Dodatki nie wptynety na mase tuszy poubojowej oraz masy wyszczegdlnionych
odcinkdw przewodu pokarmowego z wyjgtkiem masy $cian trawienca, ktdéra byta najwyzsza
u tryczkdédw otrzymujgcych dodatek TB (Tab. 5).

Tab. 5. Poréwnanie $rednich mas tusz ubojowych oraz wybranych odcinkéw przewodu pokarmowego tryczkéw z grup
doswiadczalnych

Grupa
Wyszczegdlnienie Kontrona Zastosowany dodatek P!
MS TB

Tuszy poubojowej, kg 7.38 7.21 7,06 ns
Scian zwaczo-czepca, kg 0.069 0.065 0.069 ns
Scian ksigg, kg 0.006 0.006 0.006 ns

Masa Scian trawiehca, kg 0.017¢ 0.017p 0.023@ *
Scian dwunastnicy, kg 0.004 0.004 0.004 ns
Scian jelita czczego, kg 0.057 0.059 0.063 ns
Scian jelita biodrowego, kg 0.002 0.003 0.002 ns

! Wptyw statystyczny czynnika oznaczono jako istotny* (P<0,05) oraz jako nieistotny ns (P>0,05).

Uzyskane wyniki stanowig podstawe dla ponizszych wnioskdw.

Wprowadzenie do dawki pokarmowe] dodatku kwasu mastowego w formie soli
nieorganicznej (maslanu sodu) lub soli organiczne;j (tributirinu sodu) w ilosci dostarczajgcej 15 g
jonu kwasu mastowego dziennie wptyneto:

1. u dorostych kréw na przebieg fermentaciji w tresci zwacza,
2. u opasanych tryczkdw na wzrost koncentraciji BHBT, dodatek tributirinu sodu zwiekszyt mase
Scian trawienca.

Podsumowanie uzyskanych wynikéw badan

Poziom zywienia energetyczno-biatkowego w okresie wychowu od 14. do 60. dnia zycia
jest czynnikiem modulujgcym wzrost i sktad chemiczny gruczotu mlekowego cieliczek
wysokowydajnych ras mlecznych. W tym okresie wychowu wzrost masy gruczotu mlekowego,
tkanki parenchymatyczneji tkanki wyscidtki ttuszczowej gruczotu jest wyzszy w pordwnaniu do
wzrostu masy i wymiardw ciata oraz masy innych organdw (Sledzonej, serca, watroby, nerek,
tarczycy i $cian przewodu pokarmowego).

Wprowadzenie do dawki pokarmowej dodatku kwasu mastowego w formie soli
nieorganiczne] (maslanu sodu) lub soli organicznej (tributirinu sodu) modyfikuje przebieg
fermentacji mikrobiologicznej w zwaczu u dorostych i mtodych przezuwaczy. Zastosowane
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dodatki oraz stwierdzona modyfikacja fermentacji w zwaczu nie wptywajg na efektywnosé
tuczu tryczkdw.

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

Zadanie dotyczy istotnych zagadnieh nowoczesnej produkcji drobiarskiej — jakosci skorup jaj
i ko§¢ca u wysokoprodukcyjnych kur niesnych oraz strawnosci jelitowej aminokwasdw nasion
grochu siewnego u kurczgt. W ramach zadania realizowane sq dwa cele badawcze.

Efektywnosé réznych irédet kwaséw Huszczowych, ze szczegdinym uwzglednieniem jakosci
skorup jaj i kosca w zywieniu kur niesnych (1. cel szczegdtowy).

Zgodnie z metodykg badan w okresie sprawozdawczym opracowano wyniki doswiad-
czenia 1., wykonanego na intensywnie uzytkowanych kurach niesnych (168 niosek Lohman
Brown, w okresie od 25. do 60. tygodnia zycia). Nioski zywiono do$wiadczalnymi mieszankami
paszowymi zawierajgcymi rozne zrédta kwasdw ttuszczowych. Nie stwierdzono wptywu zasto-
sowanego czynnika doswiadczalnego (rézne zrodta kwasdw ttuszczowych) na wskazniki pro-
dukcyjne niosek oraz jako$¢ tresci i skorupy jaj. Zastosowane zrédto kwaséw ttuszczowych
w diecie istotnie oddziatywato natomiast na profil kwasdw zéttkowych lipiddw zéttka jaj. Tak
wiec, najkorzystniejsze rezultaty w tym zakresie, z punktu widzenia wartosci prozdrowotnej jaj,
odnotowano przy stosowaniu oleju z alg, ktérego wprowadzenie do paszy istotnie zwiekszato
poziom kwasu eikozapentainowego (EPA) i dokazaheksaenowego (DHA). Dodatek oleju z alg
do diety wptywat jednak negatywnie na sensoryczne parametry gotowanych jaj. Odnoto-
wano natomiast pozytywny wptyw wielonienasyconych zrédet kwaséw ttuszczowych (olej
z alg, olej Iniany) na niektére parametry biomechaniczne, charakteryzujgce jako$¢ kosci dtu-
gich u niosek. Podsumowujgc wyniki doswiadczenia 1., mozna stwierdzi¢, ze wprowadzenie
oleju z alg do mieszanki paszowej dla niosek jest efektywnym sposobem wzbogacenia jqj
w wielonienasycone kwasy ttuszczowe z szeregu n-3 (PUFA n-3), jak rowniez moze korzystnie
wptywacé na mineralizacje kos¢ca ptakdw. Istnieje jednak potrzeba prowadzenia dalszych ba-
dan na okresleniem optymalnego poziomu tego oleju w mieszance paszowej, przy ktérym to
poziomie negatywny efekt oleju z alg na sensoryczne parametry jaj nie bedzie widoczny.

W okresie sprawozdawczym rozpoczeto rdwniez realizacje doswiadczenia 2., ktdérego ce-
lem byta optymalizacja poziomu zrédet wielonienasyconych kwasdw ttuszczowych (olejIniany,
olej rybny, olej z alg) w mieszance dla kur niesnych. Miejscem wykonania badan jest ferma
dos$wiadczalna nalezgca do Instytutu Zootechniki PIB, zlokalizowanaw w Aleksandrowicach.
Kury zywiono izobiatkowymi i izoenergetycznymi doswiadczalnymi mieszankami paszowymi,
w sktad ktérych wchodrzity $ruty zbozowe, poekstrakcyjna sruta sojowa, dodatki mineralne
i aminokwasowe, premiks witaminowo-mineralny oraz odpowiedni dodatek ttuszczu paszo-
wego (zrédto kwasdw ttuszczowych).

Standaryzowana strawnosé jelitowa aminokwaséw nasion grochu siewnego u kurczqgt brojle-
row - wplyw wieku i dodatku paszowej proteazy (2. cel szczegétowy).

W ramach realizacji tego celu przeprowadzono trzeci etap badah dotyczgcych nasion
grochu siewnego odmiany biatokwiatowej Tarchalska oraz odmiany barwnie kwitngcej Milwa,
poswiecony ocenie wptywu wieku kurczgt oraz dodatku mikrobiologicznej proteazy na jeli-
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towq strawno$¢ aminokwasdw po standaryzacji wspdtczynnikdw strawnosci pozornej na wiel-
ko$¢ przeptywu (strat) aminokwasdw endogennych, 1j. niepochodzqgcych z paszy (EA). Z wy-
korzystaniem techniki zywienia dietqg bezbiatkowqg (PFD), ilosSciowg ocene przeptywu jelito-
wego EA wykonano na tgcznie 120 kurczetach rozmieszczonych losowo w 6 klatkach stano-
wigcych powtdrzenia w obrebie kazdej grupy wiekowej, przy liczebnosci 12 osobnikéw dla
wieku 14 dni oraz 8 osobnikdw dla wieku 28 dni. W pieciodniowych okresach adaptacyjnych
poprzedzajgcych procedury poubojowej kolekciji tredci jelitowej ptaki otrzymywaty diete PFD
do woli. Po zliofilizowaniu, w pobranym materiale oznaczona byta zawarto$¢ aminokwasodw,
suchej masy oraz chromu dodanego (z Cr203). Komplet tych danych analitycznych byt pod-
stawg do obliczen wielkosci przeptywu endogennego poszczegdinych aminokwasdw (EA)
w przeliczeniu na jednostke pobrania suchej masy. Wyniki przedmiotowych obliczeh przedsta-
wiono w Tabeli 1. Oznaczone w poprzednich etapach realizacji niniejszego celu szczegdto-
wego wspotczynniki pozornej strawnosci jelitowej (PSJ) aminokwasdw nasion grochu testowa-
nych odmian przeliczono na warto$¢ strawnosci standaryzowanej. Kalkulacje standaryzowao-
nych wspotczynnikdw strawnosci jelitowej aminokwasdw (SSJ) wykonano wedtug wzoru: SSJ =
PSJ + (EA/ zawarto$¢ aminokwasu w diecie, mg/kg SM). Rezultaty tych kalkulacii dla wybranej
grupy aminokwasoéw zestawiono w Tabeli 2.

Wstepnie opracowane wyniki niniejszego etapu badan wskazujg na: (1) znaczgco wyz-
szy jelitowy przeptyw endogennych AA u mtodszych (dwutygodniowych) kurczgt, (2) ogdlnie
wyzszg standaryzowang strawnos¢ aminokwasdw w przypadku biatokwiatowej odmiany gro-
chu (w tym metioniny i cysteiny) oraz (3) istotng poprawe standaryzowanej strawnosci jelitowej
aminokwasdw przy obecnosci proteazy w diecie. Dodatek tego enzymu moze niwelowad rdz-
nice w strawnosci jelitowej niektérych aminokwasdw spowodowane réznym wiekiem ptakdw.

Tab. 1. Usrednione (n = 6) wartosci jelitowego przeptywu (strat) poszczegdinych aminokwaséw endogennych u kurczat
w wieku 14 28 dni

Wiek ptakow

Aminokwas 14 dni 28 dni

mg/kg pobranej SM (£SD)
Asp 385 +36 296 +20
Thr 352 +26 334 +39
Ser 289 +14 233 +19
Glu 490 +55 379 +66
Pro 280 +20 255 +24
Cly 266 +34 210 +24
Ala 276 +33 194 +25
Val 300 +38 230 +28
lle 259 +34 234 +27
Leu 330 +20 285 +37
Tyr 232 +17 205 +12
Phe 263 +37 199 +19
His 108 +4 8¢9 +8
Lys 251 15 174 +20
Arg 271 +41 181 +25
Cys 118 +6 126 +9
Met 77 +5 73 +7
Ltacznie 17 AA 4545 +279 3696 +355
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Tab. 2. Standaryzowana warto$é wspétczynnikéw strawnosci jelitowej aminokwaséw badanych nasion grochu w za-
leznosci od wieku kurczqt brojlerow oraz obecnosci proteazy w diecie

Grupy:
Aminokwas wiek kurczqgt (14 lub 28 dn?)),l dodatek proteazy (+E) W°f;°§é
14 14 +E 28 28 +E
Groch odmiany Tarchalska (biatokwiatowy)
Treonina 0777 b 0,794 ab 0,806 a 0,832 a 0,002
Lizyna 0.866 b 0,893 a 0.866 b 0,896 a 0,001
Arginina 0.867 c 0919 a 0871 c 0.891 b <0,000
Cysteina 0,790 ab 0,806 ab 0,775 b 0,824 a 0,041
Metionina 0,858 0.863 0,858 0,881 0,753
Srednio 17 AA 0.833 b 0,848 ab 0.836 b 0851 a 0,047
Groch odmiany Milwa (rézowokwiatowy)

Treonina 0,780 b 0,829 ab 0,818 ab 0,872 a 0,016
Lizyna 0,828 ¢ 0,860 b 0,865 b 0,898 a 0,047
Arginina 0.863 b 0,885 ab 0,898 ab 0,930 a 0,024
Cysteina 0,696 0722 0,693 0,723 0,292
Metionina 0,757 0,787 0,770 0,825 0,176
Srednio 17 AA 0,794 b 0,826 ab 0,820 ab 0,863 a 0,014

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

Celem badan jest doskonalenie metod stuzgcych opracowaniu charakterystyki sktadu che-
micznego miesa i ttuszczu Gesi Biatej Kotudzkiej®, zywionej w kohcowym etapie owsem,
a w celach pordwnawczych - réwniez pszenicg.

Niniejsze zadanie jest wynikiem polityki ukierunkowanej na poszerzanie zakresu technik
i analiz wykonywanych w Centralnym Laboratorium. Coraz bardziej powszechna swiadomosé
ekologiczna konsumentdw wzmacnia coraz wiekszg tendencje do spozywania naturalnych
produktéw spozywczych, wyrdzniajgcych sie pod wzgledem cech zaréwno prozdrowotnych,
jak i kulinarnych. Wielkotowarowa produkcja zwierzeca przyczynita sie do zubozenia zywnosci
pod wzgledem smaku i aromatu, co w opinii wielu konsumentdw, nie jest zjawiskiem pozgda-
nym. Stgd zapewne wynika wzrost zainteresowania zywnosciowymi produktami pochodzg-
cymi od zwierzat ras rodzimych, w tym od Gesi Biatej Kotudzkiej®, ktéra od 2001 roku jest opa-
frzona zastrzezonym w Urzedzie Patentowym znakiem towarowym stowno-graficznym, ktérej
wtascicielem jest Instytut Zootechniki — Panstwowy Instytut Badawczy.

Ges Biata Kotudzka® - polski produkt

Ges Biata Kotudzka® jest genotypem, ktdry zostat stworzony dzieki pracom hodowlanym
prowadzonym od 1962 roku w Instytucie Zootechniki — Panstwowym Instytucie Badawczym w 1Z
PIB ZD Kotudzie Wielkiej. Jest ona ceniona za granicq, a szczegdlnie w Niemczech, gdzie sku-
tecznie konkuruje z gesiami sprowadzanymi z Wegier. Mieso gesie, gtéwnie to pochodzgce
z Polski, jest eksportowane do Niemiec w ilosci od 18. do 20. tysiecy ton rocznie. Réwniez w sa-
mej Polsce, spozycie miesa gesiego dynamicznie ro$nie. W ciggu 15 lat wzrosto ono z poziomu
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kilkuset do, obecnie, kilku tysiecy ton rocznie. Ze wzgledu na dobro narodowe, jakim jest wy-
hodowana w IZ PIB ZD Kotudzie Wielkiej Ges Biata Kotudzka®, wydaje sie szczegdlnie wskaza-
nym wspieranie zardwno jej produkcii, jak i konsumpcii produktéw, gtdwnie miesa od niej po-
chodzgcego, poprzez popularyzacje jego sktadu chemicznego i cech smakowo-zapacho-
wych. Wobec tego, Centralne Laboratorium podjeto sie zadania rozwijania metod dotyczg-
cych oznaczania zwiqgzkdw lotnych, ktére decydujg o walorach kulinarnych miesa i innych pro-
duktéw pochodzenia zwierzecego. Ninigjsze zadanie dotyczy wykorzystania do charakterystyki
produktéw Gesi Biatej Kotudzkiej® chromatograficznej metody do analizy zwigzkdw lotnych,
w oparciu o fechnike HS-SPME-GC/MS (chromatografia gazowa sprzezona ze spekirometrig
mas i z zastosowaniem techniki izolacji sktadnikdw prébki za pomocqg mikroekstrakcji do fazy
stacjonarnej z fazy nadpowierzchniowej, ang. Headspace Solid Phase Microextraction), do-
datkowo poszerzonej o metode oznaczania kluczowych zwigzkdw zapachowych w miesie
w oparciu o technike GC-O (chromatografia gazowa potgczona z olfaktometriq, ang. Gas
Chromatography-Olfactometry). W tym drugim przypadku, prébka byta przygotowana tech-
nikg ewaporaciji zwigzkéw lotnych, wspomagana rozpuszczalnikiem (SAFE, ang. Solvent Assi-
sted Flavor Evaporation). Intensywno$¢ zapachu w prébce miesa badano technikg AEDA
(ang. Aroma Extract Dilution Analysis), wykonujgc analize olfaktometryczng kolejnych rozcien-
czeh roztwordw prébki. Wykonane zostaty rowniez inne wybrane analizy chemiczne.

Badania poszerzono rowniez o inne wybrane analizy chemiczne, ktére wykonano w Cen-
fralnym Laboratorium stosujgc metody odpowiednio sprawdzone i scharakteryzowane pod
katem przydatnosci do wyznaczonych celdéw. Postepowano wedtug zasad utrzymania sys-
temu jakosci, zgodnie z normg akredytacyjng PN-ISO/IEC 17025.

Wyniki

Badania zostaty wykonywane w Centralnym Laboratorium Instytutu Zootechniki PIB
w Aleksandrowicach na 160 Gesiach Biatych Koludzkich® (80 gesi i 80 gesioréw), z czego do
uboju wybrano 80 ptakdw. Gesi w koncowej fazie tuczu zywione byty petnym ziarnem owsa
(40 ptakdw) i pszenicy (40 ptakdw). Wykonano analize rzezng, w tym zwigzkdw lotnych, wali-
dacje metody HS-SPME-GC/MS, oraz analize ofaktometryczng. Badania poszerzono réwniez
o inne analizy chemiczne. Tucz owsiany dat produkt bogatszy w witamine E we wszystkich ba-
danych tkankach, natomiast w witamine A bogatszy byt ttuszcz sadetkowy. Tucz gesi owsem
byt korzystniejszy od tuczu pszenicg (wartodci wieksze dla produktéw pochodzgcych od gesi
zywionej owsem) pod wzgledem: UFA, PUFA, PUFA-3, UFA/SFA i PUFA/SFA, natomiast tucz psze-
nicg dawat produkt o lepszym stosunku PUFA n-6/n-3 (warto$ci mniejsze dla produktéw pocho-
dzgcych od gesi zywionej pszenicq, Tabele 3.2 ai 3.2 b).

26



(W4N+0:81 D) @Mozozsny Asomy suppbzod -v4Q
¢-0Bawo Asomy -g-U v4Nd
9-nBawWo ASOMY -9-U W4Nd

aMOzozZsN}} ASDMY BUODASDUSIUOIBIM -V4Nd
BMO0zozsN}} ASomy auoDAspusIiUOUPS( 4NN
BMOZIZSN}} ASDMY SUODASDUSIU -4
BOMOZOZSN}} ASDMY BUODASDU -\/4S

[
3
o

~
o

r4
>

)

S

x~
o

N

L6LL0 L8610 Zsv0'0 2565’0 00000| 28/L'0| 00000| 6L €£0 £Zl 8'Gl L'el el gzl Gl €-U/9-U v4nd
28990 ze810 LT6L0 ve09'0| 00000| 9Z100| 00000| 08 (200 TO'L| 640 9/80| 0260 LLLO 20’ v4S/v4nd
L6VY0 9/v0'0 £552°0 l0860| vE00'0| 6/920| 00000 | 08 v100 vo'l 181 68l 16l L6 €8'L V4S/V4NN
6Ev8°0 81v0'0 92600 v9/£°'0| 00000| LyvO'O| 60000 6L 2200 v6'c S9C| 92| 28T SLT v8'c V4S/v4N
9660 69LL0 22600 G809'0| 00000 | £ZLO'O| 6€000| 08 €L 6'6L 9'8L| 06L| G6L 0'6L 9'6L v4a
V6960 8ELE0 8890 Ol/8'0| 00000| OwWr8'0| S90L0| 08 vv0'0 16'L ve'L 85°L L8] vS'L 29l €-Uv4nd
erAN A} 1£180 16550 96/¥'0| 00000| G/S0'0| 00000| 08 4740) z'ee g6l ole| L1z 98l Zve 9-uv4nd
LTLY0 €520 LELS0 €916°0| 00000| 0€80°0| 00000| 08 Sv'0 L'ST €1z L'ez| 8%¢€e 9'0C v'9C v4ind
¥08£'0 9Err'0 2/88°0 1Z990| 00000| £62S0| 00000 | 08 9¢0 06y Z'ls| 2T0s| 00s 928 9Ly V4NN
€18L0 00€0°0 /510 9890 0000'0| 0€Z0'0| €0000| 08 910 L'YvL SZL v'eL 8'¢L zeL ovL v4n
€18L°0 00£0°0 L/S10 98r9'0| 0000°0| 0€2Z0'0| €0000| 08 910 £'GC S| 99z 29 8'9Z 092 v4S
66910 €SS0 25640 29690 €v000| v6e80| 68500| 08 18000 191'0| <0z0| €8L0| 98L0 6L0| 6610 vHAa
90870 £2€9°0 GEV9'0 0e000| €vZ0'0| 2//20| 00000| 08 G1000 L£0°0 L€0'0| €€00| 9€00 0r00| 8200 vd3
L2950 €420 28100 090v'0| 26L20| S€0S0| 89ZL'0| 08 90000| SG200| 9200| S200| 9200 GZ00| £200 1:220
62120 £88.°0 L0ee0 L1920| 2L/0'0| 28800| 1S000| 08 ZrlLo YA viv| oLv| L2 09y L£S v:020
L89L°0 8r68°0 LEY00 00890 LOOO0| 8€8/0| 00000| 08 /9000 120 v9S0| vws0| (VSO ZIS0| €450 1:020
LvZ8'0 21200 S0L00 G0eS'0| 00000 9lOL'0| 2ZzZo0o| 08 L0000 9v0'0| €S00| 0S00| 6v00 8v00| 1S00 0:020
€090 2es10 19480 91880 00000| 680L0| G9€L'0| 08 vv0'0 (VA o't L8] ge'l €e’l 6e°'l €810
85vL'0 2090 vv82°0 6/81'0| 20000| ©¥9000| 2Z0000| 08 €1000 y€0'0| GZ00| €€00| 4200 GZ00| ve00 €810
60980 €0SY'0 L6€8°0 8/8¢'0| 00000| €lgr'o| 00000| 08 ve0 08l a4l €91 vol 6l 8'8l z8lD
29¢€0 vrero 95590 0S96'0| 00000| GLlv6'0| 00000| 08 Ze0 S'Sy ew| vov| vov 9’8y zy 181D
81€9°0 85820 £209°0 vZ16'0| 00000| GS9¥9'0| €vsSL'o| 08 000 oA 909 | €9G| 89 VLS 1SS 0810
L9¥9°0 09€8°0 Z851°0 v€80'0| 00000| ©Z0O'0| 00000| 08 £900 ev'e G6e| €8¢€| SS€ g0y 9e'e 191D
9Ev6'0 61710 G1£00 £€990| 00000| G€L00| 12000 08 eLo L'61 ozl 90z 1’0z L0z 00 091D
67150 £180°0 18280 Lv9T0| €S0L0| €9100| 1S/L0| 08 9000 L1€0| GlE0| SzZe0| £0E0 Lieo| 1eeo ovLD
£162°0 orLy’o G0000 [G87'0| 0000'0| £S8r'0| 00000 84 £1000 2€00 LlL0'0| 1200| 2200 L10'0| 9200 01D
1xdxz ixd 1XZ dxz 1 d z
IoYDIBJUI 4 D2SOUDM d 2SOHDM u W3S | II'msop | | 'mMsop | DYsuaz | Dysdw | pousazsd S8IMO
1[0DIBJUl | YOAUMOB MOM}IUUAZD DSO0ULO)S| ‘Pis pbig (1) 10y (d) 2814 (2) suaIMA7 | BluBIUIOB8ZOZSAM

@/enizpnjo) fejoig 139 Bou YoDIUSIW M (% |yoid) YOAMOZOZSNY MOSDMY POPIS "D Z'€ "GD)

97



[
3
o

v
=2
]

z
>

T

£

K,
o

N

‘| Il2gD] M D[ DIUBZODUZO

80€0°0 L1000 20000 6891°0| 00000 | ¥0SZ'0| 00000| 08 820 v'LL 6vlL £el 0l LOL| 9761 £-U/9-U vV4Nd
1S/10 GE100 vr0e0 81€00 | 00000 | £200'0| 00000| 08 81100 LIY0 80€0| 1S€0| /€0 8/2°0| (vvO V4S/v4nd
LL1LO (Y010 66010 06G2°0| 00000 | €vSO'0| 00000 | 08 €100 29'L 05°L vS'L 85'L 19°L 16l V4S/VANIN
S0zyo G/80°0 0€90°0 6€10°0| 00000 | 08200| €L100| 6L 9100 20T 18l 68'L v6'l 68'L| wo'l V4S/v4AN
£94L°0 £5200 Y120 GZrl’'0| 00000 | 0/200| L6vZ'0| 08 L10 9L 8°0L VLl 0cL oL 6'lL v4a
(0]72°7A0) 60000 vIv9'0 6€16°0| 00000 | S€00'0| €0000| 08 06200 Lt GS9'0| 2v8 0| 1260 L€80| 2€60 £-Uv4nd
L9¥0'0 G/EL0 9LVED 6v10°0| 00000| ¥SLO'0| 00000 | 08 Ge0 92l 086 oLl vLL 158| 6l 9-Uv4nd
86/00 06900 V6150 G820°'0| 00000 | £LLO'O| 00000| 08 960 Lel 60l 0cl 9l G'6 LSt v4nd
02920 08550 L£0L'0 G968°0| 981S0| 22ZS'0| 00000| 08 0€0 £'6S G'eS €65 | G'eS L'SS| O'ls V4NN
L0860 €500 96L1°0 29800 | 00000 | £zZlO'O| 6v000| 08 120 0'L9 v'vo €69 | 099 £'G9 1’99 V4N
L0860 1£S0°0 9610 29800 | 00000 | /zZl0'0| 6v00'0| 08 120 0'ce 9'Ge Lve| Ove LVE| 6'¢¢ V4S
£159°0 62000 6L12°0 65010 | 00000 | 2/00°0| 00000| 08 9.000 ZeC0| 9ZLl0| 0610| 8910 (S1'0| 0020 7020
2£980 z19¢0 00000 2€98'0| 00000 | Z19e'0| 00000| 08 9rZ00 0000 Zer’o| 6120| 2120 [810| Sv20 1:02D
11920 90re0 15820 629€°0| 00000 | 9/87'0| 90000 | 08 22000 G000 Zro’'0| v200| €200 200 | 9200 0:020
019.0 01000 G190 88/8'0| 00000 | ££00°0| £0000| 08 68200 oL'L V90| €£8°0| €160 vZ8'0| €260 €810
02520 SLLE0 0SeS0 912/’'0| 00000 | £600°0| 00000| 08 G000 8200| OvOO| (€00| €00 9200| 2Zroo €810
1Zv00 02010 €600 ZzZl0'0| 00000 | 1OLO'O| 000O0| 08 ve'0 £l €96 L0l z'LL €e'8| 9¢l 810
06070 6020 000€0 068G°0| 00000 | SL8L'O| 000O'0| 08 20 8’6y G'CS 605 | vIS €S| 06y 1'81D
00970 0zev'o 98180 GySS'0 | 00000 | 06670| LOOOO| 08 £L00 v9'S e 609 109 629 18°S 081D
L£020 92000 06000 96£0°0 | 00000 | ¥000'0| 00000 | 08 44%0) ov'e G460 28| 602 lv'e| 002 1'91D
GS8L°0 £520°0 0S81°0 68S1°0| 00000 | €/£0°0| 6£8L0| 08 LLO 892 G'82 6'le| e 8/z| S'l2 091D
8/v8°0 05600 [S/80 0l0L'0| P/8S0| SZO00| 66900| 08 6.000 6950 LLS0| L6500 6¥S0 655°0| /850 ovLD
0/S8°0 6lYL0 £800°0 £Zr9°0| 61000 | vero'o| 8580°0| 08 Z1000 6200 220'0| 8200| €200 vZ0'0| /200 0ZLO
1xdxz 1xd 1X2 dxz 1 d z
Ifo1DIBUI  DSOUDM dosopom | U IN3S | II'MSOP | | 'MSOp | DYsuaz | DYsdW | DOJuUBzsd [ saImo
o318}l | YOAUMOID MOYIUUAZO DSOULO)S| ‘Pis pbyg (1) %0y (d) 2814 (2) saImAz | aluaiu|oBazozsAM

@lenjzpnio)) [a4oig 139 WAMOMNOPDS NZIZSNY M (% 1oid) Y2AMOZOZSNY MOSDM) POPIS *q Z'¢ Dlegp]

98



Zaktady Naukowe

Walidacja analizy lotnych zwigzkdéw — metoda HS-SPME-GC/MS:

— Granica oznaczalnosci wynosita 9 000 jednostek pdl powierzchni chromatografu.

