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Zaktad Hodowli Bydta

p.o. Kierownika: dr hab. Piotr Wojcik, prof. IZ PIB

Zadanie 01-10-01-11
Poprawa efektywnosci hodowli bydta miesnego poprzez zwiekszenie wskaznikdw
wydajnosciowych, jakosci i frwatosci miesa w warunkach ograniczonej produkgcji

Kierownik zadania: dr hab. Piotr Wojcik, prof. IZ PIB

Celem badan byto okredlenie mozliwosci zmiany parametrow jakosciowych i fizyko-chemicz-
nych miesa wotowego pochodzgcego od bydta rasy LM i mieszancdw z tq rasq, poprzez mo-
dyfikowanie warunkdw zywieniowych i srodowiskowych. Badania prowadzono w kierunku po-
prawy rentownosci produkcji i promowania bezpiecznej zywnosci o wysokich wtasciwosciach
biologicznych miesa.

Efekt praktyczny:

Opracowanie dla praktyki zalecen hodowlanych i zywieniowych, warunkujgcych optacalnose
produkcji miesa wotowego w klasie premium. Propagowanie naturalnych metod chowu,
w tym wykorzystanie uzytkdw zielonych i zidt w poprawie jakosci i bezpieczehstwa zywnosci.

Metodyka zadania:

Materiat doswiadczalny stanowito bydto miesne rasy Limousine oraz mieszahce rasy PHF, ZB
i LM o udokumentowanym pochodzeniu i bedgce pod statg kontrolg uzytkowosci. Badania
prowadzono w ZD IZ PIB Chorzeldw sp. z 0.0.

Iwierzeta byty utrzymywane w zblizonych warunkach srodowiskowych z petnym wyko-
rzystaniem sezonu pastwiskowego, stale uczestniczyty w 3-letnim cyklu produkcyjnym, wg me-
tody opracowanej przez Dobickiego (2007), opartym o dwa sezony (cykle produkcyjne) wy-
cielen, tj. zimowy (I-ll) i wiosenny (llI-IV). Przez okres 20 dni wszystkie zwierzeta wytypowane do
dos$wiadczenia poddano okresowi przejsciowemu (okres adaptacji). W czasie doswiadczenia,
przed rozpoczeciem kolejnego etapu, we wszystkich badanych grupach rutynowo prowa-
dzono kontrole masy ciata zwierzgt. Losowo z kazdej grupy wybrano zwierzeta do uboju i roz-
bioru prawej pottuszy (4-5 sztuk).

W trakcie doswiadczenia wszystkie zwierzeta otrzymywaty specjalnie opracowane dawki
pokarmowe wzbogacone dodatkami ziotowymi lub olejowymi. Czas podawania dodatku zidt
wynosit — 30 dni, natomiast preparatdédw olejowych — 60 dni. Stale monitorowano zmiany masy
ciata, zdrowotnose.

W ramach doéwiadczenia utworzono cztery grupy zwierzgt: w grupie kontrolnej — K —
zwierzeta zywiono standardowq dawkg zywieniowq dla kréw mlecznych; z grupy doswiadczal-
nej— D1 - oprdcz pastwiska zywiono dawkg wzbogacong o dodatek chronionych wieloniena-
syconych kwasow ttuszczowych (oleje ttoczone na zimno oraz wyttok Iniany); z grupy doswiad-
czalnej— D2 - oprdécz pastwiska zywiono dawkqg wzbogaconq o zestaw zidt potencjalnie ksztat-
tujgcych parametry miesa wotowego (21 oraz 12).
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Sktad mieszanki Z1: ekstrakt z siemienia Inianego, ekstrakt z pestek winogron, ekstrakt z kurkumy,
ekstrakt z arcydziegiela, ekstrakt z czosnku, ekstrakt z majeranku.

Sktad mieszanki Z2: ekstrakt z gryki, ekstrakt z cynamonowca, ekstrakt z pestek grejpfruta, eks-
frakt z pachnoftki, ekstrakt z miety, ekstrakt z kozieradki.

Mieszanka z udziatem oleju — grupa D: olej Iniany, olej krokoszowy, wyttok Iniany.

W drugim roku, zwierzeta z poszczegdinych grup doswiadczalnych D(1-2) i K, zostaty skie-
rowane do uboju kontrolnego w wyznaczonej do tego celu rzezni. Zatozono, ze w okresie pro-
wadzenia badan, kontrolnemu ubojowi zostang poddane buhaijki i cieliczki o wadze co naj-
mniej 380-450 kg.

Podczas ubojéw doswiadczalnych pobrano proby z miesnia longissimus dorsi w celu
okreslenia parametréw fizycznych, parametrow jakosci wotowiny, w tym profilu kwaséw ttusz-
czowych, witaminy E i cholesterolu. Mieso poddawano dojrzewaniu ,na mokro”, w uktadzie
d) mieso po pobraniu — 48 h, b) okres dojrzewania — 7 dni, c) okres dojrzewania — 14 dni. W okre-
sie kondycjonowania miesa probki przechowywano zapakowane prézniowo w loddwce. Na
kazdym etapie produkcji miesa wotowego (od obory do rzezni) analizowano zagrozenia mi-
krobiologiczne warunkujgce bezpieczehstwo zywnosci i wysokqg jakos¢ produktu. W tym celu
pobierano préby mikrobiologiczne.

W trakcie trwania doswiadczenia, w pierwszym roku, skierowano do uboju zwierzeta
Z grupy kontrolnej obejmujgcej rase LM oraz ZB. W drugim roku badan sposrdd zwierzgt do-
Swiadczalnych utworzono 2 grupy, ktérych dawka pokarmowa zostata wzbogacona dodat-
kami ziotowymi — mieszankg ziotowq nr 1 (grupa D2-Z1) oraz mieszankqg olejowqg (D1). W trzecim
roku za$ 1 grupe doswiadczalng, ktérej dawka pokarmowa zostata wzbogacona dodatkami
ziotowymi — mieszankq ziotowq nr 2 (grupa D2-72). Dodatki podawano w oborze przy wieczor-
nym zadawaniu paszy. Mieszanki ziotowe podawano 30 dni, a dodatek z olejami stosowano
przez ostatnie 60 dni przed ubojem.

Po zakohczonych dwdch sezonach pastwiskowych zwierzeta losowo kierowano do
uboju, a prawe poéttusze poddano szczegdtowej dysekcii.

Syntetyczne omodwienie uzyskanych wynikdw badanh:

Zgodnie z metodykqg prawe pdttusze zwierzgt zostaty zwazone i poddane szczegdtowej dysek-
cji pod kgtem wagi poszczegdinych wyrebdw kulinarnych. Wszystkie analizowane grupy uzy-
skaty ocene umiesnienia na poziomie klasy R i O, za wyjatkiem jednej w klasie U, natomiast
ocena otftuszczenia w wiekszosci dominowata w ocenie 1. (Tab. 1.). Poza trzema osobnikami
(47-49%) stwierdzono brak wyraznych réznic pomiedzy grupami w poziomie wydajnoscirzeznej,
ktéra wynosita od 50% do 58%. Srednio najwyzszg ocene uzyskaty grupa K kontrolna i D221 - na
poziomie 53%, najnizszg grupa D271 - 49%. Ze wzgledu na ekstensywny system utrzymania by-
dta wyniki wydajnosci takze byty znacznie ponizej znanej z literatury Sredniej dla rasy LM. Naj-
wyzszy udziat udzca w pottuszy stwierdzono w grupie K (41,84 kg). co stanowito 29,8% masy
prawej pottuszy. Najnizszy uzysk wagi udzca stwierdzono w grupie D1 (32,19 kg), co stanowito
25,9% wagi prawej péttuszy. Sredni udziat kosci udzca ksztattowat sie od 5,9 kg do 7,22 kg i sta-
nowit 4,25% do 5,34% masy pottuszy.
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Tab. 1. Wyniki dysekcji bydta rasy LM oraz mieszancdw — grupy doswiadczalne.
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K - grupa kontrolna
5407110048 100 3 O+ 2- 50 420 268 104,4 26,22 4,80
5407109684 100 3 R- 2- 51 550 276 139.8 41,78 6,20
5407110031 50 3 R 2- 53 568 294 149.9 48,36 6,75
5407110017 50 3 U- 2- 58 575 203 165,9 51,01 6,09
D2-71 - mieszanka ziotowa 1
5299019429 100 Q O 1 53 500 268 132,0 37.94 6,54
5336756201 100 Q O 1- 50 550 276 134,2 43,40 10,9
5414817169 100 Q O+ 1+ 53 550 294 147,0 38,82 6,08
5407110192 100 Q O 1 51 400 203 100,5 34,20 5,32
5337544975 100 Q R 1+ 58 580 335.6 165,2 41,99 7,28
D1 - oleje+wyttoki
5278558604 100 Q O- 1 51 510 260 127.8 31,15 7,68
5407110024 100 Q O- 1+ 54 490 263 130,2 31,54 7,42
5353889678 100 Q O 1+ 53 505 267 133,5 36,30 5,98
5402679458 100 3 O 1- 49 447 216 106,9 31,24 5,66
5402679090 100 3 R- 1- 48 430 205 103,5 30,72 4,40
D2-72 - mieszanka ziotowa 2

5402679373 100 3 O 1+ 48 530 255 127.8 31,87 4,76
5357453264 100 3 O+ 1- 50 568 280 141,0 43,97 717
5357454087 100 3 O+ 1- 51 550 278 139.5 35.72 6,75
5357454063 100 3 O 1+ 47 490 231 116,2 30,45 5,28

Szczegdtowa dysekcja udzca wykazata, ze najwyzszy udziat zrazowej gérnej wystepowat
w grupie D171 - 9,52 kg, co stanowito 7,05% masy pottuszy prawej (Tab. 2.). Najnizszy udziat
stwierdzono w grupie D1 — 7,89 (6,57%). Sredni udziat zrazowej dolnej w pdttuszy stanowit od
4,18% —w grupie D1 do 4,71% — w grupie K, co przetozyto sie odpowiednio na 5,02 kg i 6,60 kg.

Wykazano, ze udziat myszki oraz ligawy byt najwyzszy w grupie K, a najnizszy w grupie D1.
Wyreb myszka stanowit od 4,30% masy pdttuszy —w grupie D1 do 5,30% — w grupie K, natomiast
ligawa od 1,61% — w grupie D272 do 2,10% — w grupie K. W przypadku wyrebu uda-krzyzowa
stwierdzono, ze najwyzszy udziat byt w grupie K — 4,57% (6.40 kg), a najnizszy w grupie D1 -
3,67 (4,41 kg). Najwyzszy udziat kosci stwierdzono u zwierzat z grupy D271 oraz D272 — na pozio-
mie 9 kg — co stanowito 6,9% masy tuszy. Pozostate pomiary prezentuje Tab. 2.
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Tab. 2. Dysekcja szczegdtowa udzca bydta rasy LM i mieszancdw — grupy doswiadczalne.
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K - grupa kontrolna
5407110017 11,26 8.50 9,33 3.88 7,44 591 2,88 3.03 10,02
5407110031 10,02 7,57 6,66 3,22 5,53 6,14 2,47 327 10,02
5407110048 7,74 4,43 6,12 2,12 5,40 4,09 1,89 2,20 7,00
5407109684 8.82 5,89 7,60 2,58 7,22 522 2,41 2,81 9,01
D2-71 - mieszanka ziotowa 1
5299019429 9.54 5,85 6,60 2,32 576 5,60 2.2 3.05 9.59
5336756201 9,60 7,40 7.00 2,95 4,57 4,57 2,25 13,15
5414817169 9,20 7,49 5,14 2,58 9.14 5,25 2,25 2,85 8,93
5407110192 7,54 6,04 5,32 2,54 5,38 4,34 1,74 2,60 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 1,80 3.94 6,36 2,30 3.72 7,42
5353889678 9.10 6,38 5,58 2,38 4,78 7.30 3.92 2,68 8.66
5402679458 8,12 4,94 5,40 2,14 4,58 6,68 3.58 2,70 8.36
5402679090 9,12 4,46 5,70 1,56 4,78 6,66 3,60 2,52 6,92
D2-72 - mieszanka ziotowa 2

5402679373 718 4,88 4,68 1,70 4,39 6,58 3.08 2,73 7,49
5357453264 10,95 7,40 7.56 2,62 7,40 10,15 574 3.88 11,06
5357454087 11,18 7,69 7,38 2,73 6,88 10,62 6,06 4,05 10,49
5357454063 6,91 4,64 5,39 1,38 3,64 5,40 2,67 2,13 7,42

Udziat miesa topatki oraz goleni ksztattowat sie srednio od 12,45 kg (D1) do 16,85 kg
w grupie K, co stanowito od 10,37% do 12,03% wagi pdttuszy. Najwiekszy udziat miesa w goleniu
stwierdzono w grupie K, co stanowito 1,4% masy pottuszy. W obrebie wyrebdw wartosciowych
stwierdzono, ze udziat miesa w rozbratlu najwyzszy byt w grupie kontrolnej K — 5,76 kg
(4,11% masy pottuszy), natomiast najnizszy w grupie D271 z dodatkiem mieszanki 1 na poziomie
3,96 kg (2,93% pbttuszy). Srednio, najwiecej miesa w antrykocie, uzyskano w grupie D271
(8,67 kg), natomiast najmniej w grupie K (5,72 kg). Udziat ich wzgledem masy pottuszy ksztatto-
wat sie od 4,08% do 6,42%. W przypadku rostbefu, najwyzszy uzysk charakteryzowat grupe
K (5,08 kg), co stanowito 3,62% masy pottuszy, najmniej natomiast w grupie D1 — na poziomie
2,95 kg, co stanowito 2,45% masy poéttuszy. W przypadku poledwicy najwiekszy uzysk stwier-
dzono w grupie D272 z dodatkiem mieszanki ziotowej 1 na poziomie srednim 3,30 kg, natomiast
najmniej w grupie D1 z dodatkiem olejéw — 2,50 kg. Wzgledem masy pdottuszy, to jednak w gru-
pie K uzyskano najmniejszy udziat poledwicy — 1,92%.

Zmiany poubojowe nastepujgce w miesie wotowym pod wzgledem pH przebiegaty w sposdb
typowy dla miesa tego gatunku. Kwasowosé miesa po 48 godzinach od uboju wahata sie srednio
od 5,52 — w grupie z dodatkiem ziotowym 1 (D2-Z1) do 5,81 — w pozostatych grupach doswiadczal-
nych. Swiadczy to o wtaéciwym przebiegu procesu zakwaszania miesa po uboju, ktéry powinien zo-
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stac osiggniety po 24 godzinach. Utrzymanie tego poziomu kwasowosci przez dalsze okresy kondy-
cjonowania miesa, z powolnym wzrostem, $wiadczy o wiasciwym przebiegu procesu dojrzewania
miesq, niskiej wodochtonnosci i dobrej trwatosci miesa, a jednoczesnie braku znamion wady DFD.

W grupie doswiadczalnej D1, ofrzymujacej dodatek olejéw z wyttokami Inianymi stwierdzono
po 7 dniach dojrzewania najwyzszy poziom pH (6,08), po 14 dniach poziom pH (6,14) byt réwniez
najwyzszy sposrdd wszystkich grup doswiadczalnych oraz grupy kontrolnej. Moze to Swiadczyé o po-
garszajgcej sie trwatosci i jokosci miesa wraz ze wzrastajgcg wodochtonnosciq.

Tab. 3. Zmiany pH miesa w zaleznosci od dodatku paszowego oraz dtugosci okresu dojrzewania.

Grupa doswiadczalna 48 h 7 dni 14 dni
K - grupa kontrolna
10048 bd 581 5,96
11031 bd 5,70 6,08
9684 bd 573 5,98
10017 bd 5,63 6,09
X 5,72 6,03
grupa doswiadczalna - D2-Z1 (mieszanka ziotowa 1)
19429 5,62 6,13 6,09
56201 5,44 5,97 5,98
17169 574 6,02 5,96
10192 5,70 6,01 6,08
44975 5,61 6,03 5,89
X 5,62 6,03 6,00
grupa doswiadczalna - D1(oleje+wyttoki Iniane)
10024 575 6,12 6,18
58604 587 5,98 6,20
9678 5,84 5,99 6,15
9458 5,91 6,01 6,07
9090 57 6,3 6,12
X 5,81 6,08 6,14
grupa doswiadczalna - D2-72 (mieszanka ziotowa 2)
7937 591 6,09 6,03
3264 5,84 591 5,94
5408 5,67 5,92 5,99
5406 583 6,05 6,07
X 5,81 5,99 6,01