— Zakres oznaczania zwigzkdw lotnych wynosit od 0,003 do 45,02 (%profil, mieso ndég) i od
0,006 do 33,72 (ttuszcz sadetkowy). Zaleznos¢ odchylenia standardowego od udziatu % dao-
nego zwigzku lothego w profilu przedstawiono na Ryc. 1. Odpowiednio w 3 zakresach
(% profil): 0,003-0,10,0,11-1,00i 1,01 - 45,02, SD wynosity 0,013,0,16i 1,73.

- Wyrdzniono 13 gtéwnych lotnych substancji w miesie nég, ktérych udziat % w profilu byt
wiekszy niz 1%: heksanal (45,0%), 2-pentylofuran (8,4%), 2,2,4,6,6-pentametyloheptan (7,2%).,
heptanal (4,3%), nonanal (3,9%), oktanal (3,5%). 1-okten-3-ol (3,3%). pentanol (2,5%), penta-
nal (2,3%), 2-etylofuran (1,3%). 2-heptanon (1,2%), heptan (1,1%) i 2,3-okanodion (1,0%).
Wsréd nich 5 stanowity aldehydy (59,0%), 2 furany (9.8%), 2 weglowodory (8,4%), 2 alkohole
(5.8%) i 2 ketony (2,2%). tqczny udziat tych zwigzkdw wynosit 85,2%.

— Wyrdzniono 13 gtéwnych lotnych substancii w ttuszczu sadetkowym, ktérych udziat % w pro-
filu byt wiekszy niz 1%: heksanal (33,7%), 2.2,4.6,6-pentametyloheptan (10,3%), pentanal
(10,1%), heptanal (4,3%), 3-etylocyklopentanon (4,2%), nonanal (4,0%), pentanol (3,6%),
aceton (3,3%), oktanal (3,2%), 3-metylobutanal (3,2%), 2-pentylofuran (2,8%), acetaldehyd
(1.8%), 3-metylo-2-pentanon (1,3%). Wérdd nich byto 7 aldehyddw (60,2%), 1 weglowoddr
(10,3%)., 3 ketony (8,8%). 1 alkohol (3,6%) i 1 furan (2,8%). taczny udziat tych zwigzkdw wynosit
85,7%.

W celu zapewnienia wiekszej doktadnosci analizy zapewniono chtodzenie (okoto +1 do
+3 °C) stojaka automatycznego podajnika prébek tak, by w prébkach oczekujgcych na ana-
lize ograniczy¢ niekorzystne reakcje chemiczne zwigzane z rozktadem prébek. Z kolei, w celu
wyeliminowania niepozgdane] zmiennosci, na skutek zuzywajgcych sie wraz z uptywem czasu
elementdédw uktadu chromatograficznego (starzenie sie kolumny i wtdkna SPME, fluktuacije czu-
tosci detektora masowego MS), zapewniono takie ustawienie ich kolejnosci na stojaku podaj-
nika, by wszystkie grupy zywieniowe i podgrupy (pteé w obrebie grupy) byty analizowane na-
przemiennie.

Ryc. 1. Zalezno$é odchylenia standardowego od udziatu % zwigzku lotnego w profilu substancji lotnych w miesie
ndg (a) i thuszczu sadetkowym (b) Gesi Biatej Kotudzkiej®

SD
N *
S5 e
S P
a) s
o o
0 10 20 20 . |
%profil
TyTU+ WykreSU
4
........ (]
b) 0 N O s
2 g
. ---------- ....--
L el
0
0 5 10 15 20 55 " - ]

99



Zakiady Naukowe

Identyfikacja zwigzkéw lotnych

Sposréd zidentyfikowanych 211 substancji lotnych, najwiecej obserwowano weglowodo-
row (56), a nastepnie aldehyddw (41), alkoholi (34), ketondw (24), zwigzkdw siarkowych (21),
estrow (14), kwasdw ttuszczowych (10), zwigzkdw azotowych (6), a najmniej zwiqzkdw hetero-
cyklicznych zawierajgcych tlen (4) oraz jeden eter.

Modele klasyfikacyjne réznicujgce ges zywionq owsem i pszenicq w koncowym etapie tuczu

W celu graficznego przedstawienia réznic pomiedzy dwoma sposobami zywienia wyko-
rzystano analizy lotnych zwigzkéw w miesie nég technikg HS-SPME-GC/MS. Zastosowano po-
dejscie analizy niecelowanej typu ,fingerprinting” (odcisk palca), w oparciu o widma masowe
analizowanych prébek. Model klasyfikacyjny oparty na widmach masowych PCA-LDA, odrdz-
niajgcy grupe gesi zywionej owsem od grupy zywionej pszenicq, wykazywat sie wysokg zdol-
noscig predykcyjng (96.6% — gesi, 100% — gesiorki). Przedstawiono go na Ryc. 2. Doktadnosci
klasyfikacji do grup zywieniowych (owies vs. pszenica) obliczone na podstawie analizy gtow-
nych sktadowych i analizy dyskryminacyjnej byty wieksze niz 95%. Mimo, ze wartos¢ dla samic
byta nieco nizsza, to obie wartosci nalezy uznac za dobre.

Ryc. 2. Wykresy punktowe F-Ratio-PCA-LDA w uktadzie dwéch gtéwnych sktadowych L1 i L2, w oparciu o analize
lotnych zwiqzkéw metodq HS-SPME-GC/MS w miesie Gesi Biatej Kotudzkiej®, dla dwdch grup: gesiorkéw (a) i gesi (b)
zywionych owsem i pszenicq w koncowej fazie tuczu. Kazdy punkt jest sredniq z dwéch wynikéw

a) 1,071 iy Ty ' '+ Dokladnos¢
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\ e B
0,87 Y 1 100%
L \ ]
X . \
L N ° \ 1
S 0T v\ N -
L ~ |
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[ o O\ —_ - /// ]
027, L el Y. : ol
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b) — - ore
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C \eo
53— \ B
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590, ; -
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. gesi zywione pszenica

L1, L2 zmienne analizy dyskryminacyjnej

Analiza kluczowych zwiqzkéw zapachowych - metoda GC-O/MS$

W miesie zidentyfikowano 15 najbardziej aktywnych zapachowo substancji. Wartosci FD
tych substancji miescity sie w zakresie od 16 (2-metylo-3-furantiol i &-oktalaktonu) do
1024 (furaneol, Ryc. 3). Podstawowymi prekursorami lotnych zwigzkdw sg aminokwasy i cukry
oraz produkty reakciji pomiedzy nimi, a takze kwasy ttuszczowe. Czes¢ tego typu substancii
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moze powstawac réwniez z polifenoli, czego przyktadem moze byé obecna w miesie gesim
wanilina. Najwiekszy wptyw na aromat pieczonego miesa gesi kotudzkiej miaty furaneol,
metional i 2-acetylotiazolina o progu wyczuwalnosci T (stezenie w wodzie): 31, 0,2 i 1 ppb,
odpowiednio. Prekursorem pierwszej substancji sg cukry, drugiej metionina (rozktadajgca sie
do metionalu w wyniku degradaciji Streckera), a trzecia jest produktem reakcji Maillarda
zachodzgcych pomiedzy cukrami a aminokwasami. Rowniez silny wptyw na wrazenia
zapachowe wywieraty powstate w reakcjach Maillarda: heterocykliczne zwigzki zawierajgce
azot i siarke (2-acetylotiazol, T=10 ppb i 2-etylo-3,6-dimetylopirazyna, 7=0,4 ppb) oraz sotolon
(T=0,001 ppb). a takze 2 aldehydy heksanal (T=4,5 ppb) i 2,4-decadienal (T=0,2 ppb), ktérych
prekursorami sq kwasy ttuszczowe. Wyraznie wyczuwalne nuty pieczeniowe pochodzity,
rébwniez od powstajgcych w reakcjach Maillarda, 2-acetylopyroliny (1=0,1 ppb), 2.3,5-
frimetylopirazyny (T=400 ppb), 2,3-dietylo-5-metylopirazyny (T=0,5 ppb) oraz od powstatego
w wyniku oksydacji kwaséw ttuszczowych 1-okten-3-onu (T=0,05 ppb) i powstatej z polifenoli,
stodko-pachnqgcej waniliny (T=20 ppb). Natomiast najmniejszg wartosciq wspdtczynnika
rozciehczenia zapachu charakteryzowat sie nastepny zwigzek Maillarda: 2-metylo-3-furantiol
(T=0,007 ppb) oraz powstaty z rozktadu kwasdw ttuszczowych & -oktalakton (T=100 ppb).
Wspodtczynnik FD gtéwnie jest zalezny od zawartosci zwigzku lotnego i jego progu
wyczuwalnosci T, dlatego przypisana niektdérym substancjom wysoka warto$¢ wspdtczynnika
rozciehczenia zapachu FD nie zawsze wskazuje na niskg wartos¢ T. Tak jest na przyktad
w przypadku furaneolu, zwiqgzku o relatywnie stabe] wyczuwalnosci (dosyEé wysoki prog
wyczuwania zapachu) a najwyzszym wspodtczynniku FD. Z kolei, w innym skrajnym przypadku
wystepuje sytuacja odwrotna — zwigzki o bardzo dobrej wyczuwalnosci — jak 2-metylo-3-

furantiol i 1-okten-3-on — charakteryzujqg sie niskimi warto$ciami FD, co wskazuje na bardzo matg
ich zawartos¢ w prébce.

Ryc. 3. Chromatogram (z lewej) i aromagram po ekstrakcji kluczowych zwigzkéw zapachowych metodq SAFE
Z miesa nogi gesiorkéw Gesi Biatej Kotudzkiej®

GC/MS

3
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] g 2
heksanal - $wieza tfrawa; 2-metylo-3-furantiol — migso, witamina B; metional — pieczony ziemniak; 2-acetylopyrolina —
popcorn prazony; 1-okten-3-on — grzyby; 2,3,5-trimetylopirazyna — pieczen; 2-acetylotiazol - prazony popcorn; fura-

neol — wata cukrowa; 2-etylo-3,6-dimetyolpirazyna — pieczen; 2-acetylotiazolina — popcorn; stolon — vegeta, maggi,

lubczyk; 2,3-dietylo-5-metylopirazyna — pieczen, ziemisty; 6-oktalakton — stodki; 2,4-dekadienal - ttuszcz, frawa; wani-
lina — wanilia.
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Podsumowanie i wnioski

Granica oznaczalnosci metody oznaczania zwigzkdw lotnych metodqg HS-SPME-GC/MS
wynosita 2000 (pole powierzchni). W trzech zakresach oznaczania (% profil): 0,003-0,10; 0,11-
1,00 i 1,01-45,02, odchylenia standardowe wynosity od 0,013 do 1,73 (% profil).

Dominujgcymi zwigzkami lotnymi w miesniach ndg byty: pentanal, heksanal, heptanal,
oktanal, nonanal, 3-metylobutanal, acetaldehyd, 2-etylofuran, 2-pentylofuran, 2,2,4,6,6-pen-
tametyloheptan, heptan, 1-okten-3-ol, pentanol oraz: aceton, 3-metylo-2-pentanon, 2-hepta-
non i 2,3-okanodion. tgczny ich udziat przekraczat w miesie i ftuszczu sadetkowym 85%.

Tucz owsiany dat produkt bogatszy w witamine E we wszystkich badanych tkankach,
natomiast w witamine A bogatszy byt ttuszcz sadetkowy. Mieénie ndg gesiorkdw zawieraty wie-
cej biatka, ale byty ubozsze w witamine E.

Tucz gesi owsem byt korzystniejszy od tuczu pszenicqg pod wzgledem wiekszosci parame-
tréw zwigzanych z zawarto$cig kwasdw nienasyconych, w szczegdinosci: UFA, PUFA, PUFA-3,
UFA/SFA i PUFA/SFA. Wartosci te byty istotnie wieksze w przypadku tuczu owsem. Tucz gesi psze-
nicq okazat sie by¢ bardziej korzystny od tuczu owsem, ze wzgledu na lepszy stosunek kwaséw
omega-6/omega-3 (PUFA n-6/n-3). Wartosci te byty istotnie mniejsze w przypadku tuczu psze-
nica.

Na podstawie analizy kluczowych zwigzkéw zapachowych zidentyfikowano 15 najbar-
dziej aktywnych zapachowo substancji okreslajgc ich stezenie zapachowe za pomocg wspodt-
czynnika rozciehczenia zapachu. Wyniki tej analizy dodatkowo opisujg jakos¢ miesa gesi ko-
tudzkiej i sq elementem oceny kulinarne;j.

Przedstawiony w wersjach dla gesiorkdw i gesi model klasyfikacyjny, oparty na widmach
masowych analizowanych prébek, wykazywat sie wysokq, powyzej 95%, zdolnoscig predyk-
cyjng. Model ten wraz z wynikami innych analiz moze stuzy¢ jako element charakteryzujgcy
ges owsiang odrézniajgcq jg od gesi zywionej w koncowej fazie tuczu ziarnem pszenicy.

Przedstawione wyniki analizy rzeznej i badah chemicznych, w tym zwigzkdw lotnych,
z jednoczesnym wykorzystaniem wielowymiarowych technik statystycznych, w sposéb kom-
pleksowy charakteryzujg jako$¢ miesa i ttuszczu Gesi Biatej Kotudzkie|®.

Zadanie 04-16-01-11
Ksztattowanie reakcji immunologicznej u cielgt za pomocq innowacyjnych preparatéw
zawierajqgcych nanoczqgstki krzemu oraz zmodyfikowane kultury Lentinula edodes
Kierownik zadania: dr Dorota Bederska-tojewska

Celem gtdwnym badan byta ocena dwdch ztozonych preparatéw NANOCALF-Si oraz Selentin
na status zdrowotny oraz parametry produkcyjne cielgt.

Poczgtkowy okres odchowu cielgt cechuje sie licznymi zagrozeniami dla ich zdrowia i zy-
cia. Mimo stosowania wielu zabiegdw o charakterze zootechniczno-weterynaryjnym straty
w ich odchowie sq wysokie i wahajg sie w zaleznosci gospodarstwa od 4 do 30%.

W doswiadczeniu wykorzystano dwa preparaty o synergistycznym dziataniu zaréwno
przeciwbakteryjnym, jak i immunostymulujgcym. Pierwszy z nich - NANOCALF-Si w swoim skta-
dzie zawierat: enzymy grzybowe o profilu trzustkowym, chronione czgsteczki kwasdw fumaro-
wego, jabtkowego, cytrynowego, sorbowego, a takze maslan sodu. Zwigzki te wykazujqg silne
dziatanie przeciwbakteryjne oraz stymulujgce nabtonek jelitowy. Drugi opracowany preparat
sktadat sie ze specjalnie zmodyfikowanych kultur in vitro gatunku grzyba leczniczego Lentinula
edodes (shitake), wzbogaconego w zwigzki organiczne selenu. Jego zadaniem byto wywotadé
efekt stymulacji uktadu odpornosciowego oraz dziatac jako prebiotyk u zwierzgt hodowlanych.
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Przeprowadzono doswiadczenie zywieniowe na 18 cieletach, mieszancach ras cb x Hf
(50-75% gendw Hf) odsadzonych w momencie zakohczenia pojenia siarq (4. dzien zycia). Zwie-
rzeta w miare urodzeh zostaty przydzielone do 3 grup doswiadczalnych. Kazda grupa liczyta
po 6 cielgt, ktére byty utrzymywane w kojcach indywidualnych. W momencie rozpoczecia do-
Swiadczenia zwierzeta byty wazone. Kolejne wazenia masy ciata odbywaty sie w odstepach
7-dniowych. Cieleta nalezgce do gr. 1 byty traktowane jako grupa kontrolna (bez dodatku
preparatéw doswiadczalnych). Grupy doswiadczalne otrzymywaty pasze o tym samym skta-
dzie i w tej samej ilosci, lecz z dodatkiem preparatu NAOCALF-Si oraz SELENTIN. Preparaty byty
podawane od 10. do 70. dnia zycia w postaci rozpuszczonej w wodzie, mleku oraz w prepara-
cie mlekozastepczym. Podczas doswiadczenia odnotowywano w karcie zdrowia liczbe dni
z biegunkq, jej przebieg, okredlano stan zdrowotny zwierzgt. Na poczgtku dodwiadczenia
(10 dnia zycia) oraz w 35., 70. i 120. dniu zycia pobierano krew z zyty szyjnej zewnetrznej w celu
okreslenia wskaznikdw morfologicznych (hematokryt, stezenie hemoglobiny, liczba czerwo-
nych i biatych krwinek), biochemicznych krwi oraz stezenia selenu.

W trakcie doswiadczenia gromadzono nastepujgce dane:

— wskazniki zootechniczne (masy ciata, przyrosty masy ciata, pobranie paszy oraz zuzycie pa-
szy na kg przyrostu masy ciata),

— krew do analiz morfologicznych oraz biochemicznych pobierano w 10., 35., 70. i 120. dniu
Zyciq,

— w 70. dniu zycia poddano eutanazji 3 osobniki z kazdej grupy w celu pobrania fragmentéw
jelit oraz zwacza. Pobrano takze fragment wgtroby oraz miesni celem okreslenia stezenia
poziomu selenu.

Srednie masy ciata cielgt w dniu urodzenia byty wyréwnane, nie réznity sie pomiedzy
grupami i wynosity odpowiednio: grupa kontrolna — 45,2; Selentin — 46,2; Nanocalf-Si — 46,0
(Ryc. 1). W pdzniejszym okresie zycia, az do 70. dnia, réznic statystycznych nie odnotowano.
W poszczegdlnych okresach odchowu nie zaobserwowano réwniez réznic w Srednich dzien-
nych przyrostach masy ciata (Ryc. 2). W okresie odchowu od 1.-53. dnia zycia w zadnej z grup
nie wystgpity réznice w srednim, dziennym spozyciu paszy oraz wspdtczynniku wykorzystania
paszy. W grupie otrzymujgcej preparat Selentin stezenie selenu zaréwno w surowicy krwi (Ryc.
3), miedniach oraz wgtrobie ulegto znacznemu podwyzszeniu - P<0,0001 (Ryc. 4). W grupie kon-
frolnej w 35. dniu zycia wynosito ono 44,33 pg/l, natomiast w grupie ofrzymujgcej Selentin —
132,00 pg/I.

Ryc. 1. $rednie masy ciata cielqt (kg)
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Ryc. 2. $rednie dzienne przyrosty masy ciata (g)
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Ryc. 3. Poziom selenu w surowicy krwi (ug/l)
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Ryc. 4. $redni poziom stezenia selenu w miesniach i watrobie (ug/kg)
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Zastosowane preparaty nie zwiekszyty masy ciata cielgt, jednak w ostatnich dwdch ty-
godniach odnotowano tendencje do wiekszych przyrostdw masy ciata zarbwno w grupie cie-
Igt otrzymujgcych preparat Nanocalf-Si jak i Selentin. Dodatkowo preparat Selentin zwiekszyt
istotnie poziom selenu w surowicy krwi, miesniach i watrobie.
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Zadanie 04-16-04-11
Wykorzystanie larw owaddw w zywieniu kurczqt brojleréw jako alternatywa
dla sruty sojowej
Kierownik zadania: prof. dr hab. Mariusz Pietras

Celem badan byto okreslenie wptywu catkowitego zastgpienia sruty sojowej w mieszance so-
jowo-tubinowej mgczkq z poczwarek jedwabnika morwowego lub mqgczkqg z larw mgcznika
mtynarka na rozwdj przewodu pokarmowego kurczgt brojleréw, funkcje watroby oraz wskazniki
lipidowe i hormonalne krwi. Badania przeprowadzono tgcznie na 252 seksowanych kurczetach
brojlerach Ross 308, pozyskanych z komercyjnego zaktadu wylegowego odchowywanych na
Sciétce w standardowych warunkach srodowiskowych, ze statym dostepem do paszy i wody.
Po zakohczeniu pierwszego okresu odchowu kurczeta przydzielono do 4 grup po 24 ptaki (4 po-
wtdrzenia po 6 szt. — 3 kurki i 3 kogutki). Grupy kontrolne zywiono mieszankq kukurydziano-so-
jowqg (SBM) i kukurydziano-sojowo-tubinowq (SBM+LL). W mieszankach do$wiadczalnych soje
zastgpiono mqgczkqg z poczwarek jedwabnika — grupa LL+BM i mqgczkg z larw mgcznika mty-
narka — grupa LL+TM. Okreslono wskazniki rozwdj przewodu pokarmowego i funkciji watroby.
Pozorng strawnosc¢ jelitowq suchej masy, biatka ogdlnego i ttuszczu surowego oznaczono na
144 kurczetach podzielonych na 4 grupy, w 6 powtdrzeniach po é ptakdw w kazdym powtd-
rzeniu. Wyniki uzyskane w trakcie realizacji badan poddano analizie statystycznej wykorzystujgc
program SAS. Istotno$¢ réznic oceniano za pomocg testu Duncana, uznajgc rdznice za staty-
stycznie istotne przy wartosci P ponizej 0,05.

Nie stwierdzono istotnego wptywu zastgpienia sruty sojowej mgczkq z poczwarek jedwalb-
nika i larw mgcznika mtynarka na wyniki produkcyjne w stosunku do grupy kontrolnej (Tab. 1).

Tab. 1. Wyniki odchowu kurczat brojleréw w okresie od 22. do 42. dnia Zycia

Grupa
Wyszczegdlnienie | I 1l I\ SEM P-value
SBM SBM+LM | LL+BM LL+TM
Masa ciata w 21. dniu (g) 845,5 894,3 836,3 893,2 14,242 | 0,2207
Masa ciata w 42. dniu (g) 2921,2 2897,0 2919,7 3002,8 29,569 | 0,3862
Przyrost masy ciata od 22. do 42. dnia (g/dzien) 98,9 96,3 99,21 100.4 1,390 | 0,6602
Zuzycie paszy (kg/kg przyrostu) 1,54 1,57 1,48 1,47 0,027 0,5148
Przezywalno$¢ od 22. do 42. dnia (%) 97,22 100,00 100,00 100,00 - -

Zastgpienie w 60% $ruty sojowej nasionami tubinu zottego (grupa SBM+LL) nie miato istot-
nego wptywy na pozorng strawnos¢ jelitowq biatka ogdinego i ttuszczu surowego, zawartych
w mieszance paszowej (Rys. 1). Natomiast catkowite wyeliminowanie $ruty sojowej z mieszanek
i zastgpienie jej mgczkami z owaddw (grupy LL+BM i LL+TM) istotnie zwiekszyto wspdtczynniki
pozornej strawnosci jelitowej tych sktadnikdw (P<0,01).

Rys. 1. Wspétczynniki pozornej strawnosci jelitowej suchej masy, biatka ogélnego i ttuszczu surowego (%)
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Wptyw zastosowanych czynnikéw doswiadczalnych na mase przewodu pokarmowego
kurczat brojleréw przedstawiono w Tab. 2. Zastgpienie w 60% $ruty sojowej nasionami tubinu
76ttego  (grupa SBM+LL) istotnie zwiekszyto wzgledng mase dwunastnicy (P<0,05), jelita
czczego (P<0,01) oraz jelit Slepych (P<0,01) nie wywierajgc wptywu na wzgledng mase zotqd-
kow, jelita kretego i kohcowego. Catkowite wyeliminowanie $ruty sojowej z mieszanek i zastg-
pienie jej mgczkqg z poczwarek jedwabnika (LL+BM) istotnie zwiekszyto wzgledng mase zotqgdka
miesniowego (P<0,01) ijelita czczego (P<0,01) w pordwnaniu do grupy kontrolnej (SBM).

Tab. 2. Wptyw mqaczek z owadéw na masa przewodu pokarmowego kurczgt brojleréw w 42. dniu zycia

Grupa

Wyszczegdlnienie | Il 11l [\ SEM P-value

SBM SBM+LM LM+BMM LM+TML
Wzgledna masa (g/kg masy ciata)
Zotgdek gruczotowy 2,41 2,27 2,31 2,43 0,062 0,7506
Zotgdek miesniowy 7,06A 7,.35A 10,758 12,338 0,494 <0,0001
Dwunastnica 3,28a 4,06b 3.66ab 3.26a 0,123 0,0395
Jelito czcze 5,96A 7.33B 7,278 5,54A 0.215 0,0004
Jelito krete 4,74 4,79 4,80 4,82 0,131 0,1290
Jelita Slepe 2,09A 2,84B 2,69AB 2.14A 0.101 0,0032
Jelito kohcowe 2,18 2,23 1,82 1,85 0,083 0,1243
Jelito cienkie! 13,97AB 16,17C 15,74BC 12,62A 0,361 0,0001
Jelito ogdtem? 18,24AB 21,24C 20,26BC 16,61A 0,474 0,0004

1. Jelito cienkie = dwunastnica jelito czcze + jelito krete.
2. Jelita ogdtem = jelito cienkie + jelita Slepe + jelito kohcowe.
a, b; A, B—warto$ci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie istotnie, odpowiednio przy (P<0,05) i (P<0,01).

Zastgpienie Sruty sojowej maczkq z larw mgcznika mtynarka (LL+TM) istotnie zwiekszyto
wzgledng mase zotgdka miesniowego (P<0,01) w pordwnaniu do grupy kontrolnej (SBM).
Wzgledna dtugosc jelita czczego i jelit Slepych (tab. 3) kurczat zywionych mieszankq, zawiera-
jgca maczke z poczwarek jedwabnika (LL+BM) byta zblizona do wartoéci obserwowanych
w grupie sojowo-tubinowej (SBM+LL) natomiast istotnie wyzsza (P<0,01) w poréwnaniu do grup,
kontrolnej (SBM) i otrzymujacej w diecie mgczke z larw mqgcznika mtynarka (LMLL+TM).

Tab. 3. Wptyw mgczek z owadéw diugosé przewodu pokarmowego kurczqgt brojleréw w 42. dniu zycia

Grupa
Wyszczegdlnienie | I 1l v SEM P-value
SBM SBM+LM LM+BMM LM+TML
Wzgledna dtugo$¢ cm/kg masy ciata
Dwunastnica 0,97 0,98 1.05 1.08 0,021 0,1298
Jelito czcze 23,81A 26,23AB 28,38B 24,31A 0,564 0,0085
Jelito krete 24,54 27,32 26,05 25,86 0,686 0,1336
Jelita Slepe 12,14A 13,40AB 14,68B 12,77A 0,264 0,0015
Jelito kohcowe 5,84 5,89 5,95 6,23 0,127 0,6724
Jelito cienkie! 49,32A 54,53B 55,48B 51,25AB 1,182 0,0044
Jelita ogétem? 67,24A 73,82B 76,11B 70,25AB 1,361 0,0016

1. Jelito cienkie = dwunastnica + jelito czcze + jelito krete; 2 jelita ogdtem = jelito cienkie + jelita Slepe + jelito koh-
cowe.
a, b; A, B—warto$ci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie istotnie, odpowiednio przy (P< 0,05)i (P<0,01).

Badania wskaznikdw biochemicznych krwi kurczgt (Tab. 4) nie wykazaty statystycznie
istotnych réznic w zawartoéci glukozy i tréjgliceryddw miedzy grupami. Stwierdzono natomiast
istotnie nizszy poziom biatka catkowitego (P<0,05), cholesterolu catkowitego (P<0,01) oraz jego
frakcji HDL i LDL (P<0,01) w grupie ptakdw otrzymujgcych w diecie mqczke z poczwarek je-
dwabnika (LL+BM).
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Grupa
Wyszczegdlnienie | Il Il v SEM P-value
SBM SBM+LM LM+BMM LM+TML
Biatko catk. (g/dl) 3.17a 3,04ab 2,69b 3,04ab 0,0577 00177
Glukoza (mg/dl) 243,25 263,63 255,50 244,63 41811 0,2712
Cholesterol catkowity 118,75A 120,00A 91,258 105,75AB 2,7229 0,0070
(mg/dl)
Tréjglicerydy (mg/dl) 38,88 46,63 38,25 33,00 2,3085 0,2214
HDL (mg/dl) 74,34AB 79.15A 67,88B 74,94AB 2,7215 0,0013
LDL (mg/dl) 23,64A 22,03AB 16,44B 18,66AB 0,9356 0,0020

A, B — wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie istotnie, odpowiednio przy (P<0,01).

W Tabeli 5. przedstawiono wyniki pomiaru masy watroby oraz aktywnos¢ enzymow wag-
tfrobowych we krwi kurczgt. Wzgledna masa wgtroby ptakdw otrzymujgcych w diecie mgczke
z poczwarek jedwabnika (LL+BM) byta statystycznie istotnie nizsza (P<0,05) w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (SBM). W pozostatych grupach wartoéci tego parametru byty zblizone, a ob-
serwowane roznice nie wykazywaty istotnosci statystycznej. Nie stwierdzono istotnych réznic
w zawarto$ci aminotransferazy asparginowej (AST). Kurczeta zywione mieszankg sojowo-tubi-
nowq (SBM+LL) charakteryzowaty sie istotnie nizszq zawartosciq fosfatazy alkalicznej (P<0,01),
natomiast wprowadzenie do mieszanki mqgczki z larw mgcznika mtynarka istotnie obnizyto za-

warto$¢ ALT (P<0,01), w poréwnaniu do grup zywionych mieszankami z udziatem soi.

Tab. 5. Wptyw maczek z owadéw na mase watroby i aktywnosé enzyméw watrobowych w plazmie krwi kurczat broj-

leréw w 42. dniu zycia

Grupa
Wyszczegdlnienie I Il Il \% SEM P-value
SBM SBM+LM LM+BMM LM+TML
Masa watroby (g/kg) 18,09a 16,79ab 16,26b 18,29a 0,3226 0,0410
ALP (U/1) 263,01A 151,908 176,74AB 167,79AB 14,0932 0,0016
AST2 (U/1) 231,18 207,44 209,68 237,36 10,7952 0,7084
ALT3 (U/1) 10,63A 11,38A 8,00AB 5,508 0,6761 0,0036

a, b; A, B—wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami réznig sie istotnie, odpowiednio przy (P<0,05) i (P<0,01).
ALP'— fosfataza alkaliczna; AST2—aminotransferaza asparginowa; ALT3- aminotransferaza alaninowa.

Wyniki oznaczen zawartosci hormondw tarczycy we krwi kurczgt zamieszczono na Ry-

sunku 2.

Rys. 2. Wplyw mgczek z owadow na zawartosé hormondw tarczycy w plazmy krwi kurczat brojleréw w 42. dniu zycia
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Zastgpienie w 60% $ruty sojowej nasionami tubinu zéttego (grupa SBM+LL) istotnie zwiek-
szyto poziom tyroksyny (P<0,05), tréjjodotyroniny (P<0,01w pordwnaniu do grupy kontrolnej
SBM). Catkowite wyeliminowanie $ruty sojowej z mieszanek i zastgpienie jej mqczkq z poczwa-
rek jedwabnika (LM+BMM) lub larw mgcznika mtynarka (LL+TM) obnizyto warto$ci badanych
parametréw do poziomu obserwowanego w grupie kontrolne;j.

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze zastgpienie $ruty sojowej w mie-
szance sojowo-tubinowej mgczkami z poczwarek jedwabnika lub larw mgcznika mtynarka nie
wywiera istotnego wptywu na parametry odchowu kurczgt brojleréw, poprawia strawnose
sktadnikéw pokarmowych, zwieksza dtugos¢ przewodu pokarmowego i warunkuje wskazniki
lipidowe, enzymatyczne i hormonalne krwi.

Zaktad Systeméw i Srodowiska Produkciji

Kierownik: dr hab. Jacek Walczak

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

Wobec przyjetych na poziomie ONZ oraz UE porozumienh i zobowigzah miedzynarodowych,
krajowe rolnictwo, w tym produkcja zwierzeca, stajg dzi§ przed koniecznoscig podjecia
konkretnych, ewidencjonowanych dziatah mitygacyjnych w praktyce produkcyjne;.

Dotyczqg one w pierwszej kolejnosci rozpraszania zwigzkdw biogennych, ale rowniez emisji
gazowych, tak amoniaku jak i GHG. Stgd realizacja zadania obejmuje 4 cele szczegdtowe,
w tym:

— okreslenie efektywnosci metod redukcji rozpraszania azotu z systemow utrzymania bydta,
$win i drobiu,

— wptyw rodzaju stosowanych dodatkéw paszowych oraz liczby faz zywienia na poziom
ograniczenia wydalania azotu,

— okredlenie mozliwosci redukcji rozpraszania na drodze modyfikacji  warunkdw
przechowywania nawozdw naturalnych,

- wptyw sposobu aplikacji nawozéw naturainych w trakcie nawozenia na wielkos¢
rozpraszania azotu.

W omawianym okresie sprawozdawczym zrealizowano etap dotyczgcy okredlenia
skutecznosci zintegrowanych metod redukcji rozpraszania azotu. Prace prowadzone byty
w Srodowisku komér klimatycznych i tuneli aerodynamicznych. Jako czynniki doswiadczalne
zastosowane byty miedzy innymi: utrzymywanie niosek w systemie z podsuszaniem pomiotu,
utrzymanie bydta w systemie podtdg ryflowych i z czestym usuwaniem obornika, utrzymywanie
Swin w systemie czesciowo rusztowym z biofiltrami, zywienie wielofazowe fazowe, dodatki
enzymatyczne, pastwiskowanie, przykrycie obornika folig, kompostowanie obornika,
separacja gnojowicy, fermentacja metanowa, zakwaszanie gnojowicy, redlicowy system
doglebowej aplikacji gnojowicy.

Badaniami objeto $winie, bydto, drob czystych ras jok i krzyzowek towarowych,
utrzymywane w systemach $ciotowych i bezéciotowych. Prace dotyczyty zaréwno zwierzgt, jak
i systemdéw ich utrzymania, miejsc sktadowania odchoddéw (obornik, gnojowica) oraz
sposobdw nawozenia. W zakresie trzody chlewnej materiat stanowity lochy z prosietami, lochy
pros$ne, warchlaki i tuczniki, ogdtem w liczbie 800 sztuk. Zwierzeta z poszczegdlnych grup
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tfechnologicznych utrzymywano przez okres odpowiadajgcy standardowemu sposobowi
postepowania z dang grupqg. 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 frakcie laktacji i 72 krowy zasuszone oraz 144 sztuk bydta opasowego. Jedli idzie
o dréb, to prace etapu obejmowaty 400 kurek i kur rasy ISA Brown oraz 800 kurczgt brojleréw
Cobb, utrzymywanych w trzech systemach utrzymania: na $cidtce stomiastej, na $cidtce
tfrocinowej (z drzew iglastych), klatkowo w bateriach. Zwierzeta zywiono i utrzymywane zgodnie
Z obowigzujgcymi normami zawartymi w rozporzgdzeniach o minimalnych warunkach
utrzymania w obiektach hodowlanych i w é komorach klimatycznych, z ktérych kazda
wyposazona byta w inny system utrzymania. Badania przeprowadzono réwniez na 160 t
odchoddéw (po 5t w kazdej z grup) pozyskanych od wymienionych grup technologicznych
zwierzgt.

W trakcie realizacji celéw szczegdtowych stwierdzono statystycznie istotne zréznicowanie
emisji pomiedzy grupami kontrolnymi a doswiadczalnymi w kazdym przypadku. Rdéznice
powstate w grupach doswiadczalnych wynikaty z nizszej emisji podtlenku azotu i amoniaku na
skutek ograniczenia czynnikéw fizykochemicznych sprzyjajgcych emisji (np. temperatura, pH,
powierzchnia emisji, itp.)

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan stwierdzono, ze chéw zwierzgt, zwtaszcza przy
duzej skalii koncentracji produkcii, prowadzi do istotnych oddziatywan na srodowisko glebowe
i powietrzne. Badane metody redukcji rozpraszania w 20-30% redukowaty uwalnianie
gazowych form azotu, gtdéwnie w postaci amoniaku i ditlenku azotu. Najwieksze znaczenie dla
emisji pierwszego z wymienionych gazdw miato ograniczenie efektywnosci dziatania ureazy,
zawartej w moczu zwierzat. Dal metod aplikacji 30% redukcje emisji uzyskiwano poprzez szybkie
wymieszanie lub wchtoniecie nawozu naturalnego przez glebe. Przebieg warunkdw
pogodowych w réznych porach roku silnie modyfikuje emisje gazowe (temperatura, opady),
wptywajgc na koncentracje azotu w nawozach naturalnych i ilos¢ uwalnianego z nich
amoniaku.

Zadanie 01-17-04-11
Okreslenie potencjatu biogennego obornika oraz mozliwos¢ redukciji szkodliwych
domieszek gazowych towarzyszqgcych produkcji owczarskiej
Kierownik zadania: dr inz. 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.

Doéwiadczeniem zostaty objete stada owiec rasy owca pomorska, Suffolk i $winiarka,
w liczebnosci, odpowiednio 160, 90 i 230 szt. matek stada podstawowego. Rasy te w dos¢ re-
prezentatywny sposdb odzwierciedlajg znaczne zréznicowanie pod wzgledem eksterieru, kie-
runku 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. z 0.0., bqdz tylko w okresie jesiennym - ZD IZ PIB Kotbacz sp. z 0.0.), z zachowa-
nym podziatem na poszczegdlne grupy technologiczne (tryki, maciorki, jarki, tfryczki, matki cie-
zarne i w okresie karmienia jagnigt, jagnieta po odtqczeniu od matek) i wymagang obsadg
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(od 0,8 —jarki do 2 m2 — tryki). Zwierzeta zywione w systemie pdtintensywnym (suplementacja
dawki pokarmowej paszami tresciwymi stosownie do zapotrzebowania danej grupy technolo-
gicznej — Suffolk i owca pomorska) i ekstensywnym (Swiniarka), zgodnie ze standardami wyni-
kajgcymi z aktualnych Norm Zywienia 1Z INRA.

Dwukrotnie w tygodniu, przeprowadzono oprysk podtogi owczarni (scidtki) wraz z jej Scia-
nami (do wysokosci ok. T m) wodnym roztworem fermentowanego ekstraktu ziotowego (FHE),
w stezeniu okoto 100 mi/ 11 wody. Budynki owczarni wyposazone sq w wentylacje grawitacyjng.

W okresie sprawozdawczym zgromadzono i przeanalizowano dane pomiarowe doty-
czgce mikroklimatu wewnatrz owczarni: temperature, wilgotnos¢ wzgledng oraz ruch powie-
frza.

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

Pomiar emisji gazowych obejmie oznaczenie stezenia: amoniaku, dwutlenku wegla, flen-
kéw azotu i metanu.

Przeprowadzony w poblizu (ponizej) wywiewu kalenicowego budynkdw, jeden raz
w miesiqcu, za pomocg sond elektrochemicznych stanowigcych autonomiczne elementy po-
miarowe elektronicznego miernika gazéw Multiwarn Il firmy Dréger, analizatorem stezenia me-
tanu 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.

Podczas sezonu stwierdzono dos¢ znaczne réznice w szybkosci ruchu powietrza, a naj-
wyzsze jego wartosci, osiggajgce maksymalnie 0,8 m/s odnotowano w okresie letnim, podczas
gdy w okresie zimowym analogiczne pomiary byty kilkukrotnie nizsze (0,05-0,3 m/s). Zapewne
ma zwigzek z przymknieciem kanatdéw nawiewnych i wywiewnych systemu wentylacji grawita-
cyjnej podczas panujgcych na zewnatrz 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 dosé¢ wyrazna tendencja: wyniki pomiardw
byty znaczgco nizsze w okresie letnim, wynoszgc okoto 55-65% w pordwnaniu z 80% w zimie.

W Zzadnym z pomiardw COz2 nie stwierdzono przekroczenia jego zalecanego stezenia.
W przeciwienstwie do powyzej omawianego parametru, jego wartos$ci zmierzone w okresie od
listopada do marca (0,07-0,15%) uznac¢ nalezy za korzystne. Byty one co najmniej dwukrotnie
wyzsze od uzyskanych w miesigcach letnich. Wynika to zaréwno ze — wspomnianej — wymuszo-
nej, mniejszej sprawnosci systemu wentylacyjnego, jak tez z faktu, iz w okresie letnim czes¢
stada przebywata na pastwisku.

Spoérdd szkodliwych domieszek gazowych w pomieszczeniach dla zwierzgt, najpow-
szechniej i w najwiekszych stezeniach wystepuje amoniak (NH3). Jego stezenie byto zmienne
w zaleznosci od terminu pomiaru i we wszystkich obiektach wyniosto 0-7 ppm (najwyzsze war-
tosci wystepowaty sporadycznie), nie wykazujgc réwnoczesnie jakiejkolwiek zaznaczonej ten-
dencji. Réwnoczesnie, nie stwierdzono obecnosci H2S we wszystkich obiektach i w jakimkolwiek
z okreséw pomiardw.

Zakres wskazan stezenia CHs wykazywat do$¢ znaczng rozpieto$¢ 7500-36000 ppb.
W Kotbaczu odnotowano jego najnizsze stezenie w powietrzu po wymianie $cidtki, tj. w listopa-
dzie i grudniu, a w pozostatych okresach warto$ci pomiaréw byty wyzsze i do siebie zblizone.
W owczarni w Chorzelowie - z racji czestsze], dwukrotnej wymiany obornika — tendencja ta
zaznaczyta sie jeszcze w miesigcu czerwcu i lipcu.
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Wartos¢ NOx uzyskiwata najwyzszy poziom 10 ppb. wynoszgc z reguty 2-6 ppb, a udziat
NO byt zazwyczaj co najmniej 2-krotnie wyzszy od stezenia NO2. Pomiary zawartosci zwigzkdw
azotu w powietrzu owczarni odznaczyty sie najwiekszg zmiennosciq.

N organiczny stanowi dominujgcq frakcje azotu w oborniku owczym (Tab. 1.). Poczgt-
kowa zawarto$¢ K ksztattowata sie na zblizonym poziomie bedqgc réwnoczesnie wyzszg od ste-
zenia P. Optymalna wartos¢ wspdtczynnika C:N, decydujgcego o efektywnosci zachodzg-
cych przemian mikrobiologicznych, powinna ksztattowad sie na poziomie 20-30:1. W bada-
niach wtasnych wyniosta ona 23-27, jaki to poziom uznac¢ nalezy za korzystny, gdyz pozwala on
na uzyskanie znacznej ilosci szybko przyswajalnych form azotu (Tab. 1 i 2). Zawarto$¢ suchej
masy i pH, zardbwno na poczgtku, jak i przed wymiang $cidtki byta zblizona, odpowiednio: 30,7-
34,3% i7,6-8,3%.

Wzrost strat wszystkich zwigzkdéw biogennych wystepujgcy w obiektach w Kotbaczu
mozna wigzac¢ z dtuzszym, rocznym okresem deponowania $cidtki w owczarni.

Tab. 1. Poczatkowa zawartosé zwiqzkéw biogennych w oborniku oraz poczatkowa zawartosé suchej masy i wartosé
pH (N, P, K % sw.m.)

Budynek Cecha

N catkowity | N organiczny | P K C:N s.m. pH
Kotbacz | 1,78 1,43 0,90 1,33 23,5:1 32,3 7.7
Kotbacz Il 1,69 1,45 0,78 1,21 24,7:1 30,7 8,3
Chorzelow 1,51 1,32 0,86 1,17 22,8:1 32,7 8,0

Tab. 2. Straty zawartosci zwigzkéw biogennych w oborniku oraz koncowa zawartosé suchej masy i wartosé pH (N, P,

K % sw. m.)
Budynek Cecha
N catkowity | N organiczny | P K C:N s.m. pH
Kotbacz | 0.26 0.18 0,29 0,42 25,8:1 33,9 7,6
Kotbacz Il 0.28 0,20 0.25 0.36 26,7:1 32,8 8.1
Chorzeléw 0,16 0,05 0.16 0,22 24,4:1 34,3 8,1

Wyniki przeprowadzonych badan wskazujq, iz parametry mikroklimatyczne objetych do-
Swiadczeniem pomieszczeh owczarskich oraz stwierdzone stezenie domieszek gazowych we
wszystkich przeprowadzonych pomiarach, choé zréznicowane, ksztattujg sie na korzystnym po-
ziomie.

W porédwnaniu z wynikami uzyskanymi w | etapie realizaciji zadania, zastosowany oprysk
scidtki roztworem ekstraktu ziotowego skutkowat nizszym stopniem emisji towarzyszgcych pro-
dukcji owczarskiej domieszek gazowych — metanu i amoniaku do Ssrodowiska.

Zadanie 04-17-01-11
Ekonomiczne uwarunkowania produkcji zwierzecej — ocena potencjatu produkcyjnego
i kondycji ekonomicznej gospodarstw rodzinnych
Kierownik zadania: dr inz. Elzbieta Sowula-Skrzynska

Cel gtowny, ktérego zadaniem jest okreélenie potencjatu produkcyjno-ekonomicznego gospo-
darstw rodzinnych z uwzglednieniem dziatan prosrodowiskowych i zmian w technologiach pro-
dukgjii technikach wytwarzania produktu w ujeciu terytorialnym jest realizowany poprzez ana-
lize przychoddw i kosztow produkcji zwierzecej w ujeciu terytorialnym, uwzgledniajgcg zmiany
w technologii i technikach wytwarzania w gospodarstwach rolnych oraz optymalizacje pro-
dukciji zwierzecej z uwzglednieniem dziatah na rzecz ochrony srodowiska w gospodarstwach
rodzinnych.
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Syntetyczne omdwienie uzyskanych wynikéw badan

W zwigzku z redlizacjg etapu badah pn. Gromadzenie danych o produkcyjnosci, kosz-
tach i przychodach gospodarstwa konwencjonalnego. Obliczanie struktury kosztéw oraz do-
chodowosci gospodarstw rodzinnych. Analiza wskaznikow okreslajgcych stopien oddziatywa-
nia gospodarstw rolnych na srodowisko naturalne wytypowano gospodarstwa rodzinne, utrzy-
mujgce owce, bydto i $winie; zgromadzono dane z zakresu zasobdw gospodarstw, kitdre
W przysztosci postuzg do wykonania analizy efektywnosci ekonomiczno-produkcyjnejioptyma-
lizacji produkcji. Ponadto, poddano analizie dane zrédtowe pochodzgce z 210 gospodarstw,
w tym: z 60 gospodarstw utrzymujgcych $winie, 90 gospodarstw utrzymujgcych krowy mleczne
oraz 60 gospodarstw utrzymujgcych owce.

Gospodarstwa z produkcjqg zywca wieprzowego
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 tresSciwych wtasnych w zywieniu swin (Tab. 1).

Tab. 1. Koszty produkcji w gospodarstwach utrzymujgcych swinie

Wojewoddziwo Podkarpackie Podlaskie
Koszty bezposrednie (zt) 63 112,98 179 685,54
Koszty bezposrednie /loche (zt) 5353,88 5744,72
Koszty posrednie (zt) 36 594,97 63 924,40
Koszty posrednie /loche (zt) 3 088,37 2414,76
Koszty catkowite (z) 99 707,94 243 609,94
Koszty catkowite /loche (zt) 8 442,25 8 159,48

We wszystkich gospodarstwach najwyzszy udziat w strukturze kosztéw bezposrednich sta-
nowity koszty pasz. W strukturze kosztéw catkowitych produkciji dominowaty koszty bezposred-
nie produkcii, a w nich koszty pasz. Natomiast, gtéwng sktadowq kosztéw posrednich gospo-
darstw zajmujgcych sie produkcjg zywca wieprzowego byta amortyzacja. Przychody ogdtem
(Tab. 2) w przypadku gospodarstw trzodowych ksztattowata wartosé produkciji zywca wieprzo-
wego, ktéra stanowita odpowiednio 58,5% (podkarpackie) i 80% (podlaskie). Wysokos$¢ ptat-
nosci w przychodach odnotowano na wyzszym poziomie w wojewddztwie podkarpackim
(18,04%), anizeli podlaskim (11,98%).

Tab. 2. Struktura przychodéw gospodarstw utrzymujgcych swinie (%)

Wyszczegdlnienie Podkarpackie Podlaskie
Warto$¢ sprzedazy zywca 58,55 80,15
Ptatnosci 18,04 11,98
Sprzedaz produkciji 13,19 3.47
Przychody z udziatéw w spodtdzielni 0,01 0,00
Zwrot podatku 1,54 0,47
Zwrot podatku akcyzowego 1,01 0,71
Irédta dochodu spoza gospodarstwa 4,38 1,11
Niezarobkowe 7Zrédta dochodu 3,29 2,1
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Gospodarstwa z produkcjg zywca jagniecego

W strukturze kosztdw catkowitych produkciji owczarskiej dominowaty koszty bezposrednie
produkcji, gtdwnqg sktadowq kosztéw bezposrednich byty koszty pasz (88% — podkarpackie;
82% — podlaskie), gtdwnie pasz wtasnych. Koszt catkowity produkciji w przeliczeniu na matke
wynidst blisko 579,00 zt (podkarpackie) oraz 626,00 zt (podlaskie). Wysokos¢ kosztdw posrednich
odnotowano na zblizonym poziomie ok. 190,00 zt/matke, srednio w jednym i drugim regionie.
Gtéwng jego sktadowq byto utrzymanie, remonty maszyn, urzgdzeh oraz budynkéw (Tab. 3).

Tab. 3. Koszty produkcji w gospodarstwach utrzymujacych owce

Wyszczegdlnienie Podkarpackie Podlaskie
Koszty bezposrednie /matke (zt) 388,42 433,68
Koszty posrednie /matke (zt) 190,57 192,16
Koszty catkowite /matke (zt) 578,99 625,84

Przychody ogdétem w gospodarstwach owczarskich ksztattowaty przede wszystkim ptat-
nosci i subsydia, ktére stanowity wysoki odsetek w przychodach ogdtem gospodarstw (blisko
55% — podlaskie i ponad 44% — podkarpackie). Natomiast przychody z tytutu produkcji owczar-
skiej stanowity odpowiednio 10% i 15% (Tab. 4).

Tab. 4. Struktura przychodéw gospodarstw utrzymujacych owce (%)

Wojewoddziwo Podkarpackie Podlaskie
Sprzedaz produkcii roslinnej (%) 54 0,00
Przychody z produkciji owczarskiej (%) 15,27 9,96
Przychody z produkciji zwierzecej (%) 9.02 25,58
Przychody z udziatdw w spdétdzielni (%) 0,07 0,02
Zwrot podatku (%) 1.75 1.15
frédta dochodu spoza gospodarstwa (%) 14,67 6,32
Niezarobkowe zrodta dochodu (%) 9.39 2,21
Ptatnosci ogdtem (%) 44,42 54,76

Gospodarstwa z produkcjag mleka

Dokonujgc analizy jednostkowych kosztow bezposrednich, ustalono sredni koszt produk-
cji mleka na poziomie 0,81 zt/I, natomiast roczny koszt utrzymania krowy wynosit 4692,40 zt/szt.
W strukturze kosztdw bezposrednich pasze stanowity az 88,5% (Tab. 5).

Tab. 5. Jednostkowe koszty bezposrednie produkcji mleka oraz ich struktura

Wojewddziwo Gospodarstwa - razem | Podkarpackie Podlaskie Dolnoslgskie
Koszty pasz na 1 | mleka (zt/1) 0,72 0.77 0,57 0,81

Koszty bezposrednie na 11 mleka (zt/1) | 0,81 0.84 0.67 0,90

Koszty bezposrednie na 1 krowe (zt/1) 4 692,94 4 648,50 462691 4794,28

Przychody ogdtem w przypadku gospodarstw mlecznych ksztattowata warto$¢ produkciji
mleka, ktéra stanowita odpowiednio 77,90% (podkarpackie), 72,66% (podlaskie) i 64,62% (dol-
noslgskie). Wysoko$¢ ptatnosci w przychodach ustalono srednio na poziomie 13,64%. Trzecim
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elementem majgcym duzy wptyw na poziom przychoddw byta sprzedaz nadwyzki z produkcji
ro$linnej wynoszgca $rednio 9,36% (Rys. 1).

Rys. 1. Struktura przychodéw gospodarstw produkujacych mieko [%]

m Gospodarstwa -razem  ®Podkarpackie Podlaskie Dolnoslgskie

Zmiany wprowadzone w gospodarstwach rolnych

W wybranych do badan obiektach, utrzymujgcych owce, $winie oraz bydto mleczne zmiany
technologiczno-organizacyjne dotyczyty w gtéwnej mierze dziatu produkcji rodlinnej (owce, $wi-
nie), produkcji zwierzecej (bydto mleczne) oraz ekonomikii organizacii produkcii ($winie). W gospo-
darstwach utrzymujgcych $winie odnotowano najwyzszy odsetek zmian ogdtem wprowadzonych
w gospodarstwach (Tab. 6).

W przypadku ,innowacji” w produkciji rodlinnej najwiecej dziatan dotyczyto wprowadzenia
nowych maszyn i urzgdzen do produkcii rodlinnej (57 gospodarstw) oraz nowych srodkdw ochrony
rodlin i nawozdw (58 gospodarstw). Producenci rolni, korzystajgc w gtdwnej mierze z kredytéw ob-
rotowych kupowali nowe $rodki ochrony i nawozy, gdyz zdajg sobie sprawe, ze ma to ogromny
wptyw na plonowanie roslin. Pomimo trudnosci finansowych na uwage zastugujg dziatania zwig-
zane z zakupem maszyn oraz urzqdzen do produkcji rodlinnej (57 obiektow).

Rodzaj zmian zwiqzany z produkcjg zwierzecq w przypadku produkcji mleka dotyczyt
w gtdwnej mierze poprawy dobrostanu zwierzqt oraz wprowadzeniu zmian w zywieniu zwierzqt po-
przez zastosowanie nowych pasz treSciwych i dodatkdédw mineralnych. Powiekszenie stada z wta-
snej reprodukcji dotyczyto gtéwnie produkciji owczarskiej.

Tab. 6. Rodzaj innowacji wprowadzonych w gospodarstwach z produkcjq zwierzecq

Wojewddziwo Tak/Nie Dziat produkciji Dziat produkcji Ekonomika i organizacja
ro$linnej (%) zwierzecej (%) produkciji (%)
Rodzaj innowaciji wprowadzonych w gospodarstwie (owce)
. tak 62,00 56,00 50,00
Srednio
nie 38,00 44,00 50,00
tak 63,33 66,67 66,67
Podkarpackie
nie 36,67 33,33 33,33
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c.d. Tab. 6.

tak 60,00 40,00 25,00
Podlaskie

nie 40,00 60,00 75,00
Rodzaj innowacji wprowadzonych w gospodarstwie ($winie)
, tak 79.25 69,81 67,92
Srednio

nie 20,75 30,19 32,08

tak 70,37 62,96 51,85
Podkarpackie -

nie 29,63 37,04 48,15

tak 88,46 76,92 84,62
Podlaskie

nie 11,54 23,08 15,38
Rodzaj innowaciji wprowadzonych w gospodarstwie (bydto mleczne)
i tak 64,41 76,27 62,71
Srednio

nie 35,59 23,73 37,29

tak 80,00 80,00 76,67
Podkarpackie

nie 20,00 20,00 23,33

tak 48,28 72,41 48,28
Podlaskie

nie 51,72 27,59 51,72

W ekonomice i organizacji gospodarstw zmiany dotyczyty przede wszystkim zwiekszenia
powierzchni gospodarstwa poprzez dzierzawe gruntdw (39 gospodarstw) oraz zakup ziemi
(21 gospodarstw). Dzierzawqg gruntéw positkowali sie gtdwnie producenci zywca wieprzo-
wego.

Na uwage zastuguje fakt, ze objeci badaniami producenci jagnieciny w regionie Podla-
sia nie prowadfziliw ogdle w gospodarstwie ewidencji kosztéw i przychoddw przy wykorzystaniu
komputera, tak jak to miato miejsce w wiekszosci objetych badaniami gospodarstw.

Zauwazy¢ mozna, iz w wiekszosci przypadkdw zmiany ktdre nie wymagaty wiekszych na-
ktaddw finansowych oraz pomystowosci byty inicjowane w wiekszym zakresie.