W prébkach miesa analizowano profil wyzszych kwasdw ttuszczowych w przeliczeniu
g/100 g wszystkich oznaczonych kwasdw ttuszczowych, w zaleznosci od czasu dojrzewania
miesa pobranego z MLD oraz z miesa pochodzgcego z poledwicy dla poszczegdinych grup
dos$wiadczalnych oraz grupy kontrolnej. Spoérdéd oznaczonych poziomdw kwasdw na podkre-
Slenie zastuguje szczegdlnie zrdznicowany poziom wielu kwasdw ttuszczowych, tak nasyconych
jak i nienasyconych, w miesie pochodzgcym od grupy kontrolnej oraz grupy doswiadczalnej
zywionej z dodatkiem mieszanki ziotowej 2 w stosunku do pozostatych grup. Posrdd oznaczo-
nych kwasdw nasyconych w miesie pochodzgcym z grup D2-Z1 oraz D1 stwierdzono wyzszy
poziom kwasu laurynowego (c12), mirystynowego (c14) oraz palmitynowego (c16). W miesie
wszystkich grup doswiadczalnych poziom tych kwasdw zmniejszat sie wraz z kolejnymi okresami
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dojrzewania, poziom kwasu arachidowego (c20) i behenowego (c22) nie roznit sie, niezaleznie
od grupy doswiadczalnej oraz czasu dojrzewania miesa. Z kolei poziom kwasu stearynowego
byt nizszy w miesie pochodzgcym z grup D2-Z1 oraz D1. Podobnq zaleznosé, tj. podobiehstwo
poziomu kwasdw w miesie pochodzgcym z grupy kontrolnej i grupy zywionej dodatkiem mie-
szaki ziotowej 2 stwierdzono pod wzgledem udziatu kwasdéw nienasyconych, np. w przypadku
kwasdw jednonienasyconych palmitoleinowego (c16-1) oraz oleinowego (c18-1). Poziom kwa-
sow gamma-linolenowego (g18-3) oraz erukowego (c22-1) byt zblizony w miesie wszystkich
grup, niezaleznie od grupy doswiadczalnej oraz czasu dojrzewania miesa. Poziom kwasdw wie-
lonienasyconych, takich jak: linolowy (c18-2), a-linolenowy (c18-3), arachidonowy (c20-4) byt
wyzszy w miesie pochodzgcym od grupy D2-Z2 oraz kontrolnej. Udziat sprzezonego kwasu lino-
lowego (CLA) w najcenniejszej konfiguracji c?-t11 byt najwiekszy w miesie pochodzgcym od
zwierzgt zywionych z dodatkiem mieszanki ziotowej 1 oraz dodatkiem olejow z wyttokami Inia-
nymi, w konfiguracii t10-c12 oraz c9-c11 oznaczalng zawarto$¢ stwierdzono w miesie D2-71,
natomiast w konfiguracji wigzan podwadjnych t9-t11 najwyzszy udziat stwierdzono w grupie D2-
12. Rdwniez w miesie pochodzgcym z te] grupy stwierdzono najwyzszy udziat kwasu eikozapan-
teonowego (EPA) i dokozaheksaenowego (DHA). Sumarycznie udziat kwasdéw nasyconych
(SFA) byt zblizony w miesie wszystkich grup, najwyzszy stwierdzono w grupie D2-Z2 w miegsie doj-
rzewajacym 7 dni, podobnie udziat kwasdw nienasyconych (UFA). Najwyzszy poziom kwasdw
jednonienasyconych (MUFA) stwierdzono w miesie z grupy D1 oraz D2-Z1, za$ PUFA (wielonie-
nasyconych) stwierdzono zalezno$¢ odwrotng. Zliczajgc udziat kwasdéw PUFA-3 oraz PUFA-6,
czyli kwasdw wielonienasyconych n-3 i n-6, najwyzszy ich poziom stwierdzono w miesie pocho-
dzgcym z grupy D2-72, jednoczesnie w miesie tym stwierdzono najwyzsze relacje PUFA 6/3 oraz
PUFA/SFA (razem z grupq kontrolng). Odwrotnie, najwyzszg relacje MUFA/SFA okreslono w mie-
sie grupy D2-Z1 oraz D1, natomiast tgczng, ogdling UFA/SFA w miesie grup D1 oraz D2-72, choc
réznice w stosunku do pozostatych grup byty niewielkie. W zestawieniu przedstawiono réwniez
poziom kwasdw DFA, tj. kwasdw okreslanych jako hipocholesterolemiczne (PUFA+c18), przy
czym ich poziom w miesie wszystkich grup byt zblizony, a najwyzszy poziom stwierdzono w gru-
pie D2-Z2. Dodatek mieszanki ziotowej 2 nie wptywat prawdopodobnie na zmiany profilu kwa-
sédw ttuszczowych w miesie badanych zwierzgt lub jego wptyw byt nieznaczny.

W badanych préobkach analizowano réwniez zawartosé witaminy E (ug/g) i cholesterolu
(mg/g) w zaleznosci od czasu dojrzewania miesa oraz dodatku zywieniowego w badanych
grupach doswiadczalnych. W miesie pobieranym z miesnia najdtuzszego grzbietu (MLD) z grup
dos$wiadczalnych, niezaleznie od stosowanego dodatku zywieniowego, stwierdzono nizszqg za-
warto$¢ witaminy E w poréwnaniu z grupg kontrolng (4,34 ug/g), przy istotnie wyzszej jego za-
wartosci w poledwicy wszystkich grup doswiadczalnych (3,53-4,29 ug/g).

Porownujgc grupy doswiadczalne, najwyzszg zawartos¢ witaminy E stwierdzono w MLD
z grupy D1 (3,87 ug/g) po 7-dniowym dojrzewaniu, przy czym w pozostatych terminach dojrze-
wania stwierdzono réwniez zawarto$¢ powyzej 3 ug/g. W MLD pozostatych grup doswiadczal-
nych poziom witaminy E byt nizszy, miescit sie w granicach 2,47-2,88 ug/g, co moze wynikac
z dodatku olejowego do paszy. Stwierdzono zalezno$¢ polegajgcg na wzroscie poziomu wita-
miny E po 7 dniach dojrzewania, a nastepnie spadku do nizszego poziomu. Najwyzszy poziom
cholesterolu stwierdzono w poledwicy zwierzat z grupy D2-72 (0,83 mg/g), za$ najnizszy w miesie
z MLD grupy D2-71 (0,57 mg/g). Poziom cholesterolu w miesie z grupy kontrolnej ksztattowat sie
na poziomie 0,61 mg/g. Stwierdzono wzrost poziomu cholesterolu w MLD kazdej grupy do-
Swiadczalnejwraz z czasem dojrzewania, przy czy w kazdej grupie doswiadczalnej poziom cho-
lesterolu byt wyzszy w poledwicy niz w mieéniu najdtuzszym grzbietu (MLD).
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W toku badan przeprowadzono analize organoleptyczng badanych probek miesa.
Oceny dokonat zespdt pieciu degustatordw, przeszkolonych w zakresie oceny jakosci miesa
wotowego, w skali 5 punktowej (1 — niedostateczny, 5 — bardzo dobry). Oceniano mieso wcze-
Sniej poddane obrdbce cieplnej. Pod wzgledem kruchosci sensorycznej degustatorzy najlepiej
ocenili mieso po 14 dniach dojrzewania z grup zwierzagt zywionych dodatkowo mieszankami
ziotowymi (4,1), natomiast najnizszg ocene uzyskaty srednio zwierzeta z grupy kontrolnej. Soczy-
stos¢ miesa zespdt degustujgcy ocenit na zblizonym poziomie u wszystkich zwierzgt doswiad-
czalnych i grupy kontrolnej. Podobnqg zalezno$¢ stwierdzono badajgc strukture miesa. Analizu-
jac natezenie i pozgdalno$¢ smaku, najlepiej oceniono mieso pochodzgce od zwierzgt z grup
dos$wiadczalnych (ocena okoto 4,2), podobnie oceniajgc natezenie i pozgdalno$¢ zapachu,
degustatorzy réwniez najbardziej docenili mieso pochodzgce z grup doswiadczalnych.

W ramach badan mikrobiologicznych prébki zostaty poddane testom, aby ustalic:
ogding liczbe tlenowych drobnoustrojdw mezofinych (wg PN-ISO 18593:2018-08 i PN-EN
ISO 4833-1:2013) oraz liczbe katowych bakterii z rodzaju Enterobacteriaceae (wg PN-ISO
18593:2018-08 i PN-ISO 21528-2:2017-08). Podczas, gdy sposdb interpretacji uzyskanych wyni-
kéw w tych badaniach reguluje, nie tylko w naszym kraju, najnowsze rozporzgdzenie komisji
(WE) NR 1441/2007 z dnia 5 grudnia 2007 roku. Zgodnie z zamieszczong w 2. rozdziale tego
rozporzgdzenia tabelqg (kryteria higieny procesu ubojowego), za czyste nalezy uznaé tusze wo-
towe, ktérych OLD (najbardziej prawdopodobna liczba) miesci sie w granicach od 3,5 do 5,0
log jtk/cm?, a liczba bakterii rodzaju Enterobacteriaceae (katowe, w tym E. coli, Enterobacter
sakazakii i Salmonella sp.) od 1,5 do 2,5 log jtk/cm?2. Zgodnie ze wspomnianymi kryteriami
w przypadku prezentowanych badanh nalezy uznaé 11 za najczystsze probki: poniewaz w toku
uboju bydta czesto dochodzi do zanieczyszczania tuszy katem przy jej skdrowaniu i/lub wytrze-
wianiu. Niepokoi jednak odnotowana w nich wysoka liczba tlenowych drobnoustrojéw mezo-
filnych, ktére poza wspomnianymi juz procesami mogg pochodzi¢ ze srodowiska, w ktérym do-
konano ubdj, a ponadtoich liczba moze wzrastaé nawet przy przechowywaniu probek w chto-
dziarce. Mieso (podobnie jak mleko) stanowi pozywke dla rozwoju drobnoustrojéw. Nalezgce
do populacji OLD bakterie zwykle nalezg do rodzajéw: Pseudomonas, Alcaligenes, Escherichia,
Micrococcus, Streptococcus, Proteus, Bacillus i Clostridium. W przypadku czystych tusz ich
wzrost logarytmiczny w chtodni, to co najwyzej 102 jtk/cm?. Prezentowane dane sq pilotazo-
wymi analizami, poniewaz pochodzqg z pierwszego badania w tym kierunku w rzezniach pro-
wadzonymi przez Instytut.

Wstepne stwierdzenia i wnioski:

1. W ekstensywnym chowie bydta rasy LM i mieszancow stwierdzono niskie wskazniki wydaj-
nosci rzeznej na poziomie 49-58%, bez wzgledu na grupe badawczq.

2. Najwyzszy udziat udzca w poéttuszy stwierdzono w grupie K (41,84 kg), co stanowito 29,8%
masy prawej pottuszy. Najnizszy uzysk wagi udzca stwierdzono w grupie D1 (32,19 kg), co
stanowito 25,9% wagi prawej pottuszy.

3. W grupie D1 (dodatek olejow) takze poszczegdlne wyreby udzca byty najnizsze wzgledem
masy pottuszy w odniesieniu do badanych grup doswiadczalnych.

4. W obrebie wyrebdw warto$ciowych stwierdzono, ze udziat miesa w wyrebie rozbratlu nagj-
wyzszy byt w grupie kontrolnej K — 5,76 kg (4.11% masy pottuszy), natomiast najnizsza w gru-
pie D271 z dodatkiem mieszanki 1 na poziomie 3,96 kg (2,93% pdttuszy).