Zaktad Biologii Molekularnej Zwierzqt

Kierownik: dr hab. Katarzyna Ropka-Molik, prof. IZ PIB

Zadanie 01-18-01-21
Opracowanie i walidacja nowych metod identyfikacji zwierzqt na podstawie
markeréw DNA
Kierownik zadania: dr hab. Anna Radko, prof. I1Z PIB

Celem prac badawczych byto rozszerzenie badan rodowodowych koni o uzupetnigjgcy ze-
staw pietnastu markerdédw STR rekomendowany przez ISAG. Badania te obejmowaty zwalido-
wanie metody analizy markerdw mikrosatelitarnych DNA koni, polimorfizm badanych marke-
réow mikrosatelitarnych DNA byt przeprowadzony w populacii koni objetych kontrolg pocho-
dzenia w Instytucie Zootechniki PIB. Celem badan byto zaprojektowanie reakciji multiplex oraz
walidacja zestawu 15 mikrosatelitarnych loci oraz okreélenie przydatnosci proponowanego ze-
stawu STR w konftroli pochodzenia koni wybranych ras. Opracowany panel dodatkowy znaj-
dzie zastosowanie w rozstrzyganiu kwestii spornych w przypadkach domniemanego rodziciel-
stwa dla pojedynczego locus, weryfikacji wynikdw spornych lub niepewnych wzgledem ze-
stawu podstawowego STR.
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Zatozenia metodyczne

Zootechniczna dokumentacja hodowlana, stanowigca podstawe doboru zwierzgt jako rodzi-
cow nastepnych pokolen jest gwarancjg uzyskania postepu hodowlanego. W celu jej weryfi-
kacji prowadzi sie identyfikacje zwierzgt i analize rodowoddéw potomka i jego rodzicow,
w oparciu o polimorfizm wybranych markeréw genetycznych.

Miedzynarodowe Towarzystwo Genetyki Zwierzat (ISAG - International Society for Animal
Genetics) zalecito od lat dziewiecdziesigtych, aby kontrola pochodzenia zwierzgt hodowla-
nych byta prowadzona m.in. w oparciu o analize polimorfizmu DNA. Markery mikrosatelitarne
analizowane sq z zastosowaniem reakciji PCR oraz rozdziatu elekiroforetycznego w sekwena-
torze kapilarnym. Duza ilo$¢ oznaczonych w genomach zwierzgt sekwencji mikrosatelitarnych
oraz stosunkowo szybka i efektywna technika ich analizy spowodowata, ze obecnie stanowig
one najliczniejszg grupe markerdw, stosowanych zardbwno w badaniu struktury i zmiennosci ge-
netycznej réznych populacji, jak réwniez w kontroli pochodzenia koni. Zastosowanie STR do
weryfikacji pochodzenia ze wzgledu na wysoki polimorfizm i czutg technike analizy tych mar-
kerow pozwala na uzyskanie czesto wyzszego niz 99,9% prawdopodobienstwa wykluczenia nie-
wtasciwego rodzica.

Ostatnie raporty grupy roboczej oraz szereg publikaciji wykazaty konieczno$¢ stosowania
panelu uzupetniajgcego w przypadkach spornych, wagtpliwych lub na przyktad dla ras zinbre-
dowych bgdz matych populacii.

Syntetyczny opis wynikéw zadania

W Laboratorium Genetyki Molekularnej Instytutu Zootechniki PIB podjeto sie opracowa-
nia i zwalidowania metody analizy markerdw mikrosatelitarnych DNA, wchodzgcych w sktad
zestawu uzupetniajgcego do kontroli pochodzenia koni oraz standaryzacji wynikdw probkami
referencyjnymi, co zagwarantuje uzyskanie rzetelnych i wiarygodnych rezultatéw. Standaryza-
cja zgodna z zaleceniami ISAG pozwala na zachowania uniwersalnosci badan rodowodo-
wych koni w Polsce, co ma istotne znaczenie dla prowadzenia krajowej hodowli, a takze przy
imporcie i eksporcie zwierzgt.

Zaprojektowany zestaw stanowi narzedzie pomocnicze do rozwigzywania kwestii spor-
nych w przypadkach domniemanego pochodzenia po jednym rodzicu lub parze rodzicielskiej
w przypadkach rutynowych weryfikacji kontroli pochodzenia, gdy decyzja za pomocq zestawu
podstawowego nie moze by¢ podjeta w sposdb jednoznaczny. Uzycie zestawu uzupetniajg-
cego 15 mikosatelitarnych loci w tych przypadkach zwieksza prawdopodobienstwo wyklucze-
nia i podnosi wiarygodnos$¢ testdw kontroli pochodzenia.

Podsumowanie potwierdzajgce osiggniecie zatozonego celu zadania

Zaprojektowany zestaw stanowi nowq metode badawczg w laboratorium — narzedzie
pomocnicze do rozwigzywania kwestii spornych w przypadkach domniemanego pochodze-
nia po jednym rodzicu lub parze rodzicielskiej w przypadkach rutynowych weryfikacji kontroli
pochodzenia, gdy decyzja za pomocg zestawu podstawowego nie moze by¢ podjeta w spo-
séb jednoznaczny. Uzycie zestawu uzupetniajgcego 15 mikosatelitarnych loci w tych przypad-
kach zwieksza prawdopodobienstwo wykluczenia i podnosi wiarygodno$¢ testéw kontroli po-
chodzenia. Co za tym idzie, zmniejsza ryzyko wystgpienia fatszywie pozytywnych wynikdw
w przypadku analiz trudnych, minimalizuje ryzyko pomytki eksperta przy opiniowaniu poprzez
zwiekszenie sity dyskryminacji poprzez zastosowanie dwu zestawdw markerdw w w/w przypad-
kach.
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Zadanie 04-18-01-21
Walidacja wynikdw ukierunkowanego sekwencjonowania DNA z wykorzystaniem badan
asocjacyjnych
Kierownik zadania: dr hab. Katarzyna Piérkowska

Celem badan jest ocena przydatnosci i walidacja wynikéw uzyskanych na drodze ukierunko-
wanego sekwencjonowania nastepnej generacji do typowania gendéw kandydujgcych oraz
markeréw selekcyjnych dla réznych cech uzytkowych trzody chlewnej. Walidacja przeprowa-
dzona jest z wykorzystaniem badan asocjacyjnych, z uwzglednieniem pieciu polskich ras swin.
Przeprowadzenie badan asocjacyjnych z wykorzystaniem analiz statystycznych pozwoli wyto-
ni¢ potencjalne markery genetyczne dla cech uzytkowych $win, co bedzie mozna wykorzystac
podczas prowadzonych prac hodowlanych w celu poprawy wybranej cechy produkcyjnej.
Umozliwi to redukcje kosztdw prowadzonych prac selekcyjnych, poniewaz wykluczy z hodowli
zwierzeta posiadajgce niekorzystne allele, co przyspieszy postep hodowlany.

Zatozenia metodyczne

Wyniki ukierunkowanego sekwencjonowania DNA, uzyskane w oparciu o technologie
sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS), walidowane sq z wykorzystaniem techniki se-
kwencjonowania metodqg Sanger a. Funkcjonalne zmiany polimorficzne, tj. wptywajgce na se-
kwencje aminokwasowq, bqdz regulujgce ekspresje gendw sg genotypowane z wykorzysta-
niem takich metod z zakresu biologii molekularnej jok PCR-RFLP oraz technika High Resolution
Melting (HRM), wykorzystujgca wtasciwosci krzywych topnienia produktédw PCR oraz wyzna-
czana jest dla nich frekwencja w badanych populacjach trzody chlewnej. Kolejno prowa-
dzona jest analiza statystyczna, umozliwiajgca ocene wptywu zidentyfikowanych mutacji na
cechy uzytkowe §win.

Syntetyczny opis wynikéw zadania

Mutacje zidentyfikowane w regionie chromosomu 15 $win, bogatego w QTLs zostaty prze-
analizowane z wykorzystaniem testu LRT oraz x2, wyznaczone pie¢ mutacji wystepujgcych
w genach, ktére kodujg biatka potencjalnie zwigzane z ksztattowaniem fenotypu trzody
chlewnej, 1j. w genach PLCD4, PECR, FN1, PNKD, TNS1, TNP1, VIL1, ENSSSCG00000033265 (lin-
CcRNA) oraz OBSLI. Kolejno, z wykorzystaniem badan asocjacyjnych, przeprowadzono ocene
ich wptywu na cechy produkcyjne $win, uwzgledniajgc w badaniach piec ras swin: polska
biata zwistoucha, wielka biata polska, putawska, Duroc oraz Pietrain (po okoto 100 szt. w kazdej
zras). W genie PLCD4, ktéry koduje fosfolipaze 4, prawdopodobnie zaangazowang w szlak
sygnatowy leptyny regulujgcy uczucie gtodu i sytosci, analizowano mutacje w sekwencji pro-
motorowej genu. Nie zaobserwowano jednak wiekszego wptywu tej mutaciji na cechy produk-
cyjne $win. W genie PECR, ktéry koduje peroksysomalna trans-2-enoyl-CoA reduktaze zaanga-
zowang w wydtuzanie tancuchdw oraz biosynteze wielonienasyconych kwasdw ttuszczowych,
analizujgc mutacje w sekwencji promotorowej zaobserwowano jej istotny wptyw na mase po-
ledwicy w rasie Duroc i wbp, gdzie rdznice pomiedzy osobnikami o réznym genotypie wynosity
odpowiednio 340 g i 240 g. W genie FN, kodujgcym fibronektyne 1 ocenie poddana zostata
mutacja zmieniajgca sens aminokwasowy. Fibronektyna 1 jest typowana jako gen kandydu-
jgcy dla cech zwigzanych z miesnoscig m.in. u bydta, gdzie obserwowano obnizong ekspresje
genu FN1 u osobnikdw charakteryzujgcych sie podwdjnym umiesnieniem (Cassar-Malek i in.
2007). Ponadto jest zaangazowana w wigzanie do powierzchni komorki czgsteczek kolagenu,
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fibryny oraz aktyny, ktére stanowiq integralng cze$¢ macierzy pozakomaorkowej oraz cytoszkie-
letu komdrkowego. Badania asocjacyjne wykazaty wptyw badanej w genie FN1 mutaciji na
cechy tuczne w rasie Duroc oraz cechy zwigzane z kolorem miesa w rasie putawska. W genie
PNKD, w ktérym analizie poddano dwie mutacije: typu frameshift czyli zmieniajgca ramke od-
czytu oraz drugg wptywajgcg na sens sekwencji aminokwasowej. Gen PNKD koduje hydrolaze,
ktéra wspodtdziata z biatkami MAPK3, ENO3, MYL12B, ILK i UBC, ktére kolejno zaangazowane sq
w regeneracije i proliferacje komadrek miesniowych. Obie badane mutacje wykazaty wptyw na
cechy zwigzane z parametrami tekstury wieprzowiny, gdzie najwyzsze réznice miedzy osobni-
kami o innych genotypach zaobserwowano w rasie putawska. W genie TNST kodujgcym ten-
syne 1 analizie poddana zostata 1 mutacja, zmieniajgca sens aminokwasowy ENSSSCP 0000 00
26158.3:p.Ala495Thr w pierwszym egzonie. Tensyna 1 jest zaangazowana w sieciowanie fila-
mentow aktynowych w komoérce, ponadto zawiera domene SH2, ktéra jest zwigzana
z transdukcijg sygnatu (Huaiyang et al. 2000). Kolejno, w regionie powyzej genu TNP1 oraz po-
nizej sekwencji miscRNA (ENSSSCG00000040247), zidentyfikowana zostata delecja 16 nukleoty-
dowa, ktérg takze ze wzgledu na mozliwe funkcje regulacyjne poddano badaniom asocjacyj-
nym i ocenie wptywu na cechy produkcyjne u trzody chlewnej. Biatko TNPI, cho¢ gtdwnie
badane w konteksécie meskiej nieptodnosci, jednak wykazano takze, ze jego ekspresjg w mie-
$niu byta negatywnie skorelowana z poziomem trojgliceryddw, co moze miec zwigzek z jako-
scig 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 genzolinowqg oraz wilinowqg. Wilina nalezy do rodziny biatek regulowanych
wapniem wigzgcych aktyne, odgrywa ona istothg role w nadawaniu odpowiedniego ksztattu
witdknom aktynowym (Tomar et al. 2009). Ostatnim genem zlokalizowanym w regionie chro-
mosomu 15, w ktérym wyznaczono wiele QTLs, wzietym pod uwage przy analizie jego wptywu
na cechy produkcyjne $wih byt gen OBSL1. Badana mutacja wptywata na zmiane sensu se-
kwencji aminokwasowej i powodowata zamiane - alaninge na seryne w pozycji 1785, sekwencji
kodujgcej immunoglobulino podobng domene. Biatko obskurno podobne 1 (OBSL1) nalezy do
adaptoréw biatkowych, odgrywajgcych wazng funkcje w tgczeniu cytoszkieletu komorko-
wego z btong komérkowq (Pernigo et al. 2010).

Tab. 1. Mutacje wybrane do analizy asocjacyjnej

Pozycjana Allel Allel Lokalizacja w genie

D Number SSC15 referencyjny zmieniony  lub wptyw na biatko Gen

15693217735 | gzggggj INS 31bp - Infron variant ENSSSCG00000033265 (lincRNA)
119332342- . .

rs790770289 INS 16 bp - Intfergenic region TNP1 - ENSSSCG00000040247
119332357

rs332253419 120476956 A T Missense variant VILT

rs344208061 119997161 C T Missense variant ENSSSCG00000027669 (TNST)

rs332398561 121561483 C A Missense variant OBSL1

(5693217735 | }Zgggggj INS 31bp - Infron variant ENSSSCG00000033265 (lincRNA)
119332342- . .

rs790770289 INS 16bp - Intergenic region TNP1 - ENSSSCG00000040247
119332357

rs332253419 120476956 A T Missense variant VILT

rs344208061 119997161 C T Missense variant ENSSSCG00000027669 (TNST)

rs332398561 121561483 C A Missense variant OBSL1
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Fig. 1. Chromatogramy wygenerowane podczas sekwencjonowania fragmentéw genéw
zawierajacych analizowane mutacje
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Zadanie 04-18-04-21
Wyznaczanie markerdw mtDNA charakterystycznych dla owaddw wykorzystywanych jako
Zrédto biatka w zywieniu zwierzgt monogastrycznych
Kierownik zadania: dr Matgorzata Natonek-Wisniewska

Celem badan byto opracowanie czutej i specyficznej metody ilosciowego oznaczania suro-
wych i Zliofilizowanych owaddw. Etap obejmowat opracowanie metod iloSciowej identyfikacji
maqgcznika mtynarka oraz jakosciowo-ilosciowego oznaczania owaddw bez wzgledu na gatu-
nek

Materiat i metody

1. Materiat doswiadczalny:
a. mgczniki, $wierszcze (kubanski, bananowy), drewnojad, szarahcza wedrowna, karaczan
argentynski,
b. miesa bydlecego, wieprzowego, kurzego, indyczego, ryby, cytryny, banana, muchy, zto-
tooka, pomidora, ziarng,
c. przetworzone produkty zawierajgce w swoim sktadzie owady réznych gatunkdw.
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2. Uktad doswiadczenia:

a. opracowanie metody oznaczania ilosciowego DNA mgcznikéw. Badania wykonano wg
7 krzywych standardowych, ktérych DNA pochodzito od réznych osobnikdw lub miesza-
niny tych osobnikow,

b. opracowanie metody oznaczania jakosciowo-ilosciowego DNA owaddw. W obu przy-
padkach stosowano reakcje real-time PCR wykorzystujgcq startery specyficzne gatun-
kowo oraz sonde Tamra,

c. walidacja metody.

Badania obejmowaty:

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

b. reakcje real-time PCR,

c. okredlenie linii odciecia i wyznaczenie wartosci ct,

d. ustalenie specyficznosci biologicznej czyli zgodnos¢ wyniku negatywnego z rzeczywisto-
sciqg,

e. czutosci czyli zgodnos$¢ wyniku pozytywnego z rzeczywistosciqg.

Metoda jest specyficzna gatunkowo, zadne reakcje krzyzowe nie daty produktu reakciji
(np. $wierszcz kubanski, bananowy lub karaczan argentynski) lub warto$¢ stezenia wynosita
0.00 (np. drewnojad). Tylko w nielicznych przypadkach wartosci te miescity sie w zakresie (0,00-
0,12), lecz za kazdym razem reakcja zachodzita pdzniej niz KN (kontrola negatywna). Taki wynik
Swiadczy, ze nie kazda krzywa standardowa nadaje sie do wyznaczania ilosciowego.

Dla komercyjnych produktow przetworzonych, brak mgcznika mtynarka w produkcie byt
zgodny z deklaracjq producenta. We wszystkich tego typu prébkach, zawartos¢ tego gatunku
byta oznaczona jako 0,00 lub miata wartos¢ niewielkg — ponizej 1% — co moze sugerowac ar-
tefakt na linii produkcyjne;.

W przypadku probek pozytywnych wyniki we wszystkich przypadkach byty zgodne z de-
klaracjg producenta w sensie jakosciowym. Natomiast oznaczona ilo§¢ mqgcznikdw znacznie
odbiegata od deklaracji. Do oznaczania ilosciowego najlepiej sprawdzajq sie krzywe I, IV i VI.
Tylko w tych przypadkach, rzgd wielkosci ilosci deklarowanej i oznaczonej byt taki sam. Dla
pozostatych krzywych doktadnos$¢ oznaczenia byta zbyt niska. Dla czystych mgcznikdw byta
bardzo wysoka, niejednokrotnie powyzej 100%, dla mniejszej zawarto$ci mgcznika najlepsze
dopasowanie byto przy zastosowaniu krzywych jak poprzednio IV i VI. Réznice miedzy deklara-
cjg producenta a otrzymanymi wynikami jest uzalezniona nie tylko od faktycznych réznic, ale
réowniez od duzych réznic miedzy reaktywnosciq poszczegdinych osobnikdw.

Whnioski
1. Metoda jest specyficzna biologicznie. Doktadno$¢ metody wynosi 100%. Przesuniecie (Y-
inter) jest miedzy 32-39. Wszystkie krzywe standardowe sq liniowe: slope - 3,31-3,58, R2: 0,98-

1. Efektywnos¢ rekcji: 96-101%.
2. Oznaczania ilosciowe sq mozliwe, chociaz obarczone duzym btedem.
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Tab. 2. Krzywe standardowe
Numer Parametry
krzywej

Target: macznik WING (1) Slope: -3.687 Y-Inter; 37.865 52; 1 Eif*%: 86.75
Il Target: macznik WING (2) Slope: -3.38 Y-Inter; 32,998 52; 1 Eff%s: 97.64

i Target: macznik WING (3) Slope: -3.312 Y-Inter: 39.84 R2.0.984 Efft: 100437

\

Target: krzywa3-macnik WING Slope: -3.334 Y-nter: 38.678 g2. 0.996 Eff%: 99.511
v Target: krzywa2-macznik WING Slope: -3.406 Y-nter: 36.445 g2. 0.999 Eff%: 96.611
VI Target: krzywal-macznik WING Slope: -3.582 Y-Inter: 33.606 g?. 0.998 Eff%: 90.201
VI

Target: macznik WING Slope; -3.34 Y-Inter: 38.054 g2. 0.506 Eff%: 99.243

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 byta identyfikacja polimorfizmu w loci wybranych gendw zwigzanych z mie-
snoscig gesi oraz okreslenie zwigzku wariantdw polimorficznych z cechami uzytkowosci miesnej
(wyrazonej: masq ciata, gtebokoscig miesnia klatki piersiowej, dtugoscig grzebienia mostka,
dtugoscig przedramienia oraz tempem przyrostu masy ciata, a kontrolowanej w 8., 12. oraz
95. tygodniu zycia).

Do badan wybrano trzy rasy gesi: ges kieleckg, Landes oraz ge$ Biata Kotudzka®, z kté-
rych dwie (kielecka i Landes) znacznie réznig sie parametrami umiesnienia i masqg ciata oraz
charakteryzujqg sie duzg zmiennosciqg wewnatrz rasowq tych cech, natomiast trzecia rasa — Ges
Biata Kotudzka® jest selekcjonowana w kierunku doskonalenia cech miesnych.

W ramach badan polimorfizmu gendw warunkujgcych umieénienie oraz jakos¢ miesa,
analizie poddano gen miostytyny (MSTN), w ktérym nie wykazano mutacji w eksonie 1. 2.,
natomiast zidentyfikowano mutacje ¢.1231C>T w eksonie 3., ktdrej efektem jest wystepowanie
dwodch alleli C i T (Ryc. 1). Polimorfizm ten znajduje sie poza regionem kodujgcym biatko, 3 pz
za CDS w rejonie 3°UTR, a region ten odpowiedzialny jest za kontrole translaciji. Otrzymang se-
kwencje eksonu 3. zdeponowano w GenBanku.
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Ryc. 1. Chromatorgram fragmentu genu MSTN- ekson 3. — polimorfizm ¢.1231C->T. A) Homozygota TT,
B) Heterozygota C/T, C) Homozygota CC

N, ™ . i . ™

U badanych ras gesi okreslono czesto$¢ alleli i genotypdw determinowanych mutacjg
c.1231C—T w eksonie 3. genu miostatyny (Tab. 1).

Tab. 1. Czestosé alleli i genotypdw z polimorfizmem c.1231C—T w eksonie 3. genu MSTN u gesi rasy Landes, kielecka
i Biata Kotudzka®. HWE- Hardy Weinberg Equilibrium

: o Genotyp / liczba osobnikéw Allele
Rasa/liczba osobnikéw cC e o1 m C 1 HWE
Landes/137 0.292/40 0.496/68 0.212/29 0.54 0.46 0.39
kielecka/109 0.248/27 0.458/50 0.294/32 0.477 0.523 0.99
kotudzka/94 0.415/39 0.51/48 0,075/7 0,67 0,33 0.13

W analizach sekwencji zidentyfikowano kolejny polimorfizmn w genie miostatyny, réwniez
w eksonie 3. c.1124 C—A. (Ryc. 2). Wykryty SNP w tym genie nie zostat poddany analizie ze
wzgledu na matq liczbe osobnikéw o takim genotypie.

Ryc. 2. Chromatorgram fragmentu genu MSTN- ekson 3. — polimorfizm ¢.1124C—A

1 =0
= =y = L == Al .

YAVAVLAVAN

Kolejne analizy dotyczyty genu hormonu wzrostu (GH) i ujawnity w eksonie 2. polimorfizm
SNP ¢.128C—T, ktéry powodowat zamiane aminokwasu waliny na alanine. Polimorfizm ten wy-
stgpit u gesi kieleckich i Landes w formie homozygotycznej TTGH,

W toku dalszych badan, zidentyfikowano dwa polimorfizmy g.240108 A>G oraz g.240247
A>G. Polimorfizm ten wystgpit u dwdch gesi kieleckich.
Andalizie poddano réwniez 6.1 7. ekson genu kalpastatyny CAST, lecz nie zidentyfikowano

w tych fragmentach zadnych mutaciji typu SNP.

W kolejnej czesci doswiadczenia, pomiary uzytkowosci miesnej rejestrowane u gesi rasy
kieleckiej i Landes pogrupowano uwzgledniajgc czynnik genotypu i ptci. Tak uporzgdkowane
dane wykorzystano do badan asocjacji miedzy poszczegdlnymi genotypami a cechami pro-
dukcyjnymi (Tab. 2, Ryc. 3).

122



Zaktady Naukowe

Tab. 2. $rednie wyniki pomiaréw masy ciata w 95 tygodniu zycia przy uwzglednieniu genotypu, plci, rasy
u gesi Landes i kieleckich

Genotyp Pte¢ Rasa Masa ciata w wieku 95 tyg. (g) std Liczba osobnikéw Min. (g)  Maks. (g)
CcC F kielecka 4445,83 288,96 24 3935 5070
CcC F Landes 6152,07 697,30 29 4260 7945
CC M kielecka 4905,00 747,51 3 4160 5655
CcC M Landes 577591 450,91 11 5145 6425
CT F kielecka 4580,91 518,87 33 8558 5695
CT F Landes 6345,31 624,74 49 5340 8260
CT M kielecka 4672,65 405,46 17 3940 5400
CT M Landes 5968,16 469,31 19 5275 6870
T F kielecka 4489,00 383,24 25 3890 5265
7 F Landes 6190,68 972,97 22 4445 9085
T M kielecka 4658,57 466,57 7 4250 5625
T M Landes 6236,43 721,51 7 5520 7430

Asocjacje pomiedzy analizowanymi cechami a zidentyfikowanym polimorfizmem SNP
szacowano przy uzyciu modelu GLM i testu wielokrotnego Duncana. Réznice miedzy rasami,
z uwzglednieniem ptcii genotypu, okreslano zgodnie z modelem:

Yijkl = ai+ bj+ ck, gdzie: ai = rasa (i = kielecka, Landes), bj = pte¢ (j = samiec, samica), ck = ge-
notyp (k= CC, CT, TT).

Réwnowage Hardy'ego-Weinberga oszacowano za pomocq kalkulatora Court Lab - HW
Michael H. Court (2005-2008).

Analizy asocjacyjne, dotyczgce wptywu mutacji c.1231C>T SNP w genie MSTN na oce-
niane przyzyciowo cechy uzytkowosci miesnej, przeprowadzone w stadach gesi Landes i kie-
leckiej, wykazaty istotne réznice (P<0.05) pomiedzy rasami. Rdznice te wynikajqg ze specyfiki obu
ras, natomiast w obrebie kazdej rasy zauwazono takze wyrazng zmiennos¢ zwigzang z ptciq.
Nie wykazano jednak zwigzku miedzy konkretnym genotypem a pomiarem masy ciata w 8. ty-
godniu zycia.

W wieku 12 tygodni najwyzsze wartosci masy ciata wykazano u gesioréw Landes, a naj-
nizsze odnotowano u gesi kieleckich (samic). Te dwie grupy réznity sie na poziomie statystycznej
istotnosci (p<0,05). W obu grupach nie stwierdzono jednak zwiqgzku miedzy masg ciata w wieku
12 tygodni a genotypem w locus MSTN.

Analizujgc wyniki masy ciata w 95. tygodniu (Tab. 9, Rys. 8) zauwazono statystycznie
istotng réznice pomiedzy rasami Landes i kieleckg (p<0,05), jak réwniez pomiedzy samicami
Landes o genotypie CTMSIN a samcami tej rasy o genotypie CCMSIN (p<0,05). Wykazano, ze ge-
siory rasy kieleckiej o genotypie CCMSIN oraz gesi rasy Landes o genotypie TIMSIN w wieku 95 ty-
godni osiggaty wiekszg mase ciata, co wynikato z wielkosci przyrostow dobowych (Tab. 2,
Ryc. 3).

Polimorfizm ¢.1231C>T SNP w genie MSTN zostat powigzany takze z dtugosciq skrzydta
w 12. tygodniu. Samce gesi rasy Landes o genotypach TIMSIN | CTMSIN cechowaty sie dtuzszym
skrzydtem od samcdw Landes o genotypie CCMSIN,
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Ryc. 3. Statystyczna charakterystyka asocjaciji polimorfizmu ¢.1231C>T z masq ciata w wieku 95 tygodni v obu ras gesi:
1 - CC (samice) kielecka; 2 - CC (samice) Landes; 3 - CC (samce) kielecka; 4 - CC (samce) Landes; 5 - CT (samice)
kielecka; 6 - CT (samice) Landes, 7 - CT (samce) kielecka; 8 - CT (samce) Landes; 9 - TT (samice) kielecka; 10 - TT
(samice) Landes; 11 TT (samce) kielecka; 12 - TT(samce) Landes. Genotypy o réznych, gérnych wskaznikach, wyka-
ZuUjq znaczne réznice miedzy grupami (np. a, b p< 0,05)
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Polimorfizm w locus MSTN moze by¢ jednym z istotnych czynnikéw dla poprawy cech
miesnych u badanych ras gesi, dlatego tez aby doktadniej oszacowad wptyw identyfikowa-
nych mutacji na miesnos¢, niezbedne jest prowadzenie dalszych badah na wiekszych popu-
lacjach rodzimych ras gesi oraz przy uwzglednieniu wiekszej liczby parametréw okredlajgcych
uzytkowos¢ miesng. Stuszne wydaje sie uwzglednienie w ocenie uzytkowosci nie tylko cech
oceny przyzyciowej, ale rowniez parametrow oceny poubojowej dotyczqgcej jakosci tuszki
i miesa gesi, oceny proteomicznej miesni czy tez analizy ekspresji badanych gendéw w réznych
tkankach. Zastosowanie tak precyzyjnych miernikdw okredlajgcych zaréwno cechy jako-
Sciowe, jak i ilosciowe umozliwi rzetelne poszukiwanie asocjacji z konkretnymi genotypami.

Wyniki otrzymane w prezentowanym zadaniu potwierdzajg potrzebe analizy wykrytych
juz polimorfizmdw u kolejnych ras gesi oraz probe ich asocjacji z cechami produkcyjnymi.

Opracowanie pakietu markeréw genetycznych, przydatnych w selekcji ukierunkowanej
na doskonalenie miesnosci gesi wymaga uwzglednienia w analizach asocjacyjnych kolejnych
gendw, ktérych wptyw na cechy uzytkowosci miesnej zostat juz potwierdzony u innych gatun-
kéw zwierzat.

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

Celem zadania jest identyfikacja tkankowo-specyficznych wzordw ekspresji gendw wybranych
tkanek, wywodzqgcych sie z dwdch listkéw zarodkowych pochodzenia endodermalnego (wg-
froba i ptuca) oraz préby biologiczne dwdch tkanek mezenchymalnych wywodzgcych sie
z mezodermy (miesien poprzecznie prgzkowany serca oraz komorki chrzgstki szklistej z po-
wierzchni stawowych kohczyn). Analiza transkryptomu zostanie uzupetniona o analize poziomu
metylacji RNA. Jako modyfikacja potranslacyjna, metylacja RNA ogrywa znaczgcg role w re-
gulaciji poziomu ekspresji gendw, jako jeden ze stosunkowo niedawno odkrytych i mato pozna-
nych mechanizmdw epigenetycznych. Efektem przeprowadzonych prac bedzie informacja
o poziomie metylaciji RNA oraz o réznicach w poziomie ekspresji wytypowanych gendw, wyko-
rzystana do typowania szZlakdw molekularnych charakterystycznych dla fiziologii badanych
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tkanek i komorek. Co wiecej, w przypadku zwierzgt hodowlanych bedqg dodatkowym zrodtem
wiedzy dla analiz genetycznych zmierzajgcych do wyjasnienia mechanizmow ekspresji ge-
nomu i procesdéw, w wyniku ktérych ksztattowane sq dziedziczne cechy uzytkowe.

W ramach realizacji zadania pozyskano poubojowo tkanki miesnia sercowego, ptuc, wg-
troby oraz chrzgstki stawowej od sze$ciu koni w typie zimnokrwistym. Materiat zabezpieczono
poprzez natychmiastowe zamrozenie w ciektym azocie oraz konserwacje z wykorzystaniem od-
czynnika RNA-later. Po ekwilibracji prob w RNA-later przez 24 h w temperaturze 4°C, préby za-
mrozono w -80°C. W wyniku zdarzenia losowego, w Laboratorium Genomiki doszto do awarii
zamrazarki niskotemperaturowej, a przechowywane proby ulegty rozmrozeniu, co doprowa-
dzito do degradacji RNA w pobranych tkankach. Podjete préby izolacji wysokoczgsteczko-
wego RNA niezbednego do analiz transkryptomu i metylacji RNA zakohczyty sie niepowodze-
niem, wiekszos$¢ z otrzymanych izolatow wykazata wskaznik integralnosci RNA-RIN na poziomie
nizszym niz 5. Zdegradowane RNA nie mogto by¢ wykorzystane w dalszych etapach analiz,
w zwigzku z czym zaplanowano kolejne pobranie préb. W 2019 roku pozyskano nowe préby
tkanki miesnia sercowego, ptuc, wgtroby od 10 koni w typie zimnokrwistym. Nie udato sie uzy-
ska¢ tkanki chrzgstnej. Z pobranego materiatu wyizolowano catkowite RNA oraz RNA wraz
z frakcjg mikroRNA z wykorzystaniem metody Chomczynskiego (trizolowq) oraz komercyjnych
zestawow Purelink RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific) i Direct-zol RNA MiniPrep Kit (Zymo
Research) (wskaznik integralnosci RNA (RIN) w zakresie od 6,9 do 8,9). Dodatkowo przeprowa-
dzono izolacje DNA (Sherlock AX - A&A Biotechnology), a uzyskane préby kohskiego DNA pod-
dano konwersji bisulftowej z zastosowaniem zestawu EpiTect Bisulfite Kit firmy Qiagen. Proce-
dure przeprowadzono wedtug zaleceh producenta. Do analizy transkryptomu tkanki wagtroby,
serca oraz ptuc wytypowano 4 osobniki, dla ktérych uzyskano izolaty RNA charakteryzujgce sie
wskaznikiem RIN powyzej 7. Biblioteki cDNA przygotowano z uzyciem komercyjnego zestawu
firmy lllumina, TruSeq RNA Sample Prep Kit v2, zgodnie z zaleceniami producenta. Préby RNA
postuzyty réwniez do przygotowania bibliotek dedykowanych do analizy poziomu metylacii
RNA. W tym celu wykorzystano komercyjny zestaw EpiNext 5-mC RNA Bisulfite-Seq Kit (EpiGen-
tek). Mimo zastosowania izolatdéw RNA uzyskanych réznymi metodami izolacji, dodatkowego
doczyszczania RNA na kulkach magnetycznych RNAClean XP (Beckman Coulter) oraz zasto-
sowania modyfikacji metodycznych, z 12 planowanych bibliotek udato sie uzyskaé piec. Dla-
tego podjeto decyzje o przygotowaniu dodatkowych bibliotek typu RRBS, w celu okreslenia
tkankowo-specyficznych wzoréw metylacji DNA. W tym celu wykorzystano komercyjny zestaw
Ovation® RRBS Methyl-Seq System 1-16 (NuGen). Ocene jakosciowq uzyskanych bibliotek
cDNA, RRBS oraz 5-mC RNA, przeprowadzono z uzyciem aparatu TapeStation, natomiast
ocene ilosciowq wykonano metodq fluorymetryczng na aparacie Qubit. Biblioteki doprowa-
dzono do koncentracji 4 nM i potgczono w 3 pule w zaleznosci od sekwencji przytgczonego
indexu i typu bibliotek. Sekwencjonowanie bibliotek cDNA oraz 5-mC RNA przeprowadzono na
urzgdzeniu HiSeq 4000 (lllumina), stosujgc opcje pojedynczego odczytu o dtugosci 150 nukle-
otyddw. Biblioteki typu RRBS zsekwencjonowano z dodatkiem kontrolnego DNA (PhiX) na urzg-
dzeniu NextSeq 500 réwniez stosujgc opcje pojedynczego odczytu o dtugosci 75 nukleotyddw.
Parametry sekwencjonowania uwzgledniaty automatyczne mapowanie odczytéw pochodzg-
cych z DNA wirusa PhiX, w celu kontroli jako$ci otrzymywanych wynikéw w czasie rzeczywistym.
Otrzymane po sekwencjonowaniu nastepnej generacji dane, poddano obrébce bioinforma-
tycznej. W pierwszym etapie analizy odczyty poddano ocenie jakosciowej z wykorzystaniem
oprogramowania FastQC. Niskiej jakosci sekwencje i fragmenty odczytdw, zawierajgce se-
kwencje adapterdw, poddano filtfrowaniu, z wykorzystaniem oprogramowania Flexbar w przy-
padku bibliotek cDNA i 5-mC RNA oraz oprogramowania TRIM GALROE w przypadku bibliotek
RRBS, ktéry dodatkowo usungt réwniez miejsca ciecia enzymu Mspl. Po filtrowaniu, odczyty
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zmapowano wzgledem genomu referencyjnego konia (EquCab3.0) z wykorzystaniem progra-
mowania BSMAP (biblioteki RRBS) oraz TOPHAT (biblioteki cDNA).

W kolejnym etapie analizy, ofrzymane wyniki wykorzystane bedqg do identyfikacji regio-
noéw o roéznicowym poziomie metylacji DNA i RNA oraz gendw o réznicowej ekspresji, pomiedzy

frzema grupami tkanek: sercem, ptucem i watrobq.

Tab. 1. Dane sekwencyjne uzyskane z sekwencjonowania bibliotek cDNA

Probka* Liczba surowych Liczba odczytéw po | Procent zgodnego Liczba
odczytéw filtrowaniu dopasowania (%) zmapowanych
odczytéw
27p 28154628 27876904 77.2 10904947
27s 71984234 71103730 84.4 30143078
27w 39003374 38586508 79.8 15555932
30p 46390992 46073230 81.7 18934467
30s 43216734 42899122 74.9 16187739
30w 53314756 52668726 78.7 20916543
32p 69630116 69216228 83.0 28823659
32s 20916112 20463708 75.8 7833313
32w 42153108 41946430 82.1 17286141
34p 60150054 59606266 80.1 24065592
34s 72876508 71819382 76.9 27782097
34w 13366172 12983470 77.5 5076382
Tab. 2. Dane sekwencyjne uzyskane z sekwencjonowania bibliotek RRBS
Prébka* Liczba surowych Odczyty usuniete Liczba Liczba par zasad po
odczytéw Z powodu dtugosci analizowanych par Hfrimingu”
krotszej niz 36 pb zasad
27p 26898305 2124394 2,037,893,967 1,655,049,942
27s 23451239 723479 1,777,424,667 1,591,872,372
27w 23410197 790522 1,774,127,847 1,576,956,823
30p 29381134 2462053 2,226,313,135 1,810,950,912
30s 24076001 1244676 1,824,695,475 1,566,390,043
30w 14253844 441113 1,081,321,121 932,741,611
32p 13789781 951476 1,045,039,834 865,740,167
32s 14275834 468613 1,082,005,461 963,765,446
32w 15138643 392124 1,110,401,320 982,411,355
34p 13222617 491513 1,002,240,984 892,466,975
34s 10393079 327700 787,650,222 709,453,130
34w 16940855 1091735 1,283,737,088 1,080,019,140

Tab. 3. Dane sekwencyjne uzyskane z sekwencjonowania bibliotek 5-mC RNA Bisulfite-Seq

Prébka Liczba surowych odczytow Srednie % Q30 Liczba odczytéw po filfrowaniu
32s 140 974 451 41,12 131 785 546

32p 37 622 791 31,01 36 965 458

32w 105 559 094 36,76 103 546 821

34s 118 324 926 38,74 116 254 454

34w 109 507 194 37,61 106 658 214

*oznaczenie tkanek: s- serce, p-ptuco, w-wgtroba.
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Zadanie 04-18-09-21
Wptyw suplementaciji paszy witaming D na status zdrowotny oraz procesy biologiczne
zachodzgce w tkankach mtodych i dojrzatych szczurdw (Rattus sp.) — Analiza genomiczna
z zastosowaniem NGS (Next Generation Sequencing)
Kierownik zadania: dr hab. Maria Oczkowicz, prof. IZ PIB

W 2019 roku przeprowadzono analizy zawartosci witaminy D we krwi szczuréw mtodych, otrzy-
mujgcych rézne dawki witaminy D w paszy. Suplementacja okazata sie skuteczna. Srednia za-
warto$¢ witaminy D we krwi szczurdw, otrzymujgcych najwyzszg dawke witaminy D (5000 j/Kg
paszy) wynosito 48 ng/ml, dawke standardowq (1000 j/kg paszy) — 26 ng/ml, a w grupie nieo-
tfrzymujgcej witaminy D wynosito 13 ng/ml. Wartosci te nie réznity sie w zaleznosci od ptci zwie-
rzgt. Jednoczesnie, badania biochemiczne krwi wykazaty istotne réznice w zawartoéci chole-
sterolu catkowitego w zaleznosci od dawki u samcdw. U osobnikdw meskich, otrzymujgcych
dawke standardowq i wysokg witaminy D, obserwowano wzrost zawartoéci cholesterolu cat-
kowitego we krwi, w poréwnaniu do osobnikéw, ktére nie otrzymywaty witaminy D w paszy
(Tab. 1).

Tab. 1. Wplyw suplementacji witaming D na zawartosé lipoprotein w serum miodych szczuréw

lfem 7C HDL-C (DLC G HDL-C/ HDL-C/
(mg/dL) (ma/dL) (mg/dL) (mg/dL) C G

Vitamin Dslevel, lU/kg | & Q 3 Q 3 Q 3 Q a8 Q 8 Q

0 69,0 | 546 | 38,1 | 285 | 30,9 | 26,1 | 581 | 680 | 0,55 | 0,51 0,68 | 0,45

1000 77,5 | 520 | 399 | 261 | 375 | 258 | 800 | 706 | 051 | 050 0,52 | 0,41

5000 750 | 533 | 37,8 | 280 | 372 | 253 | 766 | 71,8 | 049 | 0,51 0,50 | 0,40

Main effect means
Vitamin D3 level (V):

0 61,8 33,3 28,5 63,0 0,53 0.56
1000 64,6 33,0 31,7 753 0,51 0,47
5000 64,1 32,9 31,2 74,2 0,51 0,45
SEM 2,87 2,08 1.531 6.16 0.018 0.049
P value 0.841 0.871 0.296 0.141 0.513 0.238
Sex (S):

3 73.8 38.6 35,2 71,6 0.52 0.57
Q 53,3 27.5 25,7 70,1 0,51 0.42
SEM 2.353 1.705 1.250 3.830 0.015 0.040
P value <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.791 0.691 0.014
VxS, P value 0.025 0.441 0.191 0.033 0.616 0.565

Zakonczono przygotowywanie bibliotek do sekwencjonowania NGS oraz zsekwencjono-
wano prébki pochodzgce z watroby mtodych szczurdw. Wyniki uzyskane z tego sekwencjono-
wanie sugerujg niewielki wptyw suplementacji witaming D na poziom ekspresji gendw wagtrobie
jesli chodzi o wielkos¢ zmiany (fold change) (Fig. 1), jednak wydaije sie by¢ onistotny jesli chodzi
o liczbe gendw z konkretnych sciezek metabolicznych.
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Fig. 1. Wykres zaleznosci zmiany poziomu ekspresji gendéw od ilosci znormalizowanych odczytéw po analizie NGS

log fold change

T T |
1e-01 1e+01 1e+03

mean of normalized counts

Andaliza bioinformatyczna wykazata, ze réznice w poziomie ekspresji pojedynczych ge-
néw pomiedzy grupami o réznych dawkach witaminy D byty zbyt mate, aby osiggnac¢ prég
istotno$ci statystycznej (p adjusted>0,05). Niemniej jednak, analiza catych profili transkrypto-
micznych, oparta na nawet niewielkich zmianach ekspresji gendw nalezgcych do tych sa-
mych szlakdw metabolicznych (Gene Set Enrichment Analaysis — GSEA) wykazata szereg zmie-
nionych procesdw biologicznych i szlakéw metabolicznych w wagtrobie (Fig. 21 3).

Fig. 2. Szlaki metaboliczne zmienione u osobnikéw ofrzymujacych w diecie wysokg dawke witaminy D, po analizie
GSEA, na podstawie bazy KEGG

I FDR = 0,05 FCR > 0.03
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Fig. 3. Szlaki metaboliczne zmienione u osobnikéw otrzymujacych w diecie wysokqg dawke witaminy D, po analizie
GSEA, na podstawie bazy Panther

I FDR = 0.05 FDR > 0.03

GABA-B receptor |l signaling

Muscarinic acetylcholine receptor 2 and 4 signaling pathway
Metabotropic glutamate receptor group Il pathway
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Zaobserwowano miedzy innymi aktywacje ,,TGF beta signaling pathway” oraz GABA-B
receptor Il signaling pathway” oraz inaktywacje ,vitamin D metabolism and pathway”
and ,cholesterol biosynthesis” Jednoczes$nie zaobserwowano istotne rdznice w ekspresji ge-
néw pomiedzy samcami a samicami, a takze zréznicowanie odpowiedzi na suplementacje
w zaleznosci od ptci. Ze wzgledu na zaskakujgco staby wptyw suplementacii witaming D na
profil franskryptomiczny przeprowadzono dodatkowe analizy metodg gPCR, ktéra obecnie
uwazana jest za najbardziej doktadng metode oceny ekspresji gendw. Do analizy wybrano
geny bezposdrednio zaangazowane w przemiany metaboliczne witaminy D oraz jej receptor:
VDR, CYP2R1, CYP27B. Stwierdzono, ze suplementacja witaming D wptywa w niewielkim stop-
niu na ekspresje tych gendw, ajedli tak, to jest to wptyw zalezny od ptci, tzn. efekt suplementacii
widoczny byt jedynie u samcdw. Z kolei, zaobserwowano bardzo siiny efekt ptci na ekspresje
VDR w watrobie i CYP27B1 w nerce. Samce charakteryzowaty sie okoto 10-krotnie nizszg eks-
presjg genu VDR w watrobie i okoto 5-krotnie nizszg ekspresjg genu CYP27B1 w nerce niz sa-
mice. Sugeruje to odmienny przebieg metabolizmmu witaminy D w organizmie samcdw i samic
i moze ttumaczy¢ odmienng odpowiedz na suplementacje witaming D, w zaleznosci od ptci.

Zakonczono réwniez cze$¢ zywieniowqg doswiadczenia ll, przeprowadzonego na doro-
stych szczurach. Po okresie suplementacii witaming D, szczury poddane zostaty anestezji i po-
brano z nich narzady i organy do analiz. Z czesci materiatu wyizolowano juz RNA i przygoto-
wano biblioteki do sekwencjonowania (NGS). Analiza zawartosci witaminy D we krwi pokazata,
ze suplementacja byta skuteczna. U osobnikdw otrzymujgcych wysokg dawke witaminy D
(5000 j/kg paszy wynosita srednio 62 ng/ml, u osobnikdw otrzymujgcych dawke standardowqg
(1000 j/kg paszy) wynosita 44 ng/ml, a w grupie bez suplementacji wynosita 25 ng/ml. Podobnie
jak w przypadku osobnikéw mtodych, zaobserwowano istotne réznice w zawartosci choleste-
rolu we krwi (Tab. 2). U samcdw ofrzymujgcych dawke standardowq zawarto$¢ cholesterolu
byta istotnie wyzsza niz u pozostatych grup. Podobnej zaleznosci nie stwierdzono u samic.

129



[
3
o

v
=2
]

z
>

T

£

K,
o

N

d 2SOHOM
L6v'0 8rz’0 G9z'0 €020 9LE0 £5€0 £290 8660 6820 LL€°0 8820 vee0 9570 d*M
DloYDIBU|
AES
9000 L000> 6£00 2l00 €120 EvS0 1200 9000 £8€°0 £r0°0 86v°0 2080 000> | d2SOHOM
80C Ges0 L0°0¢ 0s'v AW Gs'v8 £€8'601 £8°C¢ £z2'eel 'Ll vT'6s eL9L 99691 &
e 9€90 S0'se 60y 289 L6 ar'ssl 001§ £8'001 £8°0C 6695 £8°LL Lzole g
(d) 28id
€880 £500 8¢10 orl'o €610 8860 9rs0 0£8°0 0460 eLLo 0€00 9200 £500 d 2SOUOM
60'¢ 0S50 9v'6e 60 VL9 L6'/8 £8'GE 1 99w Lr'oLl 891 042G 08569 g8l oooo o m_
G6C 6450 v8'ce Ly Lzt £8'06 vS'erl £8°cy £€°601 €0°12 a96'e9 a00'G8 244 0
VLT £290 8e'se ve'y 069 05'68 258l GT6e oLl 9561 a89°LS aGC'LL eve W €0
M Worod
oxpIBUl | YOAUMOID MOPIa}e D50ULOLS|
0
v6'l | ST [OLS0 [ 0650 | 9€6T | 9562 | Tl | 907 | £9°9 | 289 | 00’86 | €8°LL [€9'0ZL(E0'ISL| OSVE | €82G [990LL[QL'OLL| SB'SL | 06'LL | 8Y'LS | €6°€S | €679 |€8'LL | Lyl | €22 | 00S
£6'L | 96°€ | 8vS0 [ 0190 | 820C | OV'SE | 89 | 92 | €F'L | LL'L | 99TL |00'60L(98°L0L((Z'641| 00VE | 99°LS |99°601 [00'60L | SL'LL | LEVT | SL'€9 | 8L'V9 [0G'18 [9998 | SSL | 062 | O
8€'C | OL'E | 9SG0 [80L0|950E |00V | LL'Y | 96'C | £Z'L | €59 | 00'€8 | 0096 [LO'LOL(E0'9EL| 00'0E | 0S'8Y | S'6¥L | €€°€8 | €8'81 | 0E'0Z | 0529 | 982G | €698 |9L'€L | 88l | L62 | 0Ol
0
: £ ; : f 9 - £ 5 ; 5 § & 3 5 ; 5 § & § 5 ; 5 3
6 Azsod B
%ﬂoﬁﬁ (p/Bw) (Ip/6w) (IP/6) (Ip/6) am am am (Ip/Bw) (Ip/Bw) (Ip/6w) oow) | (orouy | ¢ o _t\“\ L
e DUIUARIY | AIUZOOW av dl dv 1sv v ol 1an aH oll 0ZOANID WoRoY

YoAIDZI[Op MOINZOZS N IMI) 8UZdIWaYd0Iq Aljewnind 'z "qp)

30

1



Zakiady Naukowe

Zadanie 04-18-13-21
Analiza proteomiczna miesa wieprzowego i wotowego w odniesieniu
do jego parametréow jakosci
Kierownik zadania: dr Grzegorz Smotucha

Celem zadania jest identyfikacja réznic w profilu biatkowym pomiedzy prébkami miesa pocho-
dzgcymi od $win ras charakteryzujgcych sie rézng jakoscig miesa (putawska, wbp lub pbz),
a takze pomiedzy prébkami miesa pochodzgcymi od bydta ras Limousine, mieszancdw PHF,
1B oraz analiza ich zwiqzkdw z parametrami jakosci miesa.

Etap realizacji badan

Pozyskanie prébek miesa oraz ich ocena jakosciowa. Optymalizacja metod badawczych —
wstepne analizy proteomiczne.

Syntetyczne oméwienie uzyskanych wynikéw badan w etapie

W pierwszym etapie realizacji zadania pt. ,Analiza proteomiczna miesa wieprzowego
i wotowego w odniesieniu do jego parametréw jakosci” pozyskano materiat w postaci frag-
mentdw tkanki miesnia najdtuzszego grzbietu — Longissimus dorsi pobrane od dwédch ras $winh:
putawska (10 sztuk) oraz polska biata zwistoucha (10 sztuk) w okresach: 45 min. po uboju, 24 h
oraz 48 h po uboju.

Prébki miesa zostaty poddanie ocenie stacyjnej wg metodyki, a analiza parametréw jakosci
miesa wieprzowego obejmowata:
-  wodochtonno$¢ miesa,
—  parametry barwy w systemie CIE L*a*b*:
- intensywnos$¢ barwy miesa:
a - wysycenie barwy miesa w odcieniu czerwieni,
b - wysycenie barwy miesa w odcieniu zottym,
L -jasnose,
—  pHmiesq,
- zawartos¢ ttuszczu srédmiesniowego [%],
— andliza parametréw tekstury (test sity ciecia Warner-Bratzler i profilowa analiza tekstury
(ang. TPA — Texture Profile Analysis),
— analiza przewodnictwa miesa.

Wyniki z analiz parametréw jakosci miesa wotowego zostaty zebrane i skatalogowane.
Prébki zostaty zabezpieczone i przygotowane do analiz proteomicznych. Pobrano rowniez ma-
teriat w postaci fragmentdw tkanki pobranej z mie$nia najdtuzszego grzbietu — Longissimus
dorsi od 4 sztuk bydta w okresach 48 h po uboju, 5 dniach oraz 10 dniach. Prébki zabezpie-
czono i przygotowano do dalszych analiz profeomicznych.

Ocena jakosci miesa uwzgledniata pomiar pH:
— anadliza tekstury metodqg WBS oraz TPA,
- pomiar barwy miesa (L*, b*, a*),
—  Ubytki masy w czasie obrdbki cieplnej,
- ocena organoleptyczna miesa po obrdébce cieplne;.
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Wyniki z analiz parametrow jakosci miesa wotowego zostaty zebrane i skatalogowane.
Prébki zostaty zabezpieczone i przygotowane do analiz proteomicznych. Stworzono i wyposa-
zono pracownie proteomiki. Zostaty rdwniez przeprowadzone wstepne analizy proteomiczne,
majgce na celu opracowanie metodyki, jak réwniez jej zoptymalizowanie w celu ofrzymania
wiarygodnych wynikow.

Przeprowadzono izolacje biatek przy uzyciu RIPA buffer oraz Tissue Extraction Reagent .
Obie metody dajg mozliwos¢ wyizolowania wszystkich biatek wystepujgcych w tkance, stqd
niezbedne jest ich poréwnanie w celu wytypowania metody, dajgcej najlepszg jakos¢ wyizo-
lowanych biatek, jak réwniez najwieksze ich stezenie. Wykonano pierwsze rozdziaty 2D w celu
optymalizacji metody.

Fot. 1. Zdjecie zelu 2D wybarwionego barwnikiem Coomassie Brilliant Blue R-250

Zadanie 04-18-14-21
Charakterystyka epigenetyczna genomu komdrek chrzestnych gatunku E. caballus
w warunkach in vitro zwiqzanych z procesami starzenia
Kierownik zadania: dr hab. Tomasz Zgbek, prof. IZ PIB

Celem pracy byta analiza metylacji genomu komdrek chrzestnych, pochodzgcych z réznych
pasazy komoérkowych, ktérej wyniki bedg odzwierciedleniem epigenetycznych zmian towarzy-
szgcych starzeniu sie chondrocytéw w warunkach in vitro.

Syntetyczne omoéwienie uzyskanych wynikéw badan w etapie

Wykonano poréwnawczg analize metylacji DNA w skali genomu pomiedzy wcze-
snymi i pédznymi pasazami komorek chrzestnych, pozyskanych z wycinkéw powierzchni stawu
pecinowego koni. Linie chondrocytdw wyprowadzono w poprzednim projekcie w warunkach
jednowarstwej hodowli 2D. Przygotowano biblioteki RRBS (matryca genomowego DNA frawio-
nego enzymem Mspl, poddanego konwersji bisulfitowej), ktére poddano sekwencjonowaniu
w skali genomu na aparacie Nextseq 550 (lllumina). Bioinformatyczna analiza odczytéw se-
kwencjonowania bibliotek RRBS wykazata obecnos¢ 3760 miejsc o réznicowej metylaciji (DMS)
pomiedzy wczesnymi i pdznymi liniami chondrocytdw, sposérdd ktdérych 1454 DMS byty obecne
w regionach kodujgcych genomu konia. Spadek metylacji na wczesdniejszym etapie hodowli
chondrocytdw w warunkach in vitro zaobserwowano w migjscach DMS zwigzanych z wyste-
powaniem 597 gendw, natomiast wzrost metylaciji w przypadku DMS zwigzanych z 772 jednost-
kami transkrypcyjnymi. Geny zwigzane z wystepowaniem miejsc o réznicowej metylacji w ana-
lizowanym uktadzie biologicznym, sq gtdwnie zaangazowane w procesy kontaktu, migracii
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i przylegania komorek, procesy apoptozy oraz procesy zmian typowych dla komorek fibrobla-
stycznych. Czesc z tych gendw zwigzana jest rowniez z procesami réznicowania chondrocytdow
oraz rozwoju chrzgstki stawowe.

Podsumowanie wynikéw

Wstepna obserwacja zmian na poziomie metylaciji DNA w skali genomu w analizowa-
nym uktadzie jednowarstwowej hodowli komdrek chrzestnych, wykazata obecnos¢ réznic
w profilu metylaciji DNA miedzy wczesnymi i pdznymi pasazami chondrocytdw, ktére mogg
miec znaczenie funkcjonalne dla aktywnosci gendw zaangazowanych w procesy réznico-
wania komoérek chrzestnych w warunkach in vitro.