5. Srednio, najwiecej miesa w wyrebie antrykotu uzyskano w grupie D271 (8,67 kg), natomiast
najmniej w grupie K (5,72 kg). Jego udziat wzgledem masy pdttuszy ksztattowat sie od
4,08% do 6,42%.
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W przypadku rostbefu najwyzszy uzysk charakteryzowat grupe K (5,08 kg), co stanowito
3.62% masy pottuszy, najmniej natomiast w grupie D1 na poziomie 2,95 kg, co stanowito
2,45% masy pottuszy.

W przypadku poledwicy najwiekszy uzysk stwierdzono w grupie D271 z dodatkiem mie-
szanki ziotowej 1 na poziomie $rednim 3,30 kg, natomiast najmniejszy w grupie D1 z dodat-
kiem olejow — 2,50 kg.

Najwieksze zmiany wagi probki podczas obrébki cieplnej w zaleznosci od czasu dojrzewa-
nia odnotowano w grupie doswiadczalnej D221 na poziomie od 42 do 46% w stosunku do
masy wyjsciowej.

Na podstawie zmian pH podczas procesu dojrzewania miesa wotowego stwierdzono, ze
przebiegat on we wtasciwym tempie, przy czym najlepszy poziom osiggnieto w grupie,
w ktérej jako dodatek zywieniowy zastosowano mieszanke ziotowq 1 (grupa D271).
Stwierdzono znaczne zréznicowanie poziomu kwasdw ttuszczowych w miesie zwierzgt do-
Swiadczalnych w zaleznosci od zastosowania wariantéw dodatkédw paszowych. Jednak
wyniki uzyskane po zastosowaniu dodatku w postaci mieszanki ziotowej 2 (grupa D272) sg
podobne do uzyskanych w grupie kontrolnej K, co $wiadczy o niewielkim wptywie na profil
kwasow ttuszczowych w miesie, tak pod wzgledem poziomu wybranych kwaséw nasyco-
nych jak i nienasyconych.

Najwyzszy poziom CLA w konfiguraciji cis?-frans1 stwierdzono w miesie grup zywionych do-
datkami ziotowymi 1 (D2Z1) oraz mieszankg olejowqg D1, natomiast w konfiguraciji frans 9-
11 w grupie zywionej mieszankq ziotowq 2 (D272).

Najwyzszy poziom kwasdw hipocholesterolemicznych (DFA) stwierdzono w grupie zywionej
z dodatkiem mieszanki ziotowej 2 (D272), chociaz poziom tych kwasdw byt zblizony réwniez
w miesie pozostatych grup doswiadczalnych.

W miesie pobieranym z miesnia najdtuzszego grzbietu (MLD) z grup doswiadczalnych, nie-
zaleznie od stosowanego dodatku zywieniowego, stwierdzono nizszg zawarto$é witaminy
E w pordwnaniu z grupg kontrolng K, przy istotnie wyzszej jego zawartosci w poledwicy
wszystkich grup doswiadczalnych.

W obrebie grup doswiadczalnych najwyzszy poziom witaminy E stwierdzono w miesie
grupy zywionej z dodatkiem mieszanki olejéw z wyttokdw Inianych D1. W miesie pozosta-
tych grup doswiadczalnych poziom witaminy E byt nizszy, co moze wynikac¢ z dodatku ole-
jowego do paszy.

W poledwicach grupy zywionej z dodatkiem mieszanki ziotowej 2 (D272) stwierdzono naj-
wyzszy poziom cholesterolu, zas najnizszy w miesie zwierzgt zywionych z dodatkiem zioto-
wym 1 (D271).

Stwierdzono wzrost poziomu cholesterolu w miesie kazdej grupy doswiadczalnej wraz
z czasem dojrzewania, przy czym w kazdej grupie do$wiadczalnej poziom cholesterolu byt
wyzszy w poledwicy niz w miesniu najdtuzszym grzbietu.

Analiza organoleptyczna miesa po obrébce cieplnej wykazata znaczng réznice ocen pod
wzgledem kruchosci sensorycznej na korzy$s¢ miesa zwierzgt zywionych z dodatkiem mie-
szanek ziotowych, szczegdlinie po 14 dniach dojrzewania, w stosunku do grupy kontrolnej.
Podczas oceny natezenia i pozgdalnosci smaku i zapachu, najlepiej oceniono mieso po-
chodzqgce od zwierzat z grup doswiadczalnych, natomiast soczysto$¢ oraz strukture miesa
oceniono podobnie u wszystkich analizowanych grup.

W ocenie kruchosci aparaturowej stwierdzono prawidtowe zaleznosci spadku sity ciecia
wraz z wydtuzaniem okresu dojrzewania miesa, przy czym najlepsze Srednie parametry kru-
chosci stwierdzono w grupie zywionej z dodatkiem mieszanki ziotowej 2 (D272) w toku ca-
tego procesu dojrzewania.
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19. W andlizie sensorycznej probek miesa stwierdzono nieznaczne zmiany w zaleznosci od
czasu dojrzewania, natomiast pod wzgledem twardosci i zujnosci miesa najwyzsze warto-
§ci uzyskano w probkach pochodzgcych od grupy kontrolnej, pod wzgledem spoistosci
i elastycznosci dla prébek miesa z grupy zywionej z dodatkiem mieszanki ziotowej 1 (D2Z1),
za$ sprezystos¢ miesa wszystkich grup byta zblizona, niezaleznie od czasu dojrzewania
miesa.

Przedstawiono jedynie wybrang czes¢ wynikéw. Pozostate zostang przedstawione w for-
mie publikacji naukowych.

Tab. 4. Ocena organoleptyczna badanych grup do$wiadczalnych.

Natezenie Pozqdalnosé Natezenie Pozqdalnosé
smaku smaku zapachu zapachu

Kruchosé Soczystosé ‘ Struktura

Nr
préobki

48 h 7 dni 14 dni 48 h 7 dni| 14 dni| 48 h‘7dni 14 dni 48 h 7 dni 14 dni 48 h 7 dni 14 dni 48 h 7 dni|14dni 48 h 7 dni 14 dni

K - grupa kontrolna

10048 | 24| 3,6 | bd (32| 42| bd (32|32 | Bd |32|38 | bd |38|42 | bd |36|38 | bd | 40 | 42 | bd

11031 |32 | 34| bd (38|38 | bd (36|34| Bd |34|38 | bd |34|38 | bd |38|32 | bd | 38 | 40 | bd

9684 (28|32 | bd [28|30 | bd |40|38| Bd [34]|30| bd 36|28 | bd 36|32 | bd | 40 | 34 | bd

10017 |32 | 1,6 | bd [34]| 20| bd (40|20 | Bd |40|24 | bd |36|22 | bd |40 26 | bd | 42 | 28 | bd

$rednia| 2,9 | 3,0 - 33|33 - 37|31 - 35|33 - 36|33 - 38132 - 40 | 3,6 -

D2-11 (mieszanka ziotowa) 1 - grupa doswiadczalna

19429 135|128 | 33 (38| 25| 28 (33|28 | 38 |33|33| 28 |38|43 | 38 |38|35| 30 | 38 |40]| 35

56201 |35| 40 | 48 (33|35 | 40 |35|35| 43 |35|35| 38 |35[40| 43 |35|38 | 35 | 45| 40| 43

17169 |35 40 | 43 |38| 40| 35 |33[38 | 43 [33|43| 33 [38|48 | 40 [35|40| 38 | 40 | 43 | 45

10192 |43 (38| 38 |35|38| 30 |40[38 | 43 [38|38| 28 [45|45| 33 [38|43 | 35 | 48 | 40| 35

44975125128 | 43 (25|20 | 25 (28|33 | 43 |28|33| 38 |38(35| 38 |30(38| 38 | 35 |38 45

§rednia| 35|35 | 41 |34|32| 32 |34(34| 42 |33(36|33 (39|42| 38 |35(39 |35 |41 |40/ 41

D1 (oleje+wyttoki Iniane) - grupa doswiadczalna

58604 133|138 | 40 (30|33 | 33 (38|38 33 |30|38| 35 |35[40| 28 |35[38 | 33 | 35|43 | 28

10024 |34 (35| 33 |25|33| 23 |30|38| 38 [35[35| 30 [38|43| 33 (33|38 35 |38 |40 ]| 38

9678 (31|34 | 33 |28(34 | 31 |30(|37| 37 |32|34| 31 (37|42 37 35|37 | 36 | 37 |40 | 39

9458 (40|37 | 38 |32(37 | 35 |39|39| 42 35|37 | 34 (40| 44| 45 35|44 | 39 | 48 | 40| 35

9090 (35|39 | 48 |34 (36| 42 |36|37 | 44 (34|38 | 41 (37|42 | 45 (36|39 | 41 4,5 | 40 | 43

érednia| 35|37 | 38 |30(35| 33 |35|38| 39 (33[36| 34 (37|42 38 (35(39 |37 |41 |41 | 37

D2-12 (mieszanka ziotowa) 2 - grupa doswiadczalna

7937 | 41|36 | 37 (34|37 | 31 (38|35 41 |37 |36 | 34 |42|42| 35 |37|41 | 35 | 48 | 40| 35

3264 (35|39 | 47 |35(35| 41 |35|36| 44 (34|36 | 41 (34|40 | 42 (36|37 | 35 | 45| 40| 43

5408 (34|37 | 42 |32(34| 35 |37 |36| 38 [34)|36| 38 (34|40 | 37 |36|35| 33|35 ]|42| 30

5406 (40| 38| 36 |33[38 | 36 |37 |41 | 41 36|36 | 36 (39|43 | 44 (36|42 | 40 | 42 | 40 | 38

Srednia| 38|38 | 41 |34|36| 36 |37|37| 41 (3536 | 37 (37|41 | 40 (36|39 | 36 | 43 |41 | 37
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Zadanie 01-10-02-11
Implementacja potencjatu nowoczesnych metod transkryptomiki, genomiki i genetyki
populacji w doskonaleniu cech zdrowotnosci bydta holsztyrisko-fryzyjskiego na poziomie
stad indywidualnych

Kierownik zadania: dr inz. Piotr Topolski

Cel badan:

Identyfikacja zmiennosci genetycznej (analiza transkryptomu) oraz zwigzku rozpoznanych
zmian polimorficznych (analiza genomu) w genomie bydta zwigzanych z podatnosciq krow
rasy polskiej holsztyhsko-fryzyjskiej na mastitis, metritis i wystepowanie torbieli jajnika oraz opra-
cowanie molekularno-populacyjnych indekséw (wskaznikéw) selekcyjnych, utatwiajgcych
prace hodowlang w zakresie tej grupy cech na poziomie stad indywidualnych.

Zatozenia metodyczne:

Podstawowy materiat doswiadczalny stanowi populacja kréw rasy polskiej holsztyrsko-fryzyj-
skiej odmiany czarno-biatej utrzymywanych w fermach nalezgcych do zaktadéw doswiadczal-
nych Instytutu Zootechniki PIB. Od kilku lat realizowany jest szczegdtowy monitoring kréw obej-
mujgcy stosowanie zabiegdw profilaktycznych, prewencyjnych, medycznych oraz wystepo-
wanie schorzen, a takze jest przeprowadzane regularne genotypowanie czesci kréw. Materiat
kliniczny (tkanka gruczotu mlekowego, endometrium oraz cysty jajnika, wzglednie proébki
mleka, krew) do badania profilu ekspresji gendw dla kazdej jednostki chorobowej zostanie po-
brany od 12 kréw (6 o stwierdzonej, najwyzszej podatnodci na wystepowanie mastitis, metritis
i wystepowanie torbieli jajnika oraz grupy kontrolne kréw, obejmujgce zwierzeta, ktdére nigdy
nie chorowaty). Zwierzeta zostang wytypowane na podstawie wynikdw analizy fenotypowe;j,
rodowodowej i genetycznej, uzyskanej z systemu baz danych PLOWET oraz w bazach Afifarm
i Afifarm Net. Biopsje tkanki gruczotu mlekowego bedg wykonywane w ubojniach na zwierze-
tach brakowanych w gospodarstwach zaktaddw doswiadczalnych Instytutu Zootechniki PIB.
Planuje sie rowniez pozyskac komorki somatyczne z mleka krow o najwyzszej podatnosci na
wystepowanie mastitis oraz grupy kontrolnej kréw. W ramach badan zostanie przeprowadzone
genotypowanie kréw, od ktérych pobrano materiat do analiz RNA-seq. Dodatkowy materiat
dos$wiadczalny bedq stanowity genotypy buhajéw oraz kréw rasy holsztynsko-fryzyjskiej zdepo-
nowane w bazie genotypdw SNP Instytutu Zootechniki PIB, ktére genotypowano z wykorzysta-
niem mikromacierzy SNP lllumina EuroG LD (przynajmniej w wersji 8).

Na podstawie informacji zgromadzonych w instytutowych bazach danych oraz mate-
riatu pobranego od wytypowanych zwierzgt zostanie wykonany szereg analizz genomu
(np. GWAS, CNV), transkryptomu (analiza réznicowej ekspresji gendw, analiza ontologii gendw,
analiza szZlakéw metabolicznych, identyfikacji INcRNAs, ekspresiji specyficznej dla allelu), meta
analiza danych, a takze analizy z zakresu genetyki populacii.

Wyniki postuzg do opracowania zindywidualizowanych, molekularno-populacyjnych in-
dekséw (wskaznikdw) selekcyjnych, utatwigjgcych prace hodowlang w zakresie w/w cech
zdrowotnych w wysokoprodukcyjnych stadach bydta mlecznego.
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Syntetyczny opis wynikdéw zadania:

W ramach realizacji zadania przeprowadzono gruntowng charakterystyke fenotypowq, gene-
tyczng irodowodowq danych gromadzonych w bazach oraz wstepng analize genomu. Wyniki
tych analiz postuzyty do opracowania algorytmu pozwalajgcego na prowadzenie optymal-
nego — z punktu widzenia realizacji zadania — wyboru zwierzgt do pobierania materiatu biolo-
gicznego.

W 2020 roku, w bazie PLOWET, gromadzono dane fenotypowe dotyczgce wystepowania
trzech schorzen (mastitis, metritis, torbiele jajnika) w fermach bydta mlecznego nalezgcych do
zaktaddw doswiadczalnych Instytutu. Sposrdd ok. 3500 rekorddw, najczesciej jako pojedyncza
choroba wystepowato mastitis (1445 przypadkdw), metritis (1261 przypadkdw) oraz cysty jaj-
nika (848 przypadkow).

W bazie genotypdw znajdujg sie genotypy ok. 1500 krow z zaktaddw doswiadczalnych
Instytutu Zootechniki PIB. Z tej liczby, ponad 1000 kréw znajduje sie na liscie zwierzgt odnotowa-
nych w bazie PLOWET.

Na podstawie danych rodowodowych i genomowych przeprowadzono analize struktury
genetycznej populacii kréw. W tym celu, w oparciu o identyfikacje powtdrzen krotkich odcin-
kéw homozygotycznosci w genomie, obliczono wspdtczynniki inbredu genomowego (FROH).
Badaniami objeto populacje 1005 krow, ktdérych genotypy zimputowane do gestosci 43 772
SNPs sg zdeponowane w bazie SNP IZ PIB.

Wyniki analiz wskazaty, ze wszystkie krowy sq zinbredowane ze Srednim FROH, mieszczg-
cym sie w przedziale od 0,03% do 16,59%. Przeprowadzono takze analize zwigzku poziomu zin-
bredowania krow z czestodcig wystepowania mastitis (MA), metritis (ME) i cyst jajnika (OC).
Krowy zostaty przypisane do trzech grup, w zaleznosci od poziomu FROH: FROH<5% — grupa |,
FROH=>5%-<10% — grupa Il i FROH=>10% — grupa lll. W wynikach najmniejszg frekwencje wyste-
powania schorzen stwierdzono w grupie I: 8,16% (MA), 9.91% (ME) i 7,78% (OC)., a najwiekszg
frekwencije w grupie lll, (MA=17,28%, ME=14,12%, OC=15,08%).

Zwiekszona czesto$¢ wystepowania mastitis, metritis i torbieli jajnika wraz ze wzrostem po-
ziomu zinbredowania sugeruje mozliwos$¢ wptywu depresji inbredowej na wzrost frekwencji wy-
stepowania tych schorzeh w populacji krow.

W zwigzku z tym, przy opracowywaniu algorytmu optymalizujgcego wybér zwierzgt, poza
wynikami analizy fenotypowej, warto$ci hodowlanych i spokrewnien kréw — kandydatek do
pobierania materiatu biologicznego, uwzgledniono takze efekt inbredu genomowego. Na tej
podstawie wytypowano zwierzeta, od ktdrych rozpoczeto pobieranie materiatu do badanh.
Przeprowadzono takze badania z zakresu analizy genomu, m.in. analize asocjacyjng (GWAS)
pomiedzy markerami genetycznymi SNP a w/w cechami (schorzeniami). Analizy GWAS prze-
prowadzono na danych zimputowanych do gestosci 650 000 SNPs za pomocg modelu regresji
logistycznej. W rezultacie zidentyfikowano tgcznie 42 SNPs statystycznie istotnie zwigzanych
z wystepowaniem cyst na jajniku, metritis i mastitis oraz 16 gendw kandydujgcych zwigzanych
z wystepowaniem tych schorzen.

Ponadto, genotypy krow u ktérych stwierdzono schorzenie, zostaty poddane analizie jo-
kosci pozyskanych genotypdw oraz analizie gtéwnych sktadowych (ang. multidimentional sca-
ling). Ze wzgledu na réznorodno$¢ mikromacierzy SNP, wykorzystywanych w badaniach, ob-
cigzajgcej wariancje genetyczng dane zostaty imputowane z wykorzystaniem oprogramowa-
nia findhap (VanRaden i wsp., 2013) oraz informacji rodowodowej wobec mapy referencyjnej
genomu bydta ARS-UCD1.2 (Rosen i wsp., 2020).
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Podsumowanie:

W bazie PLOWET gromadzono dane fenotypowe dotyczgce wystepowania trzech schorzeh
(mastitis, metritis, torbiele jajnika) w fermach bydta mlecznego nalezgcych do zaktaddw do-
Swiadczalnych Instytutu Zootechniki PIB. Przeprowadzono szczegdtowq charakterystyke feno-
typowq, genetycznqg i rodowodowq danych gromadzonych w bazach oraz wstepng analize
genomu.

Wyniki tych analiz postuzyty do opracowania algorytmu pozwalajgcego na prowadzenie
optymalnego - z punktu widzenia realizacji zadania — wyboru zwierzgt do pobierania materiatu
biologicznego, potrzebnego do realizacji kolejnych etapdédw zadania.