Zaktad Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacii

p.o. Kierownika: prof. dr hab. Zdzistaw Smorqg

Zadanie 01-19-01-21
Liofilizacja jako metoda dtugotrwatej konserwacji nasienia knura
Kierownik zadania: dr hab. Jolanta Opiela, prof. IZ PIB

Celem badan byto wykorzystanie liofilizacji do opracowania innowacyjnej metody konserwaciji
nasienia knura.

W 1. etapie poszukiwane byty czynniki wptywajgce na efektywno$c¢ procesu liofilizaciji
takie, jak: sktad, pH i ci$nienie osmotyczne medium do liofilizacji nasienia, temperatura i czas
hydratacii prébki nasienia oraz warunki przechowywania liofilizatu. Zastosowano takie media,
jak: TRIS, TL-HEPES-PV A i glukozowo zéttkowy.

W 2. etapie przeprowadzono rehydratacije liofilizowanego nasienia i oceniano ruchli-
wos¢ pod mikroskopem. Uwaza sie, ze nasienie poddane liofilizacii i rehydratacji z reguty nie
wykazuje cech ruchliwosci, czyli w konwencjonalnym rozumieniu plemniki takie uwaza sie za
martwe. W zwigzku z tym, oprécz ruchliwosci badano takie parametry, jak: stan chromatyny
plemnikowej nasienia liofilizowanego w réznych mediach z dodatkiem lub bez antyoksydan-
téw oraz przechowywanego w réznym czasie i roznej temperaturze.

W 3. etapie liofilizowane nasienie knura uzyto do zaptodnienia in vifro metodqg iniekcji
plemnika do cytoplazmy oocytu (ICSI), celem oceny zdolnoéci do zaptodnienia nasienia liofili-
zowanego w zmodyfikowanych mediach oraz przechowywanego w réznym czasie i réznej
temperaturze. Uzyskane zygoty hodowano in vitro do stadium blastocysty, a uzyskane zarodki
poddano kompleksowej ocenie jakosci.

Zatozenia metodyczne

Nasienie wyselekcjonowanych knuréw zamrazano w 3 réznych rozrzedzalnikach: TRIS, HE-
PES-PVA i glukozowo-zottkowym. Liofilizacje prowadzono przez 18 godzin w laboratoryjnym lio-
filizatorze, w temperaturze -20°C, pod zmnigjszonym cisnieniem wynoszgcym 0,037 mBara.
Probki liofilizowanego nasienia przechowywano w temperaturze +20, +4, -20 lub -80°C przez 7,
30, 90 lub 180 dni. Po tym czasie liofilizowane nasienie poddawano rehydratacii i oceniano
jego ruchliwo$¢ pod mikroskopem oraz badano integralnos$¢ bton plemnikéw oraz stan chro-
matyny plemnikowej przy uzyciu cytometru przeptywowego. Uzyskane $rednie wyniki uszko-
dzeh chromatyny nasienia liofilizowanego w 3 réznych rozrzedzalnikach, w zaleznosci od czasu
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i temperatury przechowywania, podano analizie statystycznej. Uzyto testu Shapiro-Wilka, aby
sprawdzi¢ typ rozktadu jaki prezentujg dane. Wynik testu potwierdzit, ze rozktad danych nie jest
normalny, w zwigzku z tym dalej korzystano z testu U Manna Whitneya.

Syntetyczny opis wynikow

Warunkiem kwadlifikacji nasienia do mrozenia byta ruchliwo$¢ na poziomie min. 90%.
Przed mrozeniem oceniono ejakulaty od 6 knuréw, z ktérych do liofilizacji wybrano 2. Wyniki
stopnia uszkodzeh chromatyny w plemnikach knura 1 i 2 liofilizowanych w rozrzedzalnikach TL-
HEPES-PV A, TRIS i glukozowo-zbéttkowym przechowywanych w réznym czasie i réznej tempera-
turze sg nastepujgce:

Knur 1.

Najlepsze wyniki uzyskano dla rozrzedzalnika Tyrode-Hepes-PVA. Czynnik temperatury
+20°C odstawat istotnie od 3 innych temperatur praktycznie w kazdej badanej grupie. Istotne
réznice dla czynnika czasu zaobserwowano w grupie 7 dni dla temperatury +20°C. Nasienie
knura 1 najlepiej mrozi¢ w temp. +4°C bqdz -20°C (brak réznic statystycznych) na okres 30 dni.

Knur 2.

Najlepsze wyniki uzyskano dla rozrzedzalnika Tyrode-Hepes-PVA. Czynnik temperatura
+20°C odstawat istotnie od 3 innych temperatur praktycznie w kazdej badanej grupie. Biorgc
pod uwage parametr czasu, najlepsze wyniki zaobserwowano dla 90 dni. Nasienie knura 2 naj-
lepiej mrozi¢ w kazdej temperaturze oprécz +20°C i na okres 90 dni.

Po rozmrozeniu préobek nasienia zamrozonego w 3 badanych rozrzedzalnikach powtdrnie
dokonywano oceny ruchliwosci. Na podstawie wynikdw ruchliwosci do drugiego etapu, czyli
do liofilizacji z dodatkiem antyoksydantéw, wybrano rozciehczalnik TRIS ze wzgledu na wysoce
istotnie wyzszy (P<0,001) odsetek plemnikéw ruchliwych.

Nasienie zamrazano w rozrzedzalniku TRIS z dodatkiem antyoksydantéw (resweratrol i wit.
E) lub bez (kontrola,) po czym poddawano je liofilizacji. Uzyskane liofilizaty przechowywano
przez 7, 30 , 90 lub 180 dni w temp. +20, +4, -20 i -80°C. Po rehydratacji nasienie poddawano
ocenie ruchliwosci pod mikroskopem oraz ocenie uszkodzeh chromatyny (metodqg SCSA) za
pomocq cytometru przeptywowego.

Po poddaniu wynikdw uszkodzeh chromatyny analizie statystycznej otrzymano nastepu-
jgce informacije:

Liofilizowane nasienie knura 1:

— dla czasu przechowywania 7 dni zaobserwowano brak réznic w temperaturach +20 oraz -
80°C, natomiast istotne statystycznie rdznice stwierdzono w temperaturze 4°C (negatywny
wptyw resveratrolu wzgledem kontroli) oraz w temperaturze -20°C (negatywny wptyw re-
sveratrolu i witaminy E wzgledem konfroli),

— dla czasu przechowywania 30 dni zaobserwowano brak réznic w temperaturze -80°C, na-
tomiast istotne statystycznie réznice stwierdzono w temperaturze 20°C (negatywny wptyw
resveratrolu wzgledem konftroli), w temperaturze 4°C (negatywny wptyw resveratrolu i wito-
miny E wzgledem konftroli) oraz w temperaturze -20°C (negatywny wptyw resveratrolu wzgle-
dem kontroli i witaminy E),

— dla czasu przechowywania 90 dni zaobserwowano brak réznic w temperaturach +20°C oraz
-80°C, natomiast istotne statystycznie réznice stwierdzono w temperaturze 4°C (negatywny
wptyw resveratrolu wzgledem kontroli) oraz w temperaturze -20°C (pozytywny wptyw wita-
miny E wzgledem resveratrolu).
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Liofilizowane nasienie knura 2:

— dla czasu przechowywania 7 dni zaobserwowano brak réznic w temperaturach +4°C,
-20°C oraz -80°C, natomiast istotne statystycznie réznice stwierdzono w temperaturze 20°C
(pozytywny wptyw resveratrolu wzgledem kontroli),

— dla czasu przechowywania 30 dni zaobserwowano brak réznic w temperaturach +4°C,
-20°C oraz -80°C, natomiast istotne statystycznie réznice stwierdzono w temperaturze 20°C.
(pozytywny wptyw resveratrolu wzgledem witaminy E),

— dla czasu przechowywania 90 dni zaobserwowano brak réznic w temperaturach +20°C,
+4°C oraz -20°C, natomiast istotne statystycznie rdznice stwierdzono w temperaturze -80°C
(pozytywny wptyw witaminy E wzgledem kontroli).

We wszystkich omawianych przypadkach, gdzie zaobserwowano réznice statystyczne,
Srednie uszkodzenia chromatyny nie przekraczajg 4%.

Reasumujgc, trudno wnioskowac¢ o zasadnosci stosowania antyoksydantéw dla danej
temperatury czy czasu przechowywania gdyz diametralnie rézne wyniki dla nasienia knura 1
i knura 2 $wiadczqg o zdecydowanie osobniczej podatnodci nasienia na mrozenie czy liofiliza-
cje.

Wyniki oceny zdolnosci do zaptodnienia nasienia liofilizowanego

Porownalismy zdolno$¢ do zaptodnienia nasieniem $wiezym knura dwoma technikami:
ICSI oraz klasycznym zaptodnieniem w kropli (IVF). W klasycznym zaptodnieniu nie aktywujemy
oocytéw, w przeciwienstwie do zaptodnienia ICSI. Co ciekawe, nie wykazano statystycznie
istotnych réznic w odsetku otrzymanych blastocyst tymi dwoma technikami. Poréwnalismy row-
niez efektywnos¢ zaptodnienia technikg ICSI nasieniem $wiezym i rozmrozonym po liofilizacii,
i co ciekawe, wykazano brak réznic statystycznych w odsetku uzyskanych blastocyst. W sytua-
cji, gdy poréwnano nasienie $wieze z liofilizowanym przez 30 dni i 90 dni osobno réwniez nie
uzyskano réznic statystycznych w odsetku uzyskanych blastocyst. Uzyskano tylko réznice w ob-
rebie nasienia liofilizowanego o réznym czasie przechowywania. Zdecydowano sie na takie
podejicie z uwagi na wykazane statystycznie istotne réznice w uzysku blastocyst miedzy oocy-
tami $wini zaptodnionymi metodq ICSI nasieniem liofilizowanym w TRIS-Hepes-PVA knura nr 1
i przechowywanym 30 lub 90 dni, w temp. 4°C. Badajgc poziom apoptozyiliczbe jgder komor-
kowych w blastocystach ekspandujgcych uzyskanych w wyniku zaptodnienia in vitro metodqg
ICSI nasieniem liofilizowanym i przechowywanym 30 lub 90 dni, w temp. 4°C wykazano wysoce
statystycznie istotne réznice w liczbie jgder apoptotycznych na blastocyste.

Podsumowanie

— I trzech testowanych rozrzedzalnikdw najbardziej optymalnym do liofilizacji nasienia knura
okazat sie rozrzedzalnik TRIS ze wzgledu na wysoki odsetek ruchliwych plemnikdw po rozmro-
zeniu.

— Po rehydratacii nie obserwowano ruchliwosci liofilizowanych plemnikéw knura przechowy-
wanych w réznym czasie i réznej temperaturze i w 3 testowanych rozrzedzalnikach.

— Wykazano bardzo wysoki stopieh uszkodzen bton komédrkowych wynoszgcy srednio 96,8%,
niezaleznie od czasu, temperatury i zastosowanych rozrzedzalnikdéw do przechowywania
liofilizatow.
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— 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 plemnikdw
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 rowniez wykazano statystycznie istotne réznice miedzy pozostatymirozrzedzalnikami row-
niez w temp. +20°C. Ponadto wykazano statystycznie istotne réznice (P<0,05) w uszkodze-
niach chromatyny plemnikéw liofilizowanych w rozrzedzalniku TRIS, przechowywanych przez
okres 30 dni w temperaturze +20°C w pordwnaniu do przechowywanych w TL-HEPES-PVA.

— Trudno wnioskowaé o zasadnosci stosowania antyoksydantéw dla danej temperatury czy
czasu przechowywania, gdyz diametralnie rézne wyniki dla nasienia knura 1 i knura 2 $wiad-
czq o zdecydowanie osobniczej podatnosci nasienia na mrozenie czy liofilizacje.

— Nie wykazano statystycznie istotnych réznic w odsetku otrzymanych blastocyst technikg ICSI
i klasycznym IVF.

— Nie wykazano statystycznie istotnych réznic w odsetku otrzymanych blastocyst z zaptodnie-
nia technikg ICSI nasieniem $wiezym i rozmrozonym po liofilizacji w ujeciu cato$ciowym (30 i
90 dni razem), jak i osobno - nasienie $wieze z liofilizowanym przez 30 dni i 90 dni. Uzyskano
tylko réznice w obrebie nasienia liofilizowanego o roznym czasie przechowywania.

- Wykazano wysoce statystycznie istotne réznice w liczbie jgder apoptotycznych w blastocy-
stach ekspandujgcych uzyskanych w wyniku zaptodnienia in vitro metodq ICSI nasieniem
liofilizowanym i przechowywanym 30 lub 90 dni, w temp. 4°C.

Zadanie 01-19-02-11
Zastosowanie hydrofilowych i hydrofobowych przeciwutleniaczy w kriokonserwacji
nasienia knura
Kierownik zadania: dr Monika Trzcinska

Celem badan byto okreslenie wptywu dodatku hydrofilowych i hydrofobowych przeciwutle-
niaczy do rozciehczalnika mrozeniowego na jakos$¢ i zdolnodci zaptadnigjgce plemnikéw
knura.

Na potrzeby realizacji zadania przeprowadzono mrozenie nasienia w rozcienczalniku
z dodatkiem butylowanego hydroksytoluenu o stezeniu 1 mM oraz rozcienczalniku z dodatkiem
2 mM resweratrolu. Do kriokonserwacii przeznaczono nasienie pochodzgce od 8 knuréw (4-
5 ejakulatéw/knur), ktére wykorzystano do zabiegdw inseminacyjnych.

Ocena jako$ci mrozonego nasienia knura w rozciehczalniku z dodatkiem 1 mM butylowanego
hydroksytoluenu wykazata:
— krioopornos¢ ejakulatéw 78,8% + 4,6,
— §redni odsetek plemnikdw ruchliwych na poziomie 76,4%%4.,8,
— $redni odsetek plemnikdw zywych ocenianych przy zastosowaniu Dual Apoptosis Assay Kit
77,4%+5,3,
— $redni odsetek plemnikdw apoptotycznych ocenianych YO-PRO1/Pl wynoszgcy 6,9%+2,1,
— $redni odsetek plemnikéw z wysokim transbtonowym potencjatem mitochondrialnym
77.7% £3,9.

Ocena jakosci mrozonego nasienia knura w rozciehczalniku z dodatkiem 2mM resweratrolu

wykazata:
— kriopornos¢ ejakulatéw 72,4% +4,2,
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— $redni odsetek plemnikdw ruchliwych na poziomie 72,1%+4,7,

— $redni odsetek plemnikéw zywych ocenianych przy zastosowaniu Dual Apoptosis Assay Kit
72,8£3,2,

— $redni odsetek plemnikdw apoptotycznych ocenianych YO-PRO1/Pl wynoszgcy 8,9%+1,5,

— $redni odsetek plemnikbw z wysokim transbtonowym potencjatem mitochondrialnym
71,4%+3,7.

W celu okredlenia zdolnosci zaptadniajgcych kriokonserwowanego nasienia knura prze-
prowadzono proby biologiczne polegajgce na inseminacji 39 loszek réznych ras. Loszki insemi-
nowano standardowqg metodq za pomocg katetera inseminacyjnego poza szyjke macicy. In-
seminacje przeprowadzano u loszek z objawami rui 3-krotnie, w odstepach 12-godzinnych. Wy-
niki inseminaciji przedstawiono w Tabeli 1.

Tab. 1. Wyniki inseminacji loszek nasieniem knura mrozonym w rozcienczalniku z dodatkiem 1 mM butylowanego
hydroksytoluenu (BHT) lub 2 mM resweratrolu (R)

LEYG+BHT LEYG+R ‘
Rodzaj inseminacii standardowa
Liczba inseminowanych loszek 19 20
Liczba ciezarnych loch w 25 dniu po inseminaciji — sku- 19/19 (100%) 16/20 (80,0%)
tecznos¢ inseminacii (%)
Wskaznik wyproszen (%) 18/19 (94,7%) 15/16 (93,7%)
Liczba zywych prosigt w miocie 222 (12,3) 255 (10,2)

(Srednia liczba prosigt/loszka)

Na zdjeciach widoczne urodzone prosieta po standardowej inseminacji kriokonserwo-
wanym nasieniem knura.

(Fot. 1. M. Bryta) (Fot. 2. M. Bryta)
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Zadanie 01-19-03-22
Zbadanie mozliwosci wykorzystania pierwotnych komaorek
ptciowych kaczki do modyfikacji genomu kaczek z wykorzystaniem CRISPR/Cas?
Kierownik zadania: dr hab. Mirostaw Lisowski

Celem zadania byto wykorzystanie CRISP/Cas? do dezaktywacji (nokautu) genu miostatyny
u kaczek. Dodatkowym celem byto opracowanie metody izolacji pierwotnych komorek ptcio-
wych z bedgcych we wczesnej fazie rozwoju zarodkdw kaczych.

Modyfikacja genomu przy uzyciu systemu CRISPR/Cas? jest precyzyjna ze wzgledu na
mozliwo$¢ zaprojektowania gRNA (z ang. guide RNA), ktdre tworzy kompleks z biatkiem Cas?.
GRNA sktada sie z potgczonych ze sobqg tracrRNA i fragmentu crRNA, ktére odpowiadajq za
stabilne zwigzanie z nukleazg Cas? oraz wolnego crRNA, ktdre na zasadzie komplementarnosci
tqczy sie z rozpoznanym fragmentem kwasu nukleinowego.

Ze wzgledu na matqg liczbe pozyskiwanych PGCs, zdecydowano sie na optymalizacje
hodowli i selekcji modyfikowanych komdrek w oparciu o komérki blastodermalne, pozyskane
z tarczek zarodkowych jaj kaczych. Komorki te, stosunkowo liczne w tarczce zarodkowej (40-
60 tys.) stosunkowo tatwo wyizolowac.

W celu izolacji komérek blastodermalnych jaja kacze przechowywano przez 6 dni w tem-
peraturze pokojowej. BCs pozyskano z tarczek zarodkowych jaj. Zawartos¢ jaj przelano na pla-
stikowy separator do zéttek. Po oddzieleniu kuli zottkowej od biatka, na zlokalizowang tarczke
naktadano pierécien wyciety z bibuty. Po odcieciu btony witelinowej wokdt krawedzi zewnetrz-
nej pierscienia, tarczke zarodkowq zdejmowano i oczyszczano z resztek zéttka. Nastepnie ko-
morki wymywano strumieniem 1 ml PBS -Ca++- Mg**, przenoszqc je do probdwek i wirowano 5-
6 min. Po wirowaniu pobrano 0,5 ml komérek i dodano 0,5 ml PBS, ponownie wirowano przez
3 min./3000 obrotéw rpm.

W koncowej fazie badan opracowano etapy hodowli i selekcji komdrek zarodkowych
ptakdw (BCs) w celu modyfikaciji w systemie CRISPR/Cas? (zatozono wykorzystanie 3 plazmi-
déw - trzy miejsca modyfikacji genu miostatyny): izolacja i hodowla komdrek blastodermail-
nych, lipofekcja (zamiana pozywki petne] na OptiMEM — dodanie potowy pozywki petnej),
zmiana medium na selekcyjne po 24 godzinach — puromycyna, selekcja — 48 godzin, zmiana
medium na petne po 48 godzinach, w zaleznosci od ilosci komodrek (wymagana jest odpo-
wiednia konfluencja) — hodowla przy zmianie medium 2 razy w tygodniu.

Zadanie 01-19-04-21
Zastosowanie nukleofekcji do uzyskania potencjalnie transgenicznych mezenchymalnych
komadrek macierzystych oraz potencjalnie transgenicznych zarodkdw, ptoddw i/lub
potomstwa klonalnego u $win
Kierownik zadania: dr hab. Marcin Samiec, prof. IZ PIB

Celem zadania byto okredlenie przydatnosci szpikopochodnych mezenchymalnych komorek
macierzystych (BM-MSCs) do zabiegdw transformacji genetycznej metodami nukleofekcii.
Ocena efektywnosci metod nukleofekcji modulowanych i niemodulowanych epigenetycznie
komodrek BM-MSCs. Weryfikacja zdolnosci jgder nienukleofekowanych i modulowanych epige-
netycznie komodrek BM-MSCs do pokierowania rozwojem in vivo nietransgenicznych zarodkéw
Swini uzyskiwanych w wyniku klonowania somatycznego. Weryfikacja zdolnosci jgder modulo-
wanych epigenetycznie, a nastepnie nukleofekowanych komdrek BM-MSCs do pokierowania
rozwojem in vivo potencjalnie transgenicznych zarodkdw $wini uzyskiwanych w wyniku klono-
wania somatycznego.
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Zatozenia metodyczne i syntetyczny opis wynikéw

W drugim etapie realizacji niniejszego zadania badawczego wyprowadzono hodowle
pierwotne i linie klonalne mezenchymalnych komérek macierzystych (BM-MSCs), wyizolowa-
nych ze szpiku kostnego czerwonego, ktdry pobrano z jamy szpikowej talerza kosci biodrowej
jednej 8-miesiecznej lochy oraz pieciu 3-miesiecznych loszek. Rezerwy genetyczne, utworzone
w postaci konfluentnych hodowli pierwotnych i klonalnych linii komdrek BM-MSCs, zostaty za-
bezpieczone poprzez kriokonserwacje lub namnazane poprzez ich pasazowanie, w celu po-
dwojenia lub zwielokrotnienia danej subpopulacji kombrkowej w warunkach in vitro. Wczesne
linie klonalne komdrek BM-MSCs, ktdre uzyskano w nastepstwie pasazowania subpopulacii ko-
morkowych, stanowigcych hodowle pierwotne byty oceniane pod kgtem ich przydatnosci
w kierunku przeprowadzenia zabiegdw transformaciji genetycznej, przy wykorzystaniu réznych
wariantéw programowych nukleofekcji (program U-23: wysoka efektywnos$¢ transfekciji lub pro-
gram P-22: wysoka przezywalno$¢ komorek). W okresie przypadajgcym na 24 godziny przed
zabiegiem nukleofekciji, jednokrotnie pasazowane subpopulacje komdrek BM-MSCs byty pod-
dawane modulacji epigenetycznej przy wykorzystaniu 50 nM trichostatyny A (TSA - niespecy-
ficzny inhibitor deacetylaz histondw rdzenia nukleosomowego chromatyny jgdrowej). Grupe
kontrolng stanowity adekwatne subpopulacje komdrek BM-MSCs, ktdre nie podlegaty TSA-za-
leznej modulacji epigenetycznej. Do zabiegdw nukleofekcji komdrek BM-MSCs uzyto komercyj-
nej konstrukcji genowej pmaxGFP (Amaxa Biosystems, Lonza Bioscience), warunkujgcej ogol-
noustrojowq ekspresje fransgenu kodujgcego biatko infensywnej zieleni fluorescencyjnej
(eGFP), wyizolowane ze skorupiaka (widtonoga) Potellina species. Konstrukcje genowe, kté-
rych struktura bazuje na sekwencji kodujgcej reporterowego tfransgenu eGFP, byty inkorporo-
wane do komdérek BM-MSCs przy zastosowaniu jednego z dwdch wariantéw programowych
nukleofekciji (U-23 lub P-22). Strategia nukleofekcji stanowi kombinacje lipofekciji z elektropora-
cja, ktéra - za posrednictwem nosnikdw liposomowych — umozliwia wspomagang impulsami
prgdu zmiennego transdukcije konstrukcji genowej bezposrednio do jgdra komaorki somatycz-
nej. W celu przeprowadzenia procedury nukleofekciji, wczesne linie klonalne komorek BM-MSCs
namnazano in vitro w powlekanych kolagenem typu | butelkach hodowlanych o powierzchni
25 cm2do osiggniecia 90% stanu subkonfluenciji (ostatni pasaz 2 dni przed zabiegiem transfek-
cji). Uzyskana po trypsynizacii, zawiesina pojedynczych komdrek BM-MSCs (o gestosci 0,5-1
x 10¢/prébke) byta poddana ultrawirowaniu (€=200 x g; t=10 minut; temperatura pokojowa).
Po dekantacji supernatantu, do osadu komérkowego byty dodane: 100 uL mieszaniny nukleo-
fekcyjneji 2 ug zlinearyzowanej konstrukcji genowej w 4 ulL zbuforowanego roztworu Tris (0 kon-
centracji 0,5 ug/uL wektora pmaxGFP w 10 mM buforu Tris; pH 8,0). Nastepnie, probki komorek,
zdeponowane w specjalnych kuwetach do elekiroporaciji, byty umieszczane w komorze nu-
kleofektora (Amaxa Biosystems), w ktdrej generowano przeptyw impulsdw prgdu zmiennego
zgodnie z parametrami zakodowanymi w ramach wariantéw programowych U-23 lub P-22,
warunkujgcych odpowiednio: wysokg efektywnos¢ transfekcji lub wysokg przezywalnosé ko-
morek. Po zabiegu nukleofekcji, komorki BM-MSCs byty przeptukiwane pozywkg DMEM wraz
z uzupetnieniami, a nastepnie hodowane in vitro w powlekanych kolagenem typu | butelkach
hodowlanych o powierzchni 25 cm?2. Hodowla transformantdw komadrkowych byta kontynuo-
wana przez kolejne 6 dni w celu osiggniecia 95-100% stanu konfluencii, ktéry jest niezbedny do
efektywnej kriokonserwacji nukleofekowanych subpopulacji komodrek BM-MSCs. Kriokonserwo-
wane proébki transfekowanych komadrek BM-MSCs byty rozmrazane i poddawane krotkotrwatej
hodowli do ich odpowiedniego przygotowania (1j. synchronizacji cyklu mitotycznego w sto-
diach G1/G0) na potrzeby eksperymentdw ukierunkowanych na uzyskiwanie potencjalnie
transgenicznych zarodkdw $wini technikg klonowania somatycznego. Efektywnos$¢ nukleofek-
cji modulowanych i niemodulowanych epigenetycznie komdrek BM-MSCs byta weryfikowana
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w oparciu o biochemiluminescencyjng ocene przyzyciowq indeksu ekspresji biatka eGFP (tzw.
indeksu reporterowego) w transfekowanych subpopulacjach komdrek BM-MSCs. Przyzyciowd
detekcja aktywnosci transkrypcyjnej oraz translacyjnej reporterowego transgenu eGFP, ktéra
zostata potwierdzona w hodowanych in vitro komérkach BM-MSCs po uptywie 48 godzin od
przeprowadzenia ich nukleofekcji pozwolita na oszacowanie wartosci indeksu reporterowego,
czyli procentowego udziatu komodrek emitujgcych zielong biochemiluminencencje w trzech
reprezentatywnych prébkach losowo wyselekcjonowanych sposrdd kazdej z analizowanych
subpopulacji komdrkowych.

Indeks reporterowy zostat oszacowany na poziomie:

1. 94,7% (216 komodrek eGFP-pozytywnych sposrdd 228 analizowanych komaérek) — w subpo-
pulacjach modulowanych epigenetycznie komoérek BM-MSCs, poddanych nastepnie nu-
kleofekciji z uzyciem wariantu programowego U-23;

2. 94,6% (210 komdrek eGFP-pozytywnych spoéréd 222 analizowanych komadrek) — w subpo-
pulacjach epigenetycznie niemodulowanych komérek BM-MSCs, poddanych nastepnie
nukleofekciji z uzyciem wariantu programowego U-23;

3. 54,0% (107 komodrek eGFP-pozytywnych sposrdéd 198 analizowanych komérek) — w subpo-
pulacjach epigenetycznie modulowanych komérek BM-MSCs, poddanych nastepnie nu-
kleofekciji z uzyciem wariantu programowego P-22;

4. 48,4% (93 komorki eGFP-pozytywne sposrdéd 192 analizowanych komoérek) — w subpopula-
cjach epigenetycznie niemodulowanych komoérek BM-MSCs, poddanych nastepnie nukle-
ofekciji z uzyciem wariantu programowego P-22.