Zadanie 01-10-03-11
Badania nad celem hodowlanym w warunkach selekcji bydta na wiele cech,
ze szczegolnym uwzglednieniem rasy simentalskiej

Kierownik zadania: prof. dr hab. Andrzej Zarnecki

Zgodnie z harmonogramem, opracowano metodyke badan i rozpoczeto gromadzenie da-
nych. Poniewaz podstawowym narzedziem selekciji na wiele cech jest indeks selekcyjny, ko-
nieczne jest oszacowanie parametrow genetycznych i ustalenie wartosci (,wag”) ekonomicz-
nych uwzglednianych w selekcji. Ze wzgledu na duzq liczbe cech wchodzgcych w sktad in-
deksu selekcyjnego, w praktyce hodowlanej cechy sg pogrupowane w podindeksy.

W celu oszacowania warto$ci ekonomicznej poszczegdinych cech przygotowano an-
kiete, ktéra miata dostarczy¢ dane dotyczgce:

1. Warunkdw organizacyjno-produkcyjnych gospodarstw rolnych:
— obsada stada podstawowego,
— organizacja stada,
— wskazniki reprodukcii,
— okres uzytkowania kréw (dtugowiecznosc),
— dtugosc¢ laktacii,
— zywienie i ziemiochtonnos¢ produkcii,
— organizacja zaplecza paszowego,
— technologia produkcii,
— system utrzymania.

2. Kosztéw pasz:
- pasze objetosciowe wtasne i z zakupu,
- pasze tre$ciwe z zakupu,
— koncentraty i dodatki do pasz.

3. Pozostatych kosztow:
— zakup materiatu hodowlanego,
— brakowanie iremont stada,
— inseminacja,
— kontrola uzytkowosci mleczne;j,
— wpis do ksigg hodowlanych,
— ustugi weterynaryjne i leki,
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— Uubezpieczenie stada,

— Ubezpieczenia budynkéw,
— koszty noé$nikéw energii,

— ustugi produkcyjne,

- ustugi ogdinogospodarcze,
— podatki,

— czynniki zewnetrzne.

W okresie sprawozdawczym zostaty rozestane i wypetnione ankiety zawierajgce wymie-
nione powyzej dane, ktére objety 50 obdr bydta holsztyhsko-fryzyjskiego w woj. podlaskim
i 30 obdr bydta simentalskiego w woj. podkarpackim. Z systemu SYMLEK dla kréw hodowanych
w badanych oborach pobrano szczegdtowe dane obejmujgce petny zakres cech produkcyj-
nych i funkcjonalnych. Ze zbioréw ocen wartosci hodowlanej szacowanych w Instytucie wy-
brano konwencjonalne i genomowe wartosci hodowlane oraz podindeksy i indeksy PF krow
pochodzgcych z badanych obdr. Pozyskane dane sg opracowywane w celu ustalenia kosz-
téw i dochodowosci produkcji oraz powigzania ich z biologicznymi uwarunkowaniami hodowli.

Opracowano metodyke szacowania parametrdw genetycznych niezbednych do kon-
strukciji indeksdw i podindeksdw.

Obliczeniami objeto 12 nowych cech dotyczgcych przebiegu porodu i okotoporodowej
Smiertelnosci cielgt, wprowadzonych do oceny krajoweji miedzynarodowej w okresie sprawoz-
dawczym: przebieg ocielenia (ocielenie 1, 2i 3) — efekt bezposredni i matczyny, Smiertelnose
okotoporodowa cielgt (ocielenie 1, 2 3) — efekt bezposredni i matczyny.

Oszacowania przeprowadzono wg nastepujgcego modelu:

MT-ML-BLUP-S-MGS (MT: przebieg porodu i $miertelno$¢ okotoporodowa cielgt, ML: trzy pierw-
sze laktacje, S-MGS: model ojca-ojca krowy), efekt bezposredni i matczyny.

Efekty w modelu (dla kazdej cechy i ocielenia):
- stado*rok,
— rok ocielenia*sezon ocielenia*ptec cielecia,
— rok ocielenia*miesigc ocielenia*wiek ocielenia*ptec cielecia,
- ptec cielecia.

W przypadku przebiegu porodu wykonano transformacje Snella w obrebie ocielenia oraz

klas*rok ocielenia*sezon ocielenia*ptec cielecia. Komponenty warianciji i kowariancji oszaco-
wano za pomocg metody bayesowskiej z uzyciem prébkowania Gibbsa.

Tab. 1. Oszacowania odziedziczalno$ci dla przebiegu porodu i Smiertelnosci okotoporodowej cielgt.

Cecha Efekt Ocielenie
1 2 3
Przebieg porodu Bezposredni 0,157 0,123 0,184
Matczyny 0.116 0,102 0.136
Smiertelnoéc Bezposredni 0,083 0,064 0,105
Matczyny 0,063 0,034 0,097

Odziedziczalnosci, zamieszczone w Tab. 1., mieszczq sie w zakresie wartosci otrzymywa-
nych w wiekszo$ci krajowych i zagranicznych opracowan. Wielko$¢ oszacowan odziedziczal-
nosci dla cech przebiegu porodu i $miertelnosci okotoporodowej cielgt uzasadnia celowos$é
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utworzenia nowego podindeksu, obejmujgcego wszystkie cechy majgce zwigzek z przebie-
giem ocielen. Konstrukcja podindeksu bedzie mozliwa po uzyskaniu odpowiednich ,wag" eko-
nomicznych.

W kolejnych etapach przewiduje sie konstrukcje nastepnych podindekséw dla nowych
cech oraz indeksu ,,0gdlnego”, obejmujgcego cechy o najwiekszym znaczeniu dla osiggnie-
cia postepu hodowlanego, przy zachowaniu optacalnosci produkcii.

Zadanie 04-10-03-11
Wptyw ekstraktdw ziotowych i bakterii probiotycznych na przyrost masy ciata
oraz status zdrowotny cielgt

Kierownik zadania: dr hab. Iwona Radkowska, prof. IZ PIB

Celem prowadzonych badanh byto okreslenie wptywu preparatu zawierajgcego bakterie pro-
biotyczne oraz mieszanki zawierajgcej ekstrakty ziotowe na status zdrowotny cielgt, ich przyro-
sty masy ciata oraz odporno$¢ immunologiczng. W doswiadczeniu zastosowano ziota, ktére
wedtug danych literaturowych w badaniach in vitro wykazujg dziatanie antybakteryjne, prze-
ciwzapalne oraz immunostymulacyjne. Do$wiadczenie prowadzone byto w ZD IZ PIB Rudawa
Sp. z 0.0. na 60 cieliczkach rasy polskiej holsztyno-fryzyjskiej w wieku od 2. do 60. dnia zycia.

Uktad dos$wiadczenia obejmowat sze$¢ grup doswiadczalnych: Grupa | — grupa kon-
frolna, Grupa Il - cieleta ofrzymujgce preparat probiotyczny, Grupa lll — cieleta ofrzymujgce
mieszanke ekstraktéw ziotowych nr 1, Grupa IV - cieleta otrzymujgce mieszanke ekstraktéw
ziotowych nr 2, Grupa V - cieleta otrzymujgce mieszanke ekstraktow ziotowych nr 3, Grupa VI
— cieleta otrzymujgce mieszanke ekstraktow ziotowych nr 4.

W celu okredlenia przyrostobw masy ciata wazono zwierzeta zaraz po urodzeniu oraz
w 60. dniu zycia. W trakcie trwania doswiadczenia wykonywano codzienng ocene statusu
zdrowotnego cielgt. Krew oraz kat do wykonania analiz laboratoryjnych pobierano w 7., 30.
i 60. dniu po urodzeniu. W krwi oznaczono podstawowe wskazniki morfologiczne i poziom im-
munoglobulin, a w kale wykonano badania mikrobiologiczne i parazytologiczne.

Doswiadczenie dowiodto korzystne oddziatywanie zastosowanych preparatdéw na przy-
rosty masy ciata oraz status zdrowotny cielgt. Najkorzystniejsze efekty uzyskano w przypadku
zastosowania mieszanek ziotowych nr 3i 4 (grupa Vi Vl). Przeprowadzone badania wykazaty,
iz grupy ofrzymujgce te mieszanki (grupa V i VI) miaty wieksze odpowiednio o 17 i 23% dzienne
przyrosty masy ciata oraz wyzszg kohcowq wage ciata w stosunku do grupy kontrolnej. W tych
grupach stwierdzono takze najnizszy procent cielgt, u ktérych wystgpity objawy biegunki. Takze
zastosowanie preparafu probiotycznego dato pozytywny efekt w postaci zmniejszenia bie-
gunki oraz wiekszych przyrostdw masy ciata, jednak uzyskane efekty nie byty tak wysokie, jak
w przypadku zastosowania ekstraktdw ziotowych.

W okresie badawczym stwierdzono nieregularne wahania liczby leukocytdw oraz hemo-
globiny, natomiast liczba erytrocytéw oraz hematokryt dla wszystkich grup wykazywaty ten-
dencje wzrostowe. Zawarto$¢ biatych krwinek w badanych grupach utrzymywata sie w gor-
nych granicach uznawanych norm.

Zastosowanie zardwno preparatu probiotycznego jak i ekstraktow ziotowych korzystnie
wptyneto na koncentracje IgG, IgM, IgA w surowicy. Najwyzsze wartosci IgG stwierdzono
w osoczu w 7. dniu zycia w grupie V (18,51 g/L) i w grupie VI (18,91 g/L). Podobne zaleznosci
stwierdzono w przypadku stezenia IgA, ktére najwyzsze byto w 7. dniu natomiast w 30. i 60. byto
na zblizonym poziomie. W przypadku koncentracji IgM badania wykazaty wzrost koncentracii
przeciwciat w kolejnych dniach zycia. Poréwnujgc $Srednig zawartos¢ immunoglobulin (IgG,
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IgM, IgA) pomiedzy grupami stwierdzono, iz byta ona najnizsza w grupie kontrolnej, nieco wyz-
sze wartosci stwierdzono w grupach II-1V, srednie wartosci byty na zblizonym poziomie, nato-
miast najwyzszg koncentracje na kazdym etapie badan stwierdzono w grupie Vi VI.

W badaniach mikrobiologicznych katu najwiekszg ilos¢ bakterii ogdtem stwierdzono na
poczgtku badan, czyliw 7. dniu zycia, w kolejnych terminach ilosci te istotnie (p<0,05) malaty.
Najwieksze ilosci bakterii ogdtem stwierdzono w grupie |, Il i lll. Podobne, najwieksze ilosci E. coli
oraz Clostridium perfringens stwierdzono w probkach na poczgtku badan, a w kolejnych po-
braniach ilosci te systematycznie, istotnie (p<0,05) malaty. W przypadku gronkowca w grupie |,
Il'i V newralgicznym okazat sie pierwszy miesiqgc zycia, kiedy to stwierdzono istotny wzrost ilosci
tych bakterii w kale cieliczek. W przypadku bakterii Shigella w grupie |, lll, IV i V obserwowano
spadek ilosci tej bakterii w miare wzrostu zwierzgt, natomiast w grupie Il i VI najwieksze ilosci
Shigelli stwierdzono w 30. dniu zycia. Na poczagtku badan w kale, w zadnej probce, nie stwier-
dzono obecnosci Salmonelli. W 30. dniu badan obecnoé¢ Salmonelli stwierdzono w kale grupy
kontrolnej (I), probiotycznej (ll) oraz pojedyncze kolonie w grupie IV i V. Natomiast pod koniec
badan obecnos¢ tych bakterii stwierdzono juz tylko w kale grupy kontrolnej () i probiotycz-
nej (Il).

Badania parazytologiczne katu wykazaty obecnosc¢ (oprécz grupy V) jaja nicieni zotgd-
kowo-jelitowych zrzedu Strongylida (Srednia intensywno$¢ inwazji od 20 do 40 EPG) oraz w gru-
pach -l kokcydia z rodzaju Eimeria sp. (10-30 OPG). Natomiast w grupach IV-VI nie stwierdzono
obecnosci Eimeria sp. W zadnejz badanych préb katu badania parazytologiczne nie wykazaty
obecnosci oocyst Cryptosporidium sp.

Podsumowujgc, mozna stwierdzi¢, iz podawanie mieszanek ekstraktéw ziotowych nr 3i 4
miato najbardziej korzystny wptyw na przyrosty masy ciata, parametry morfologiczne krwi, ste-
zenie immunoglobulin oraz mikrobiologie i parazytologie katu u cielqgt.

Zadanie 04-10-08-11
Identyfikacja krdw mlecznych rasy simental pod wzgledem zawartosci B-kazeiny typu A2
oraz mozliwosci wykorzystania mleka od nich pochodzqcego do produkcji napojow
fermentowanych

Kierownik zadania: dr hab. Iwona Radkowska, prof. IZ PIB

Ze wzgledu na rosngcgq liczbe osdb cierpigcych na liczne alergie pokarmowe, w tym zwigzane
z konsumpcjg mleka, istnieje potrzeba przebadania i promowania mleka pochodzgcego od
krow o korzystnym typie p-kazeiny A2 oraz produktdw powstatych na bazie tego mleka. Obec-
nie wszystkie buhaje ras wysokomlecznych majg w katalogach podany genotyp kappa - ka-
zeiny CASK (A, B, E), a niektére réwniez gen p-kazeiny CSA2 (A1, A2), jednak tego typu bada-
niami w Polsce nie sg objete buhaje rasy simental. Brak jest rowniez jakichkolwiek badah doty-
czqgcych frekwencji genu p-kazeiny CSA2 (A1, A2) w populacii bydta rasy simental. Stgd tez nie
ma informacji na temat genetycznych uwarunkowan produkcji kazeiny u cérek buhajéw tej
rasy.

Dlatego celem | etapu badan byta identyfikacja kréw i buhajow pod wzgledem genu B-
kazeiny. Badania prowadzone byty w ZD IZ PIB Odrzechowa sp. z 0.0., ktéry posiada najwieksze
stado kréw mlecznych rasy simental w Polsce.

W 2020 roku pobrano materiat genetyczny do badan, w celu oznaczenia genu pB-kaze-
iny, od 392 kréw mlecznych, 58 jatdwek oraz 266 cielgt ptci zenskiej i 3 buhajkdw. Pozyskano
takze materiat genetyczny od 26 buhajéw uzywanych do inseminaciji w ZD IZ PIB Odrzechowa
sp.z 0.0.
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Wykres 1. llo$¢ pobranych préb materiatu do badanh genetycznych.
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Oznaczenia wykonano dla wszystkich krow oraz 74 préb pobranych od cielgt. Z pozosta-
tych préob wyizolowano DNA i bedq one systematycznie oznaczane w 2021 roku.

Poprawno$¢ genotypowania locus SNP: 1543703011 (polimorfizm genu CSN2 w egzonie
7. GenBank (M55158), g.8101C>A) zostata potwierdzona poprzez sekwencjonowanie losowo
wybranych prébek o réznych genotypach.

Ponadto, poprawno$¢ genotypowania tego locus SNP zostata zweryfikowana na pod-
stawie testu miedzynarodowego — Bovine Comparision Test STR zorganizowanego przez ISAG
(International Society for Animal Genetics, Miedzynarodowe Towarzystwo Genetyki Zwierzat)
we wczesniejszych latach, uwzgledniajgcego poréwnanie genotypdw 20 prébek referencyj-
nych pomiedzy laboratoriami z catego $wiata (z laboratoriami, ktére oprécz genotypdw mar-
keréw rekomendowanych do identyfikacji osobnicze] oraz kontroli rodowoddw zamiescity
takze genotypy prébek dla locus SNP: rs43703011).
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Przeprowadzone oznaczenia 392 kréw rasy simental pod wzgledem identyfikacji gendw
kodujacych p-kazeine wykazaty, iz 30,5% przebadanych kréw jest homozygotami A2A2; 50,9%
fo heterozygoty A1A2i 18,6% to homozygoty ATAT.

Wykres 2. Frekwencja genu B-kazeiny (A1AT, A1A2i A2A2) u kréw rasy simental w ZD IZ PIB w Odrzechowe;j (%).
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Genotypowanie cielgt wykazato, iz 45,7% cieliczek jest homozygotami A2A2, 50% to heterozy-
goty A1A2, a tylko 4,3% to homozygoty ATAT.

Wykres 3. Identyfikacja cielqt ptci zehskiej genu p-kazeiny (%).
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Gtoéwnymi czynnikami wptywajgcymi na obecnos¢ p-kazeiny typu Al lub A2 w mleku
krowim sg uwarunkowania genetyczne. W zaleznosci od struktury genetycznej poszczegdlnych
kréw, w mleku moze by¢ obecny jeden lub obydwa typy p-kazeiny. Kazeina Al i A2 rézniq sie
budowq biatka, mutacja powodujgca réznice w biatku B-kazeiny jest wynikiem polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu w kodonie 67. w eksonie 7. genu CCT (A2, prolina), na CAT (AT,
histydyna), zatem kazeina A2 zawiera reszte proliny, podczas gdy kazeina Al reszte histydyny.

Badania przeprowadzone przez Miluchovd iin. (2014) dia rasy simentalskiej wykazaty na-
stepujgcqg frekwencje poszczegdinych genotypdw: homozygotyczny genotyp ATA1 —0,1261,
heterozygotyczny genotyp A1A2 -0,3333 i homozygotyczny genotyp A2A2 o frekwencji 0,5405.

W badaniach wykazano, iz genotypowanie buhajéw pod wzgledem B-kazeiny i prefero-
wanie allelu A2 moze przynie$¢ dwie korzysci: zwiekszenie wartoéci hodowlanej w zakresie za-
wartosci biatka i zmniejszenie czestosci wystepowania wariantu biatka Al, uznanego za czyn-
nik ryzyka dla zdrowia ludzi.

Przeprowadzone badania kréw mlecznych i cielgt rasy simental wykazaty najwiekszqg fre-
kwencje heterozygotycznego genotypu A1A2 (50,8 i 50%), nastepnie homozygotycznego ge-
notypu A2A2 (30,51 45,7%), natomiast najnizszg frekwencje stwierdzono dla homozygotycznych
genotypdéw ATA1 (18,51 4,3%). Wykonane oznaczenia umozliwig prowadzenie prac hodowla-
nych w kierunku produkcji mleka A2 i przyczyniqg sie do poszerzenia wiedzy na temat frekwenciji
poszczegdlnych genotypdw p-kazeiny w stadzie bydta mlecznego ZD IZ PIB Odrzechowa
Sp.z 0.0.

Zaktad Hodowili Trzody Chlewnej

p-o. Kierownika: dr hab. Mirostaw Tyra, prof. IZ PIB

Zadanie 01-11-01-21
Poszukiwanie genetycznych mechanizmdw zmiennosci u wysokoprodukcyjnych
ras swin w zakresie cech uzytkowych metodqg RNA-SEQ

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

Cel zadania:
Poszukiwanie genetycznych mechanizmdéw warunkowania zmiennosci w zakresie cech
uzytkowych metodg RNA-seq u $win oraz ocena mozliwosci ich wykorzystania w praktyce

hodowlane;.