Przed wykorzystaniem jako zrédta dawcdw jgder w procedurze klonowania, rozmrozone
subpopulacje nietransfekowanych komaérek BM-MSCs, ktére poddawano zahamowaniu kon-
taktowemu podziatdw mitotycznych po osiggnieciu stanu petnej konfluencii, byty jednocze-
$nie inkubowane przez 24 godziny w pozywce uzupetnionej dodatkiem syntetycznego analogu
endogennych inhibitorow deacetylaz biatek histonowych chromatyny jgdrowej (HDACs) — 50
NM TSA. Z kolei, nukleofekowane komoérki, ktére podlegaty 24-godzinnej TSA-zaleznej modulacii
epigenetycznej bezposrednio przed zabiegiem transfekcji, byty poddawane jedynie 24-go-
dzinnemu zahamowaniu kontaktowemu podziatdw mitotycznych, przed ich uzyciem jako
dawcdéw jgder w klonowaniu somatycznym. W wyniku pokrycia gestq, pojedynczg warstwg
catej dostepnej powierzchni dna butelki lub szalki hodowlanej, przylegajgce Scisle zaréwno do
siebie, jak i do polistyrenowego lub kolagenowego substratu nienukleofekowane lub nukleofe-
kowane komadrki BM-MSCs podlegaty 24-godzinnej inhibicji kontaktowej migracii i proliferacyj-
nego wzrostu. W tych warunkach cykl mitotyczny komorek BM-MSCs byt sztucznie synchronizo-
wany w fazach G1/G0. Do klonowania somatycznego byty uzyte nietransfekowane lub frans-
fekowane komérki pochodzqgce z wezesnych linii klonalnych. Zrédto biorcédw dla jader nienu-
kleofekowanych lub nukleofekowanych komérek BM-MSCs stanowity dojrzate in vitro oocyty
loszek lub loch. Uwolnione z komdrek wzgdrka jajonosnego oocyty byty enukleowane przy za-
stosowaniu metody mikrochirurgicznej, wspomaganej chemicznie. Enukleowane oocyty swini
byty rekonstruowane z jgder nietransfekowanych i modulowanych epigenetycznie komadrek
BM-MSCs lub z jgder modulowanych epigenetycznie, a nastepnie nukleofekowanych komaorek
BM-MSCs. Do sztucznej aktywacii rekonstytuowanych oocytdw byt zastosowany protokdt jed-
noczesnej fuzji i aktywacii elekirycznej (F/A). Uzyskane w wyniku F/A cybrydy klonalne byty in-
kubowane przez 2-3 godziny w pozywce NCSU-23 uzupetnionej cytochalazyng B. Bezposrednio
po inkubacji w obecnosci cytochalazyny B, zarodki klonalne w stadium 1-blastomerowym byty
transferowane chirurgicznie do drég rozrodczych (jajowoddw) zsynchronizowanych hormonal-
nie loch-biorczyn. Ogdtem, do zabiegdw klonowania somatycznego wyselekcjonowano
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1014 (95,0%) dojrzatych ex vivo oocytdw sposrdd 1067 cocytdow zakwalifikowanych do dojrze-
wania mejotycznego in vitro (IVM). W pierwszej serii eksperymentdw ukierunkowanych na uzy-
skiwanie nietransgenicznych zarodkdw klonalnych $wini z oocytéw zrekonstruowanych z jgder
nietransfekowanych komadrek BM-MSCs poddanych TSA-zaleznej modulacji epigenetyczne;j,
do zabiegdéw klonowania zaklasyfikowano 665 (95,5%) dojrzatych in vitro oocytéw sposréd
696 oocytow zakwalifikowanych do IVM. Do jajowoddw 8 samic-biorczyn transferowano tqcz-
nie 624 (93.8%) efektywnie zrekonstruowanych zarodkdw klonalnych spoérdéd 665 dojrzatych
in vitro oocytow poddanych enukleacii, rekonstrukcji z jgder komdrek BM-MSCs, sztucznej ak-
tywacii, a nastepnie dziataniu cytochalazyny B. Srednia liczba zarodkdéw chirurgicznie przenie-
sionych do jednej biorczyni wynosita 78. Z kolei, w drugiej serii eksperymentdw ukierunkowa-
nych na uzyskiwanie potencijalnie transgenicznych zarodkdéw klonalnych $wini z oocytéw zre-
konstruowanych z jgder nukleofekowanych komérek BM-MSCs, uprzednio poddanych TSA-za-
leznej modulacji epigenetycznej, do zabiegdw klonowania zaklasyfikowano 349 (94,1%) doj-
rzatych in vitro oocytéw spoérdéd 371 oocytdw zakwalifikowanych do IVM. Do jajowoddw
5 loch-biorczynh transferowano tgcznie 323 (92.6%) efektywnie zrekonstruowanych zarodkdw
klonalnych sposréd 349 dojrzatych in vitro oocytow poddanych enukleaciji, rekonstrukcii z jgder
komodrek BM-MSCs, sztucznej aktywacji, a nastepnie dziataniu cytochalazyny B. Srednia liczba
zarodkdw chirurgicznie przeniesionych do jednej biorczyni wynosita 64,6. W okoto 30-35-tym
dniu po transferze zarodkéw klonalnych byty przeprowadzane badania ultrasonograficzne
(USG) loch-biorczyn w celu potwierdzenia lub wykluczenia cigzy. U ciezarnych loch-biorczyn,
badania USG byty/bedqg powtarzane w odstepach 15-dniowych, w celu weryfikacji tempa
rozwoju ptoddw klonalnych lub oceny stopnia resorpciji pecherzy ptodowych.

Podsumowanie i wnioski

1. Wyprowadzone hodowle pierwotne i wczesne linie klonalne komdrek BM-MSCs charaktery-
zowaty sie wysokq zdolnosciq adhezji do polistyrenowych lub kolagenowych substratdéw
i wysokqg aktywnoscig proliferacyjng (uwarunkowang szybkg kinetykg podziatéw mitotycz-
nych i szybkim tempem osiggania catkowite] konfluenciji), a takze wysokg jakoscig morfolo-
giczng oraz przezywalnosciq komadrek w nastepstwie mrozenia/rozmrazania i w warunkach
zahamowania kontaktowego ich podziatéw mitotycznych po osiggnieciu stanu petnej kon-
fluencji. Wszystkie te cechy warunkujqg relatywnie wysokqg przydatno$¢ wyprowadzonych linii
komdrek BM-MSCs pod kgtem ich wykorzystania do zabiegdéw transformacji genetycznej
przy zastosowaniu réznych wariantdw programowych metody nukleofekcii.

2. Zastosowanie nukleofekcji z uzyciem wariantu programowego U-23 skutkowato zdecydo-
wanie wyzszq efektywnosciq transgenizacijiin vitro modulowanych epigenetycznie komobrek
BM-MSCs mierzong wielkosciqg indeksu reporterowego (94,7%A) w poréwnaniu do efektyw-
nosci oszacowanej dla komérek nukleofekowanych z uzyciem wariantu programowego P-
22 (54,0%8). Podobnie, zastosowanie nukleofekciji z uzyciem wariantu programowego U-23
skutkowato znacznie wyzszg efektywnoscig transgenizacji niemodulowanych epigenetycz-
nie komaorek BM-MSCs mierzong wielkosciqg indeksu reporterowego (94,6%*) w odniesieniu
do efektywnosci oszacowanej dla komédrek nukleofekowanych z uzyciem wariantu progra-
mowego P-22 (48,4%8). W obydwu przypadkach, poziom istotnosci miedzygrupowych réznic
statystycznych okazat sie by¢ bardzo wysoki (ABP< 0.001; test x2). Nie stwierdzono natomiast
statystycznie istothego wptywu TSA-zaleznej modulaciji epigenetycznej na efektywnos$cé
fransgenizacji oceniang przyzyciowo w oparciu o procentowy udziat eGFP-pozytywnych
komodrek zaréwno w analizowanych subpopulacjach komdrek BM-MSCs, ktére poddano
nukleofekcji przy wykorzystaniu programu U-23 (94,7% vs. 94,6% w grupie kontrolnej), jak
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i w subpopulacjach komérek BM-MSCs nukleofekowanych przy wykorzystaniu programu P-
22 (54,0% vs. 48,4% w grupie kontrolnej; P= 0.05; test x2).

3. Przydatno$é wyprowadzonych linii nietransfekowanych i modulowanych epigenetycznie
komodrek BM-MSCs do klonowania somatycznego $win byta weryfikowana w oparciu
o ocene kompetencji jader tych komdrek do pokierowania przed- i poimplantacyjnym roz-
wojem nietransgenicznych zarodkdw klonalnych, transferowanych chirurgicznie do drég
rozrodczych 8 samic-biorczyh. Wyniki badan USG 8 loch-biorczyh zarodkdw potwierdzity
obecno$¢ pecherzy ptodowych w rogach macicy 4 biorczyn, co wskazuje na odsetek cie-
zarnych loch utrzymujgcy sie na poziomie 50% w okresie przypadajgcym miedzy 30. a 45.
dniem po transferze nietransgenicznych zarodkdw klonalnych do jajowoddw samic-bior-
czyh (Ryc. 1 oraz Ryc. 2). Po tym okresie (miedzy 46. a 60. dniem po transferze zarodkdéw
klonalnych), u matek zastepczych diagnozowano zaawansowane symptomy resorpcji pto-
déw, a ulegajgce resorpcji pecherze ptodowe byty wykrywane w endometrium i w $wietle
rogéw macicy za posrednictwem badan USG i/lub w wyniku chirurgicznej egzenteracji ma-
cicy post mortem.

4. Przydatno$¢ wyprowadzonych linii modulowanych epigenetycznie i nukleofekowanych ko-
morek BM-MSCs do klonowania somatycznego $win byta weryfikowana w oparciu o ocene
zdolnosci jgder tych komdrek do pokierowania przed- i poimplantacyjnym rozwojem poten-
cjalnie transgenicznych zarodkdw klonalnych, transferowanych chirurgicznie do drég roz-
rodczych 5 samic-biorczyh. Na podstawie diagnostyki USG przeprowadzonej u 4 loch-bior-
czyn nie wykazano obecnosci pecherzy ptodowych w zadnym z dwdch rogdw macicy.
Wyniki badanh ultrasonograficznych ostatniej z 5 loch-biorczyn potwierdzity obecnos¢ pe-
cherzy ptodowych w rogu macicy, ktdry jest potgczony z tym jajowodem, do $wiatta kté-
rego przeprowadzono chirurgiczny transfer potencjalnie tfransgenicznych zarodkéw klonal-
nych. Wskazuje to na odsetek ciezarnych loch utrzymujgcy sie na poziomie 20% w okresie
przypadajgcym miedzy 30-tym a 35-tym dniem po transferze potencjalnie tfransgenicznych
zarodkdw klonalnych do jajowoddw samic-biorczyn. Kolejny termin diagnostyki USG u ostat-
niej z 5 matek zastepczych zostat zaplanowany w okresie przypadajgcym miedzy 45-tym
a 50-tym dniem po transferze zarodkéw klonalnych do jajowodu samicy-biorczyni.

Ryc. 1. Utrasonogramy potwierdzajace obecnosé licznych ptodéw klonalnych w macicy ciezarnej lochy-biorczyni nr
MSC/5 (diagnostyka USG przeprowadzona miedzy 35-tym a 50-tym dniem po transferze nietransgenicznych zarodkéw
klonalnych do drég rozrodczych samicy-biorczyni)
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Ryc. 2. Ultrasonogramy potwierdzajgce obecnosé licznych ptodéw klonalnych w macicy ciezarnej lochy-biorczyni
nr MSC/9 (diagnostyka USG przeprowadzona miedzy 30-tym a 45-tym dniem po transferze niefransgenicznych zarod-
kow klonalnych do drég rozrodczych samicy-biorczyni)

1mie: MSC 98
Opis: 03092019

Zadanie 01-19-06-11
Wptyw parametréw jakosciowych nasienia seksowanego na ptodnos¢ inseminowanych
jatdowek i krow mlecznych
Kierownik zadania: dr hab. Pioir Gogol, prof. IZ PIB

Celem pracy jest lepsze poznanie strukturalnych i metabolicznych zmian odpowiedzialnych za
spadek jakosci nasienia seksowanego oraz okresdlenie zaleznosci pomiedzy badanymi parame-
tframi jakosci nasienia seksowanego a ptodnoscig inseminowanych samic.

Zatozenia metodyczne

Badania prowadzone sg na dostepnym komercyjnie nasieniu seksowanym buhajéw rasy
holsztynsko-fryzyjskiej. Wykonuie sie badanie podstawowych cech nasienia takich, jak koncen-
fracja plemnikdw i ruchliwosé¢ z uwzglednieniem szczegdtowych parametréw kinetycznych
(system CASA). Jednoczednie, przy wykorzystaniu technik mikroskopii fluorescencyjnej, cytome-
trii przeptywowej i luminometrii ocenia sie zmiany apoptotyczne, stres oksydacyjny, aktywnosé
metaboliczng oraz stan chromatyny plemnikdéw. W celu okredlenia zdolnosci zaptadniajgcej
seksowanego nasienia przeprowadzane sg inseminacje jatdwek i krow.

Syntetyczny opis wynikow

W okresie sprawozdawczym zakupiono do badan seksowane (61 stomek) i nieseksowane
(72 stomki) nasienie buhajow rasy holsztynsko-fryzyjskiej. Nasienie seksowane pochodzito od
13 buhajow, natomiast nasienie nieseksowane od 12 buhajow.

Nasienie przeznaczone do oceny plemnikdw in vitro zostato przewiezione do laborato-
rium ZBRK Instytutu Zootechniki PIB w Balicach, gdzie wykonano przewidziane metodykg ana-
lizy. Wyniki dotychczas przeprowadzonych analiz dla nasienia seksowanego zamieszczono
w Tabeli 11 2.

W celu oceny zdolnosci zaptadniajgcej nasienia seksowanego przeprowadzono insemi-
nacje 653 jatdwek i kréw. Z tego, 507 inseminacji przeprowadzono w ZD IZ Kotbacz sp. z 0.0.,
a 146 inseminacji w ZD IZ PIB Chorzeldw sp. z 0.0. Nasieniem nieseksowanym zainseminowano
1099 krow w Kotbaczu. Po 35 dniach od zabiegu inseminacii przeprowadzano badanie USG
na cigze. Wyniki uzyskane na podstawie dotychczas wykonanych badan USG wskazujg, ze
wskaznik zacieleh dla nasienia seksowanego waha sie od 10,7% do 85,7% (Tab. 3), natomiast
dla nasienia nieseksowanego od 2,2% do 45,2%.
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Tab. 1. Parametry jakosciowe nasienia seksowanego (ruch i ATP)

lp. Buhj Ruch postepowy Ruch szybki Predkos¢ ruchu  ATP . .
(min w dawce) (min w dawce) (VCL) (spadek po inkub. 37°C/3h)
1. Moizilla sex 1,22 1,07 112,06 -86,7
2. Mayfower sex 1,26 1,19 109,25 -57.8
3. Luksus sex 1.15 1,04 109,25 -70.8
4. Pharo sex 18043 1,03 0,97 104,68 -63,8
5. Megabit sex 18109 0.98 0,82 94,91 -65,8
6.  Megabif sex 17331 0,96 0,82 96,17 -51,8
7. Maldevessex 117228 0,91 0,82 98,42 -73.8
8. Maldevessex 117230 1,13 0,98 94,83 -60.7
Missouri sex - - - -65.8
10. Sutton sex 17068 2,32 2,11 117,78 -82,7
11. Sutton sex 17079 2,57 2,31 108,03 -82,2
12. Greenway 17356 - - - -72,4
13. Hondo sex 1,67 1.49 97,52 -62,0
14. Baylaboy sex 0.68 0,61 100,33 -75.3
15. All Star sex 18109 0.72 0,61 98,96 -59.7
16. Tenpin sex 1,28 0,96 107,85 -58,6
17. Lundy sex 0,97 0,87 93,22 -82,4
18. Windmill sex 1,28 1,21 104,59 91,6
19. Landview sex 1,28 1.14 98,07 -97.9
20. Soltan sex 1.13 1.07 105,26 -84,5
21. Casino sex 1,05 0,95 105,37 -63,7
22. Francisco sex 3.01 2,17 86,92 -70,2
23. Surprise sex 0,78 0,69 88,63 -75,1
24. Dreamweaver sex 2,97 2,20 82,22 -58,6
25. Supersire sex - - - -77.6
26. Eternal sex 1.89 1.70 21,53 -68,4
27. Captain sex 0,99 0.87 92,10 -82,4
28. Corsair sex 2,41 2,18 94,58 -77.5
29. Abro sex 1,25 1,10 90,23 -62,6
30. Pharo sex 18325 0,84 0.77 104,86 -59.9
3l. ?gr?;?zr o ])8] 07 0.96 0,83 97,72 59,5
0. l(agahcgrzee%sv )sex 118094 ] ) 528
33, (Gcrﬁgpzv;gzv s)ex 17306 . ) 85,0
34. fgﬁg:fe'? ot 16292 g9 0,80 99,09 702
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Tab. 2. Parametry jakosciowe nasienia seksowanego (apoptoza, btony komérkowe, chromatyna)

Lp. Buhgj Plemniki apoptotyczne Btony komdrkowe Uszkodzona
ywe martwe zamier. chromatyna

1. Mozilla sex 16,96% 42,87% 38,78% 18.34% 1,05%
2. Mayfower sex
3. Luksus sex 15.10% 35.62% 26,80% 37.58% 1,02%
4, Pharo sex 18043 49,55% 34,26% 53,14% 12,60% 0.62%
5. Megabit sex 18109
6. Megabit sex 17331
7. Maldeves sex 117228
8. Maldeves sex 117230

Missouri sex
10. Sutton sex 17068 53,12% 44,41% 39.34% 16,25% 0.32%
11.  Sutton sex 17079 13,34% 35,23% 21,17% 43,60% 0,59%
12.  Greenway 17356
13.  Hondo sex
14. Baylaboy sex
15.  All Star sex 18109 53,06% 25,45% 34,41% 40,14% 0.47%
16.  Tenpin sex
17.  Lundy sex
18.  Windmill sex
19.  Landview sex 61,62% 55,70% 37.76% 6,54% 0.89%
20. Soltan sex 17.42% 44,11% 35.29% 20,60% 1.01%
21. Casino sex 16,86% 38,81% 30,96% 30,23% 0.54%
22. Francisco sex
23.  Surprise sex
24. Dreamweaver sex
25.  Supersire sex
26. Eternal sex 6,95% 40,84% 42,65% 16,52% 0,48%
27. Captain sex 12,62% 52,84% 27.14% 20,03% 0,44%
28.  Corsair sex 9.50% 49,68% 28,13% 22,19% 0.37%
29.  Abro sex 17,80% 18,69% 25,38% 55,93% 0,55%
30. Pharo sex 18325 16,95% 11,74% 43,89% 44,37% 0,48%
31 All Star sex 18109

(Chorzelow)
30, Black Gold sex 118094

(Chorzeléw)
33, Greeany sex 17306

(Chorzelow)
TRl 6292 13,50% 40,73% 50,35% 8,92% 0,94%

145



Zakiady Naukowe

Tab. 3. Wskazniki zacielen uzyskane dla nasienia seksowanego

Lp. Buhqj Liczba samic inseminowanych Wskaznik zacielenh (%)
1. Motzilla sex 30 43,3
2. Mayfower sex 31 29,0
3. Luksus sex 28 10,7
4. Pharo sex 18043 36 47,2
5. Megabit sex 18109 20 35,0
6. Megabit sex 17331 7 85,7
7. Maldeves sex 117228 56 44,6
8. Maldeves sex 117230 55 41,8
9. Missouri sex 96 51,6
10.  Sutton sex 17068 18 44,4
11.  Sutton sex 17079 46 41,3
12.  Greenway 17356 35 25,7
13. Hondo sex 46 26,1
14.  Baylaboy sex 24 62,5
15.  All Star sex 18109 21 38,1
16.  Tenpin sex 44 25,0
17.  Lundy sex 20 55,0
18.  Windmill sex 26 23,1
19.  Landview sex 36 36,1
20.  Soltansex 44 70,5
21.  Casino sex 54 75,0
22.  Francisco sex 54 38,9
23.  Surprise sex 34 17,7
24.  Dreamweaver sex 43 20,9
25.  Supersire sex 44 56,8
26.  Eternal sex 44 50,0
27.  Captain sex 43 25,6
28.  Corsair sex 69 42,0
29.  Abro sex 43 72,1
30.  Pharo sex 18325 40 65,0
e @
30, Iilgﬁzse?gci\/s)ex 118094 63 55.6
33. (Gc“heg:‘z";g\cvs)ex 17306 17 353
o, {ogEion s 6772 7
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Zadanie 01-19-07-11
Wykorzystanie kriokonserwacji nasienia w programie hodowlanym Gesi Biatej Kotudzkiej®
Kierownik zadania: dr hab. Mirostaw Lisowski

Celem zadania byta ochrona puli genowej Gesi Biate] Kotudzkiej® ex situ oraz wykorzystanie
zamrozonego nasienia, w celu poprawy efektywnosci zaptodnienia Gesi Biatej Kotudzkiej®.

Gesi Biate Kotudzkie® sg obecnie najbardziej rozpowszechnionymi gesiaomi w kraju.
W wyniku pracy hodowlanej wytworzono dwa rody hodowlane tych gesi: réd mateczny W-11
i réd ojcowski W-33, produkujgce dla potrzeb towarowych nie tylko ptaki czystorodowe W-11,
ale réwniez mieszance W-31.

W biezgcym roku zastosowano wczesniej opracowang metode zamrazania nasienia ge-
sioréw w parach azotu. Materiat do$wiadczalny stanowito nasienie pozyskane od 10 gesiordw
zrodu matecznego W-11. Nasienie po pobraniu i ocenie koncentracji plemnikdw poddawano
procesowi kriokonserwacji. Zostato ono rozrzedzone rozcienczalnikiem w stosunku 2:1 (rozcien-
czalnik: cytrynian potasu, glutaminan sodu, sodowy fosforan 2-zasadowy, sodowy fosforan 1-
zasadowy, glukoza, D-fruktoza, inozytol, siarczan protaminy, polivinyl pyrolidonu), nastepnie
schtodzone do temperatury 4°C (przez 15 minut).

W kolejnym etapie, dodawano DMF — Dimetyloformamid (do stezenia kohcowego 6%)
i przeprowadzono ekwilibracje przez 5 minut w temperaturze 4°C. Tak przygotowang miesza-
nine umieszczono w stomkach — 2 cm nad lustrem ciektego azotu i schtodzono do temperatury
-140°C. Nastepnie, stomki przenoszono do ciektego azotu. Po rozmrozeniu stwierdzono okoto
80% przezywalnos¢ plemnikdw gesich, pochodzgcych od samcdw z rodu W-11.

Zadanie 04-19-03-21
Opracowanie metody transfekcji zygot krélika z zastosowaniem nanoczgstek
— badanie in vitro
Kierownik zadania: dr hab. Jacek Jura, prof. IZ PIB

Celem badawczym zadania byto opracowanie nowej metody fransfekcji zygot krélika z wyko-
rzystaniem kompleksu nanokarier/DNA, ktéra bedzie umozZliwiata wielokierunkowg modyfika-
cje genotypu biorcy.

Do opracowania metody transfekcji zygot krélika zastosowano sferyczne nanoczgstki
ztota o Srednicy 10 nm, z modyfikacjg powierzchniowq PEl (polietyloiminina), wersja produktu
BioPure ( do aplikaciji biologicznych) — producent: Nanocomposix (USA) — AUPEI oraz konstruk-
cje genowq reporterowq — pmaxFP-Red-N.

Zatozenia metodyczne

W ramach przeprowadzonych prac zabiegowi synchronizacji i superowulacji poddano
165 samic krélika (rasa Nowozelandzki Biaty), od ktérych uzyskano tgcznie 2056 zaptodnionych
komorek jajowych (zygot).

Pierwszy etap badan pozwolit na ustalenie optymalnej koncentracji nanokariera (no-
$nika), badajgc jego wptyw na rozwdj zygot po iniekcji do stadium blastocysty. Jako nodnik
wybrano sferyczne nanoczgstki ztota o srednicy 10 nm, z modyfikacjg powierzchniowq PEI (po-
lietyloiminina), wersja produktu BioPure (do aplikacji biologicznych) — producent: Nanocompo-
six (USA).
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W celu sprawdzenia wptywu nanokariera na potencjat rozwojowy zygot, wprowadzano
go do przestrzeni okotozdttkowej, stosujgc technike mikroiniekciji. Dla poréwnania wptywu na-
nokariera na potencjat rozwojowy zygot, prowadzono hodowle kontrolng zygot niemanipulo-
wanych. Przed wprowadzeniem do przestrzeni okotozdttkowej, przygotowywano Swieze roz-
cienczenia nanokariera w ddH20, ktéry poddawano sonifikacji — 1 min./maksymalne nateze-
nie, 4 min./Srednie natezenie, w celu dyspersji i rozluznienia wigzanh. Nastepnie, nanokarier
wprowadzano do przestrzeni okotozdttkowej zygot. Po zabiegu zygoty umieszczano w po-
zywce do hodowli i hodowano prze 6 dni w inkubatorze 380C: 5%CQO2. Tempo rozwoju spraw-
dzano po 48, 721 120 godzinach od rozpoczecia hodowli in vitro.

Zygoty podzielono na 5 grup doswiadczalnych:

Kontrola - zygoty niemanipulowane — 87 zygot

Gr. 1 —zygoty poddane mikroiniekcji nanokarierem o stezeniu Sng/ul — 42 zygoty
Gr. 2 - zygoty poddane mikroiniekcji nanokarierem o stezeniu 25ng/ul — 62 zygoty
Gr. 3 - zygoty poddane mikroiniekcji nanokarierem o stezeniu 50ng/ul — 67 zygot
Gr. 4 - zygoty poddane mikroiniekciji nanokarierem o stezeniu 100ng/ul — 227 zygot.

o0 =

Kolejny etap badan stanowito ustalenie optymalnej mieszaniny transfekcyjnej. W tym
celu przygotowany zostat referencyjny konstrukt genowy pmaxFP-Red-N. Konstrukt zawierat
czerwone biatko fluorescencyjne emitujgce barwe przy dtugosci 488 — 520 nm. Konstrukt zostat
przygotowany przez mgr inz. Natalie Dziegiel (zadanie 07-2.12.7 FBW), ktérego stezenie wynio-
sto 531,2 ng/ul. Stezenie uzyskanego DNA zmierzono za pomocqg mikrospektrofotometru Nano-
Drop. Wspdtczynnik absorbcji 1,94 — przy zastosowanych do pomiaru dtugosciach fal —
2601 280 nm. W celu ustalenia optymalnej mieszaniny fransfekcyjne, kompleks nano/DNA (Au-
PElI/pmaxFP-Red-N). Optymalny stosunek mieszaniny nanokarier/DNA ustalono przeprowadza-
jac analize retardacyjng mieszanin o réznych stezeniach na zelu agarozowym. Jako optymalny
wybrano wariant kompleksu nanokarier/DNA w stosunku 50 ng/ul:25 ng/ul (2:1) (Fot. 1).

Mieszanina taka byta stosowana w kolejnych etapach badan, w celu sprawdzenia efek-
tywnosci transfekcji zygot krélika z zastosowaniem kompleksu AUPEI/pmaxFP-Red-N.

W ramach przeprowadzonych prac transfekcji kompleksem nanokarier/DNA (AuPEl/
pmaxFP-Red-N) poddano 337 zygot krélika. Przed transfekcjg (wprowadzeniem kompleksu na-
nokarier/DNA do przestrzeni okotozéttkowej), przygotowywano $wieze rozciehczenia nanoka-
riera w ddH20, ktéry poddawano sonifikacji— 1 min./maks. natezenie, 4 min./srednie natezenie,
w celu dyspersji i rozluznienia wigzan tak, aby uzyskac jego stezenie 50 ng/ul. Nastepnie, doda-
wano DNA w postaci konstruktu reporterowego o stezeniu 25 ng/ul. Mieszanine nanoka-
rier/DNA o objetosci 100 ul inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30 min. w celu zwig-
zania kompleksu. Po inkubaciji napetniano pipety iniekcyjne, ktdére umieszczano w temperatu-
rze 4°C. Kompleks nanokarier/DNA wprowadzano do przestrzeni okotozéttkowej zygot. Po za-
biegu fransfekciji, zygoty umieszczano w pozywce do hodowli i hodowano przez 6 dni w inku-
batorze — 38°C, 5%CO2. Tempo rozwoju sprawdzano po 48, 72 i 120 godzinach od rozpoczecia
hodowliin vitro. Po zakohczeniu hodowli przeprowadzano ocene morfologiczng oraz inspekcje
pod mikroskopem fluorescencyjnym. Zarodki w stadium blastocysty wykazujgce fluorescencje
konfekcjonowano. Stanowity one materiat do realizacji zadania badawczego, zwigzanego
z analizg ekspresji gendw odpowiedzialnych za rozwdj we wczesnym etapie zarodkowym. Zy-
goty z grupy kontrolnej (niemanipulowane) 265 zygot, przechowywano w temperaturze poko-
jowej przez okres wykonywania transfekcji, a nastepnie razem z grupqg do$wiadczalng przeno-
szono do hodowli stosujgc identyczng procedure.
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Kolejny etap badanh stanowito sprawdzenie wptywu wysokiego ciSnienia hydrostatycz-
nego HHP na efektywnos¢ procesu transfekcji. Z danych literaturowych wynika, ze HHP wptywa
korzystnie na rozwdj niemanipulowanych i manipulowanych gamet. Brak jest doniesier o sto-
sowaniu HHP w przypadku zygot krélika, poddawanych procesowi transfekcji. Pozytywne wy-
niki sfosowania HHP w odniesieniu do manipulowanych gamet, stanowity przestanke do wy-
prébowania tej procedury w procesie opracowywania nowatorskiej metody transfekciji zygot
krélika z zastosowaniem nanoczgstek. W tym celu utworzono dwie grupy kontrolne (zygoty nie-
manipulowane) i dwie do$wiadczalne (poddane transfekcji kompleksem AuPEl/pmaxFP-Red-
N)., w ktdérych zastosowano dwa rézne cisnienia 20 i 40 MPa. Cisnienia dobrano w oparciu
o dane literaturowe oraz o pozytywne wyniki stymulacji potencjatu rozwojowego gamet przed
procesem kriokonserwacji w badaniach prowadzonych w Zaktadzie Biotechnologii Rozrodu
i Kriokonserwacii. 315 zygot, stanowigcych grupe kontrolng 20 MPa (ciSnienie 20 MPa) oraz
337 zygot, stanowigcych grupe kontrolng 40 MPa (ciSnienie 40MPa) poddano wptywowi HHP
przez 1 godzine. Nastepnie zygoty umieszczano w hodowli pozaustrojowej na okres é dni, sto-
sujgc identyczng procedure hodowli jak w przypadku pozostatych grup. Po hodowli oceniano
procent zarodkdw w stadium moruli i blastocysty. Zarodki konfekcjonowano. Dwie kolejne
grupy stanowity zygoty, ktére poddano dziataniu 20 i 40 MPa HHP przed zabiegiem transfekcji.
297 zygot poddano cisnieniu 20 MPa oraz 278 zygot 40 MPa — nastepnie na zygotach przepro-
wadzono proces transfekcji kompleksem AUPEI/pmaxFP-Red-N w stosunku 2:1 50 ng/ul:25 ng/
ul). Zygoty grup kontrolnych i doswiadczalnych hodowano zgodnie z procedurg opisang po-
wyzej. Oceniano odsetek morul i blastocyst. Zarodki uzyskane z zygot poddanych HHP i trans-
fekcji oceniano pod mikroskopem fluorescencyjnym. Blastocysty, u ktdrych stwierdzono sygnat
fluorescenciji konfekcjonowano.

Syntetyczny opis wynikéw zadania

W wyniku przeprowadzonych badah stwierdzono, ze stezenie nanokariera w ilosci
100 ng/ul wptywa niekorzystnie na potencjat rozwojowy manipulowanych zygot, redukujgc od-
setek mozliwych do uzyskania wylegtych blastocyst z 40% do 10%. Badania jednoznacznie wy-
kazaty, ze stezenie nanokariera w granicach 25-50 ng/ul nie wptywa niekorzystnie na rozwdj
manipulowanych zygot. Do badan nad opracowaniem metody fransfekciji wybrano stezenie
50 ng/ul, niepowodujgce drastycznego obnizenia odsetka uzyskiwanych w hodowli in vitro bla-
stocyst (Wyk. 1). Analiza retardacyjna wykazata, ze optymalne wigzanie w kompleksie Au-
PEI/pmaxFP-Red-N zachodzi przy zmieszaniu sktadnikéw w iloéci 50 ng/ul:25 ng/ul — stosunek 2:1
(Fot. 1). Efektywnos$¢ transfekciji z zastosowaniem kompleksu AUPElI/pmaxFP-Red-N wyniosta
18,7% (Tab. 1). Opracowana metoda transfekcji zygot krélika z wykorzystaniem nanoczgstek
AUPEI jest 4-krotnie wydajniejsza w odniesieniu do standardowej metody mikroiniekcji DNA
(Wyk. 2, Tab. 1, Fot. 2). Zastosowanie HHP o wartosci 40 MPa przed hodowlg in vitro niemanipu-
lowanych zygot krélika wptyneto korzystnie na odsetek uzyskiwanych zarodkdéw w stadium bla-
stocysty — ok. 73% (Tab. 1).

Zastosowanie HHP przed procesem transfekcii zygot krélika, z wykorzystaniem nanoczg-
stami AUPEI, obnizyto o ok. 5% ilo$¢ mozliwych do uzyskania transgenicznych zarodkdw w sta-
dium blastocysty (Tab. 1).
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Wyk. 1. Odsetek wylegtych blastocyst uzyskanych po iniekcji nanokariera Au-PEl

Procentowy udziat blastocyst ekspandujgcych

mmm blastocysty wylegte

%
o
S

e | injowy (blastocysty wylegte)

-

kontrola 5 25 50 100
Stezenie AuPEI

N
o
—

Fot. 1. Analiza retardacyjna kompleksu transfekcyjnego AuPEl/pmaxFP-Red-N

Wyk. 2. Odsetek zarodkéw w stadium moruli/blastocysty z ekspresjq pmaxFP-Red-N w odniesieniu do ogdlnej liczby
zarodkéw w stadium moruli/blastocysty uzyskanych po transfekcji

Efektywnos¢ transfekcji

100
90 -
80 -
70 - mm/bl z ekspresjq
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Tab. 1. Efektywnos¢ transfekcji oraz wptyw HHP na rozwdj in vitro manipulowanych i niemanipulowanych zygot krélika

Grupa L. zygot L. blastocyst % blastocyst Iz"eb!;];::;;ﬂ ?etlilsog:g;j:;ﬂ
Transfekcja 337 150 44,51 63 18,69

20 MPa kontrola 315 206 65,39 - -

40 MPa kontrola 337 246 72,99 - -

20 MPa transfekcja 297 94 31,64 40 13,46

40 MPa transfekcja 278 64 23,02 38 13,66
Kontrola niemanipulowana 352 108 40,75 - -

Fot. 2. Blastocysty krélika uzyskane w hodowili in vitro z zygot po transfekcji kompleksem pmaxFP-Red-N

Opracowana metoda transfekcji moze byc¢ stosowana jako metoda alternatywna do uzyski-
wania fransgenicznych krélikdw.

Zadanie 04-19-04-21
Zdolnos¢ MSC pozyskiwanych poubojowo ze szpiku kostnego transgenicznych swin
i nietransgenicznych owiec i koni do réznicowania w adipocyty, osteoblasty i chondrocyty
Kierownik zadania: dr hab. Jolanta Opiela, prof. IZ PIB

Celem niniejszego zadania badawczego byto wykazanie czy mozliwe jest uzyskanie prawidto-
wych morfologicznie i funkcjonalnie mezenchymalnych komdrek macierzystych, ktére izolo-
wano ze szpiku kostnego aspirowanego od zwierzgt po uboju.

Ponadto, celem byto wyprowadzenie stabilnych linii MSC od transgenicznej swini oraz
nietfransgenicznej owcy i konia. Linie te oceniono morfologicznie, molekularnie oraz funkcjonal-
nie. Potwierdzone linie MSC $winskie, konhskie i owcze mrozono i bankowano.

Zatozenia metodyczne

Szpik pozyskiwano od 3 gatunkdw zwierzgt:

— $win ze znokautowanym genem GGTA1 z zastosowaniem technologii Zinc Finger Nuclease
(ZNF) po uboju oraz $wih nietransgenicznych,

— owiec po uboju,

- koni po uboju.

Stosowano nastepujgce metody badawcze:

— pobranie szpiku - (Opielaiin., 2016),

— izolacja MSC ze szpiku — (Opielaiin., 2016),

— wyprowadzenie i hodowla in vitro MSC - (Opielaiin., 2016).

— andliza cytometryczna poziomu ekspresji markeréw pozytywnych CD90, CD73, CD105
oraz negatywnych CD31,CD34 (stosowanych u $winii owcy),
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mrozenie MSC,
réznicowanie MSC w adipocyty, osteoblasty i chondrocyty w 5 réznych pozywkach — wy-
bdr najlepszej pozywki.
Barwienie celem potwierdzenia kierunku réznicowania:
w kierunku osteoblastow: von Kossa i/lub Alizarin Red
w kierunku chondrocytéw: Alcian Blue
w kierunku adipocytéow: Oil Red O

Podsumowanie wynikéw

Wyprowadzono linie pierwotne MSC i hodowano in vitro komarki Swini transgenicznej, $wini
nietransgenicznej, nietfransgenicznej owcy i konia.

Oceniono markery pozytywne i negatywne przy wykorzystaniu cytometru przeptywowego
komodrek MSC wyprowadzonych ze szpiku. Komarki $wini i owcy wyszty prawidtowo dla
markerdw negatywnych CD13 i CD34 oraz $wini dla markeru CD90. Dla pozostatych mar-
kerow wyniki sg ponizej wymaganych norm aby komorki uznac za mezenchymalne. Wynik
ten najprawdopodobniej wynika z zastosowania niespecyficznych dla tych gatunkow
przeciwciat. Dla $wini odnotowano w przesztosci negatywne wyniki dla CD 73 i CD105- po
wykonaniu barwien histochemicznych okazato sie, ze MSC byty pozytywne dla obu mar-
keréw w prawie 100%. Rdwniez w analizie western-blot dla MSC $wini wspomniane markery
daty wynik pozytywny (Gurgul et al., 2018).

W przypadku konia uzyskane wyniki $wiadczg o mezenchymalnym charakterze komaérek.

Mrozenie MSC wyizolowanych ze szpiku kosthego pobranych poubojowo od ww. gatun-
kéw wykonano wg protokotu stosowanego dla komérek somatycznych. Znaczne obnize-
nie jakosci morfologicznej komorek po rozmrozeniu wskazuje, ze protokoty mrozenia winny
by¢ dostosowane do komdrek mezenchymalnych.

Wyniki réznicowania w kierunku osteoblastow, adipocytow i chindrocytow u 3 gatunkdow
zwierzgt — podsumowanie.

Roznicowane komoérki MSC w: Kon Owca - Swinia - .
transgeniczna niefransgeniczna
osteoblasty + + + +
adipocyty + + - +
chondrocyty + + + +
kontrola - - - -

Wybrano najskuteczniejsze pozywki do réznicowania dla kazdej linii komérkowej i kazdego
i gatunku zwierzat.

Wptyw transfekcji z zastosowaniem nanoczgstek i wysokiego cisnienia hydrostatycznego

Zadanie 04-19-07-21

na poziom ekspresji gendw odpowiedzialnych za rozwdj w zarodkach krélika

Kierownik zadania: mgr inz. Natalia Dziegiel

Celem pracy byto zbadanie wptywu fransfekcji z wykorzystaniem nanoczgstek na potencjat
rozwojowy transgenicznych zarodkdw krélika uzyskanych in vitro oraz ustalenie wptywu wyso-
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kiego cis$nienia hydrostatycznego (HHP), zastosowanego jako czynnik wspomagajgcy efektyw-
no$¢ transfekcji poprzez analize poziomu ekspresji gendw zwigzanych z procesami apoptozy
oraz z rozwojem zarodkowym przy wykorzystaniu metody RT-gPCR.

W biezgcym roku zrealizowano etap ,,Oznaczenie poziomu transkryptow gendéw CASP7,
BAX, BCLXL, OCT4 oraz SOX2 przy pomocy techniki RT-gPCR blastocyst z grupy doswiadczalnej
Il (podgrupa A i B) oraz grupy Il (podgrupa A i B): blastocysty po iniekcji nanoczgstek podda-
wane dziataniu wysokiego ci$nienia hydrostatycznego przed oraz po transfekcji z wykorzysta-
niem nanoczgstek oraz z grupy kontrolnej”.

W ramach przeprowadzonych prac analizowano poziom ekspresji Casp7, Bax, Bclll,
Oct4, Sox2 u 897 zarodkdw krdlika w stadium blastocysty.

Zarodki nalezaty do nastepujgcych grup badawczych:

1. Zarodki uzyskane z zygot poddanych mikroiniekcji do przestrzeni okotozéttkowej kompleksu
sferycznych nanoczgstek ztota z powierzchniowg modyfikacjg polietylenoiminy (PEI) oraz
DNA - wektora pmaxRed-N, zawierajgcego gen kodujgcy biatko fluorescencyjne w sto-
sunku stezen 50:25 ng/ul (2:1), z ktérych wyodrebniono zarodki wykazujgce ekspresje trans-
genu (grupa Mi +) oraz zarodki, u ktérych nie wykazano ekspresji biatka pmaxRed (grupa Mi
-) — 106 szt.

2. Zarodki uzyskane z zygot poddanych mikroiniekcji do przestrzeni okotozéttkowej kompleksu
sferycznych nanoczgstek ztota z powierzchniowg modyfikacjg polietylenoiminy (PEI) oraz
DNA i wektora pmaxRed-N, zawierajgcego gen kodujgcy biatko fluorescencyjne w stosunku
stezen 50:25 ng/ul (2:1) oraz dziataniu wysokiego ci$nienia hydrostatycznego w wartosciach
201 40 MPa - grupa C20+Mi 134 oraz grupa C40+Mi 102 zarodki.

3. Zarodki uzyskane z zygot niemanipulowanych, poddawanych dziataniu wysokiego cisnienia
hydrostatycznego w wartoéciach 20 oraz 40 MPa — grupa C20 - 206 szt. i grupa C40 - 246 szt.

4. Grupe kontrolng stanowity 103 zarodki uzyskane z zygot niemanipulowanych.

Zygoty z grup dos$wiadczalnych oraz z grupy kontrolnej byty hodowane in vitro przez 6 dni.
Zarodki po hodowli in vifro, ocenione jako blastocysty, zostaty zamrozone w ciektym azocie
w pulach liczgcych od 9 do 17 sztuk, a nastepnie poddane analizie ekspresji genéw: Casp?,
Bax, Bclll, Oct4, Sox2. Analizy przeprowadzono na wyizolowanym z nich mRNA, przy uzyciu od-
czynnika TRI-Reagent (Biolab), zgodnie z instrukcjg podang przez producenta. Wyizolowany
MRNA poddano odwrotnej transkrypcji do cDNA z zastosowaniem odwrotnej franskryptazy
MMLV-RT (Promega) i Random Hexamers (EurX). Reakcje RT-gPCR przeprowadzono przy uzyciu
SYBR Green PCR Master Mix (A&A Biotechnology) i urzadzenia QuantStudio™ 3 Real-Time PCR
Systems (Thermo Fisher). Dane analizowano przy uzyciu oprogramowania QuantStudio™ De-
sign&Analysis Software (Thermo Fisher). Wszystkie warto$ci znormalizowano wzgledem kontroli
wewnetrznej H2a. Wartosci ekspresji gendw obliczono stosujgc metode 2-ACt, Wystepujgce
istotne oraz wysoce istotne réznice w ekspresji badanych gendw przedstawiono w tabelach 1,
2i3.

Tab. 1. Poziom ekspresji wybranych genéw w blastocystach krélika - grupa kontrolna oraz grupy poddane dziataniu
wysokiego cisnienia hydrostatycznego (HHP) o wartosci 20 MPa (C20) oraz 40 MPa (C40)

% Kontrola C20 C40 SEM
Geny X SE X SE X SE

OCT4 0,52 80 0,16 6,93 A 0,98 4,84 @ 0,60 0,58
BCL2 01168 0,02 0,704 0,03 0,71 A 0,06 0,04
CASP7 0,01¢8 0,004 0,114 0,01 0,11 A 0,01 0,004

a, b —wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie istotnie (P<0,05).

A, B —wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rdzniq sie statystycznie wysoce istotnie (P<0,01).
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Tab. 2. Poziom ekspresji wybranych genéw w blastocystach krélika — grupa kontrolna oraz grupy poddane dziataniu
wysokiego cisnienia hydrostatycznego o wartosciach 20 i 40 MPa oraz mikroiniekcji kompleksu AuPEI/DNA (grupy

C20+MI oraz C40+MIl)

grupa | Kontrola C20+MI C40+MI SEM
Geny X SE X SE X SE

OCT4 0,52 0,16 4,48 2,69 4,09 1,49 0.83
BCL2 0,11°b 0,02 0,37 0,23 0,65 0,14 0,10
CASP7 0,018 0,004 0,154 0,05 0,124 0,02 0,02

a, b - wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie istotnie (P<0,05).

A, B—wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie wysoce istotnie (P<0,01).

Tab. 3. Poziom ekspresji wybranych genéw w blastocystach krélika — grupa kontrolna oraz grupy zarodkéw podda-
nych mikroiniekcji kompleksu AuPEI/DNA: zarodki ze stwierdzonq ekspresjqg transgenu (MI+) oraz zarodki, u ktérych
nie wykazano ekspresji ifransgenu (MI-)

grupa
Kontrolal M- M+
SEM
Geny X SE X SE X SE
OCT4 0,52 0,16 0,20 0,19 0,14 0,11 0,10
BCL2 0,11 0,02 0.26 0,24 0,04 0,02 0,08
CASP7 0.01 0,004 0.13 0.12 0,003 0,001 0,04

a, b —wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie istotnie (P<0,05).
A, B —wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rdzniq sie statystycznie wysoce istotnie (P<0,01).

Otrzymane rezultaty poddano analizie statystycznej przy uzyciu pakietu STATISTICA 13.
Ogdlnej charakterystyki dokonano przy uzyciu wybranych parametréw statystycznych: sredniej
arytmetyczneji sredniego btedu standardowego (SEM). Na podstawie wynikéw testu Shapiro-
Wilka odrzucono hipoteze o normalnosci rozktadu dia niektérych zmiennych. Do zweryfikowa-
nia hipotezy o braku réznic statystycznych uzyto testu nieparametrycznego Kruskala-Wallisa.
W pozostatych zmiennych spetnigjgcych zatozenia o normalnosci rozktadu przeprowadzono
jednoczynnikowq analize wariancji ANOVA popartej testem post-hoc Tukeya.

W rezultacie przeprowadzonych analiz statystycznych, nie zanotowano statystycznie
istotnego wptywu transfekcji kompleksem Au-PEI/DNA na ekspresje badanych gendéw (grupy
Mi+ i Mi-) w odniesieniu do kontroli. Wykazano natomiast wptyw dziatania wysokiego cisnienia
HHP na ekspresje gendw zardwno z grupy czynnikéw transkrypcyjnych istotnych dla rozwoju
zarodka (OCT4), jak i regulujgcych procesy apoptozy — CASP7 oraz BCL2, ktérych poziom byt
wyzszy niz w grupie kontrolnej. Zwiekszona ekspresja genu OCT4, obecna w grupach zarodkdéw
poddanych dziataniu wysokiego ci$nienia hydrostatycznego moze by¢ zwigzana ze zmianami
w szlakach proliferacji i réznicowania komodrek. Zastosowanie wysokiego cisnienia hydrosta-
tycznego (HHP) przed mikroiniekcjg kompleksu Au-PEI/DNA spowodowato wysoce istotne roz-
nice w ekspresji gendéw zwigzanych z regulacjq procesu apoptozy, w tym wptyw na ekspresje
genu kaspazy 7, nalezqcej do grupy kaspaz wykonawczych. Wyzszy poziom ekspresji gendw,
zwigzanych z regulacjg apoptozy w tych grupach, moze $wiadczy< o indukowaniu proceséw
apoptozy w komédrkach zarodka poprzez zastosowanie dziatania wysokiego cisnienia oraz mi-
kroiniekcji komplesu nanoczgski DNA. W przypadku SOX2 oraz BAX nie stwierdzono wptywu mi-
kroiniekcji kompleksu Au-PEI/DNA i HHP na ekspresje tych gendw.
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Zadanie 04-19-09-21
Jakosciowa i funkcjonalna analiza mezenchymalnych komdrek macierzystych
pozyskiwanych poubojowo ze szpiku kostnego swini, krowy i konia
Kierownik zadania: dr hab. Jolanta Opiela, prof. IZ PIB

Celem niniejszego zadania badawczego jest ustalenie dopuszczalnego czasu i techniki uzy-
skania poubojowo szpiku kostnego lub tkanki ttuszczowej u Swini i konia, z ktérych izolowane sg
MSC. Ponadto planuje sie opracowanie warunkéw kriokonserwacji heterogennych komaérek
(MSC i HSC), wyizolowanych ze szpiku kostnego lub tkanki ttuszczowej pobranych poubojowo
i przyzyciowo (kontrola) u $winii poubojowo u konia oraz ocene funkcjonalng uzyskanych MSC
po uboju zostanie przeprowadzona poprzez ich odréznicowanie w iPSC.

Zatozenia metodyczne

pobieranie poubojowo szpiku od a) konia, b) $wini, c) krowy,

— pobieranie przyzyciowo szpiku od $wini,

izolacja komdrek MSC $wini, krowy i konia ze szpiku,

izolacja ASC $wini i konia z tkanki ttuszczowej,

wyprowadzenie linii pierwotnej MSC i ASC i hodowla in vitro,

potwierdzenie mezenchymalnego charakteru wyprowadzonych linii komdrek MSC i ASC
— kriokonserwacja MSC i ASC.

Podsumowanie wynikéw

Ustalono dopuszczalny czas i techniki uzyskania poubojowo szpiku kosthego u $wini, konia
i krowy z ktérych izolowane bedqg MSC.

— Opracowano izolacje ASC z tkanki ttuszczowej $wini i konia.

— Czesciowo dokonano analizy markeréw w wyprowadzonych liniach komdrkowych.

- Zbankowano wyizolowane linie komdrkowe od 3 gatunkdw zwierzgt, w sumie Swinia -
76 kriofiolek, kon - 28 kriofiolek i krowa - 3 kriofiolki.

Zadanie 04-19-10-21
Uzyskanie transgenicznych swin z knock-out (KO) genu miostatyny (MSTN)
Kierownik zadania: dr hab. Jacek Jura, prof. IZ PIB

Celem zadania jest uzyskanie transgenicznych $wih z knock-outem (KO) genu miostatyny
(MSTN), czego wypadkowq bedzie spowodowanie zwiekszenia masy miesni szkieletowych (hi-
permuskulatura). Aby zminimalizowac¢ niekorzystny efekt KO MSTN na rozwéj zarodkowy, zasto-
sowane zostang dwa warianty metodyczne. Wariant pierwszy obejmowat bedzie uzyskanie
fransgenicznych $win z KO MSTN w sposdb klasyczny — tzn. wektor nokautujgcy wytworzony
w technologii CRISPR/Cas? spowoduje KO genu miostatyny na etapie zarodkowym. Wariant
drugi bedzie polegat na uzyciu do transfekcji zygot $winskich wektora CRISPR/Cas 9 KO MSTN
z systemem opierajgcym sie na rekombinazie Cre indukowanej tamoksyfenem. Pozwoli fo na
zaplanowane i sterowane wtgczenie-uruchomieniu KO po odsadzeniu prosigt. Dwuwarianto-
wos¢ proponowanego podejscia spowodowana jest faktem, ze tego typu badania sg pionier-
skie i brakuje szerszego udokumentowania w literaturze. Ponadto system Cre nie byt do tej pory
stosowany u gatunkdw zwierzat hodowlanych, jedynie u myszy. Efektem zadania bedzie uzy-
skanie transgenicznych $win, ktére po wykonaniu oceny cech uzytkowych bedq materiatem
wyjsciowym do wyprowadzenia nowej linii win. Linia $win z KO genu MSTN stanowi¢ bedzie
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unikatowy materiat badawczy do badan molekularnych z zakresu genomiki, proteomiki, ba-
dan zywieniowych, hodowlanych, jak réwniez dla badah biomedycznych.

Zatozenia metodyczne

Zgodnie z przyjetymi zatozeniami metodycznymi przygotowano 1 wariant konstrukciji ge-
nowej — tzn. wektor nokautujgcy wytworzony w technologii CRISPR/Cas? powodujgcy KO genu
miostatyny na etapie zarodkowym. Do inseminacji samic dawczyn zygot do transfekciji uzyto
nasienia wyselekcjonowanych knuréw niespokrewnionych z lochami dawczyniami. Kryterium
wyboru nasienia do inseminaciji byta warto$¢ hodowlana knura, przewyzszajgcg sredniq dla
populacji danej rasy. Przygotowanie dawczyn i biorczyh zygot przeprowadzono wedtug wy-
pracowanych schematéw postepowania. Zygoty do transfekcji uzyskiwano metodg chirur-
giczng od superowulowanych loszek dawczyn. Przed transfekcjg zygoty oceniano morfologicz-
nie i wirowano w celu uwidocznienia przedjgdrzy. Wyselekcjonowane zygoty transfekowano
wprowadzajgc do jednego z przedjgdrzy konstrukcje genowq KO MSTN | w technologii CRI-
SPR/Cas 9 Il generacji. Po zabiegu transfekcji ponownie oceniano morfologie zygot. Transfe-
kowane zygoty wprowadzano chirurgicznie do jajowoddw zsynchronizowanych loch biorczyn.
Od biorczyh pobierano wtosy, ktére konfekcjonowano i przekazano do Zaktadu Biologii Mole-
kularnej Zwierzgt w celu oznaczone genotypdw dla gendw SETD2,TBX2, IGF2 i RYR 1. Badania
na pro$nos¢ przeprowadzono po 35 dniach od transferu.

Syntetyczny opis wynikéw zadania

Zgodnie z przyjetym harmonogramem do zadania, w Katedrze Biochemii i Biotechnologii
UP w Poznaniu, zostata opracowana, przetestowana na komdrkach somatycznych in vitro
i przygotowana do transfekcji konstrukcja genowa KO MSTN | w technologii CRISPR/cas9. Kon-
strukcja genowa KO MSTN | byta dostarczana bezpoérednio przed planowang transfekcja
w stezeniu 4 ng/ul.

W ramach przeprowadzonych prac ZD IZ PIB Zeriki Wielkie sp. z 0.0 przygotowat 30 zsyn-
chronizowanych i superowulowanych samic-dawczyn. Inseminacje dawczyh zygot przepro-
wadzono nasieniem wyselekcjonowanych knuréw. Przygotowanych zostato jednoczesnie
25 zsynchronizowanych biorczyh zygot po transfekcji. Od superowulowanych dawczyh uzy-
skano 364 zygoty. Zaptodnione komorki jajowe poddano transfekcji konstrukcjg genowqg KO
MSTN | o stezeniu 4 ng/ul. Konstrukcje genowg KO MSTN | wprowadzono do jednego z przedjo-
drzy, uprzednio wyselekcjonowanych zygot. W celu uwidocznienia przedjqdrzy, przed zabie-
giem fransfekciji, zygoty wirowano przez 5 minut z sitg 14000 g. Zabieg transfekcji wykonano na
330 zygotach. Transfekowane zygoty poddano ocenie morfologicznej. Do fransferu wyselek-
cjonowano 311 zygot. Zygoty wprowadzono do jajowoddw 9 zsynchronizowanych biorczyn.
Po 35 dniach od transferu przeprowadzono badanie na prosnosc. Stwierdzono 4 prosne lochy.
Pro$nos¢ zostata potwierdzona w 56. dniu od wykonania transferu. Od biorczyn pobrano wtosy
w celu wykonania analiz gendw SETD2,TBX2, IGF2 i RYR 1, ktére zostaty przeprowadzone w Za-
ktadzie Biologii Molekularnej Zwierzat Instytutu Zootechniki PIB.

W rezultacie przeprowadzonych prac uzyskano 4 prosnie lochy biorczynie. Wykonano
réwniez analizy wybranych gendw u loch biorczyn.
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