Planowane efekty naukowe i praktyczne:

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

- UmoZliwienie pomiaru ekspresji gendw w skali catego genomu, w tym doktadne okredlenie
poziomu transkryptu gendw ulegajgcych niskiej ekspresii.

— Uzyskanie przewagi w stosunku do techniki mikromacierzy cDNA, poprzez wykrywanie
nowych transkryptéw lub izoform oraz detekcja nowych mutacji w sekwencjach
kodujgcych.
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— Andliza sumarycznego oddziatywania catego spekirum gendw na dang uzytkowo$c
(bardziej obiektywna niz dotychczasowe analizy wptywu pojedynczych gendw).

— Poznanie puli genowej odpowiedzialnej za zmienno$¢ krajowej populacii $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 moze postuzye
do opracowania nowoczesnych metod hodowlanych.

Syntetyczne omdwienie uzyskanych wynikdw badan w etapie i catym zadaniu:

Harmonogram zadania w aktualnym okresie sprawozdawczym przewidywat ,,Dokonczenie
analiz bioinformatycznych oraz analiz asocjacyjnych”. Efektem realizacji tego etapu jest kom-
pleksowe opracowanie kohcowe zadania, obejmujgcego 59 stron maszynopisu. Uzyskane
w badaniach wyniki przedstawiono w sposdb czytelny i wyczerpujacy w 43 tabelach i 8 figu-
rach. W tabelach 1-9 przedstawiono dane z analiz genetycznych (frekwencje poszczegdinych
form analizowanych gendw). Informacje te sqg szczegdlnie istothe w procesie typowania po-
tencjalnych markeréw genetycznych i zostaty wykorzystane przy omawianiu wptywu tych mu-
tacji na poszczegdlne grupy cech. W tabelach 10-17 przedstawiono wyniki wybranych cech
rzeznych i tucznych dla wszystkich analizowanych zwierzgt oraz dla poszczegdlnych ras swin.
Natomiast, w tabelach 18-43 przedstawiono wtasciwe wyniki wptywu mutacji badanych ge-
néw na poszczegdlne cechy, ze szczegdlnym uwzglednieniem cech jakosci miesa i tuszy swin.

Ze wzgledu na obszerno$¢ materiatu wynikowego w niniejszym opracowaniu przedsta-
wiamy jedynie stwierdzenia i wnioski, jakie uzyskano w czasie realizacji zadania.

Stwierdzenia i wnioski na podstawie przeprowadzonych badah:

1. Rasy objete badaniami stanowigce zarbwno komponent ojcowski (Duroc, Pietrain) jak
i mateczny (wbp, pbz, putawska) charakteryzujg sie dobrymi parametrami zaréwno
tucznymi jak i rzeznymi, zgodnie z zatozeniami jakie sg podstawqg programdow
hodowlanych krajowej hodowli zarodowej, w ktérych to wymienione rasy uczestniczg.

2. Stwierdzono niski poziom ttuszczu srédmiesniowego (IMF) w mieéniu najdtuzszym grzbietu
w najliczniejszej grupie zwierzgt powszechnie wykorzystywanych w hodowli krajowej, czyli
rasach wbp i pbz. Srednie wartosci tego parametru dia tych ras ksztattowaty sie duzo
ponizej progu miesa dobrej jakosci (2%) i wynosity odpowiednio 1,31% dla zwierzat rasy
wbpi 1,28% dla pbz. Zwierzeta rasy Duroc jako jedyna grupa uplasowata sie powyzej fego
progu (2,37%). Duza zmienno$¢ wyrazona wspdtczynnikiem zmiennosci w zakresie poziomu
ttuszczu srédmiesniowego (IMF), jak réwniez pozostatych parametrdw jakosci i tekstury
miesa, moze $wiadczy¢ o ewentualnej mozliwosci poprawy tych wskaznikdw.

3. Analiza struktury analizowanych gendw u $win ras wbp, pbz, putawska, Duroc i Piatrain
wykazata wysokqg polimorficzno$¢ genu GPATI, LDLR, PPARGC1_1 oraz niskg pozostatych
gendw. Badana populacja $wih znajdowata sie w stanie nieréwnowagi Hardy'ego
Weinberga pod wzgledem polimorfizmdw: GPATI_1, GPAT1_2, GPAT2_1 i PPARGCI1_3, co
moze $wiadczyé o tym, ze loci badanych gendw ulegaty zmianom na skutek selekci
hodowlanej, a wiec mogg mie¢ potencjalny zwigzek z cechami produkcyjnymi.
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10.
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Duze zréznicowanie frekwencji analizowanych mutaciji genu PPARGC1 zaréwno w obrebie
danej mutacji pomiedzy rasami, jak i pomiedzy poszczegdlnymi mutacjami, daje nadzieje
korzystnych wynikdw odnosnie analiz asocjacyjnych z cechami uzytkowymi, zwtaszcza
w ujeciu haplotypowym.

Wiekszo$¢ analizowanych uktaddw genetycznych rzutowata na poziom cech rzeznych,
gtéwnie zwigzanych z parametrami poledwicy i szynki. Najwieksze réznice w przypadku
tego wskaznika obserwowano dla trzeciej mutacji genu PPARGCI1.3. Zwierzeta
0 genotypie AA charakteryzowaty sie niemal 10 cm? wiekszg powierzchnig oka poledwicy
w stosunku do heterozygot przeciwnych (GG) oraz prawie 1,6 kg ciezszg szynkg zadniq bez
stoniny i skéry, przy jednoczesnie cienszej stoninie z 5 pomiardw. Jednakze, frekwencja
korzystnej formy (AA) jest juz w populacji niemal 100%, co wyklucza te mutacje
z mozliwoscig zastosowania jej jako markera genetycznego w pracach selekcyjnych.
Réwnie wysokie rbéinice pomiedzy wyzej wymienionymi cechami obserwowano
w przypadku mutacji 2 tego genu. W tym przypadku korzystniejszg formq jest allel B.
Jedynym minusem tej sytuacji jest stosunkowo niska frekwencja tego allelu w populacii
(okoto 14%), ale nie na tyle niska by wyeliminowac¢ te mutacje z kandydatéw na marker
genetyczny.

W przypadku analiz wytypowanych gendw i ich mutaciji na wybrane wskazniki jakosci
miesa stwierdzono gtéwnie zaleznos¢ z poziomem ttuszczu srédmiesniowego IMF i odczynu
miesa (poledwicy) 45 minut po uboju.

Mutacje GPAT1_1 i GPATI_3, pomimo wptywu na poziom ttuszczu srédmiesniowego, nie
mogq zostac wykorzystane w selekciji w kierunku poprawy cech jakosci miesa, ze wzgledu
na ich niekorzystne oddziatywanie na niektére parametry tekstury miesa oraz uzytkowosci
rzeznej (brak kierunkowego oddziatywania w stosunku do poziomu IMF).

W przypadku mutacji GPAT2_1 stwierdzone zmiany w poziomie cech uzytkowych
obserwowano dla wiekszej grupy badanych zwierzgt, a ponadto nie wykazywaty one
niekorzystnych trendéw obserwowanych pomiedzy grupami cech uzytkowych. Jednak
frekwencja korzystnego genotypu (TT) w populaciji wynosi zaledwie 2% i jest zbyt niska, aby
umozliwiata wykorzystanie tej mutacji w praktyce hodowlanej w roli markera
genetycznego.

Analiza zbiorcza réznych grup cech uzytkowych odnoénie genetycznego warunkowania
tych cech moze dac¢ catkowicie rézng odpowiedz w zakresie mozliwosci wykorzystania
analizowanych gendéw jako markera genetycznego, niz podejscie ukierunkowane tylko na
jedng grupe cech lub pojedyncze cechy.

Jakkolwiek korzystne zaleznosci w zakresie cech rzeznych obserwowane dla mutacji 2.
genu PPARGCI1_2 i LDLR, skonfrontowane z wynikami dla cech jakosci miesa, a gtéwnie
dla poziomu ttuszczu srédmiesniowego (IMF) w poledwicy mogtyby wykluczyé gen LDLR
z kandydatéw na marker genetyczny warunkujgcy poprawe cech jakosciowych miesa.
Osobniki posiadajgce korzystniejszy allel tego genu dla cech rzeznych (G) okazujg sie
réwnoczesnie zwierzetami, ktére posiadajqg istotnie nizszy poziom pozgdanego przez nas
ttuszczu w poledwicy (IMF). Jednakze nie potwierdzito sie to w formie niskich parametréw
sensorycznych analizowanego miesa. W przypadku genu PPARGC1_2 takich zaleznosci
niekorzystnych nie stwierdzono.
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11. Przeprowadzone analizy statystyczne w obrebie cech fucznych wykazaty, ze jedynie
poszczegdlne genotypy genu PPARGCI1A i FTO wptywaty na réznicowanie poziomu tej
grupy cech. Brak takiego oddziatywania jest tez korzystng informacijq z punktu widzenia
hodowlanego, bowiem potencjalne wykorzystanie tych mutacji jako markerow
genetycznych dla cech rzeznych czy jako$ci miesa nie skutkowatoby zmianami w tej
grupie cech.

12. Analizujgc kompleksowo wszystkie grupy cech (tuczne, rzezne, jako$¢ miesa) i kierujgc sie
uzyskanymi wynikami, frudno wytypowac sposréd wybranych gendw jednego kandydata,
ktéry korzystnie oddziatywatby na cate spektrum analizowanych cech. Wobec tego
nasuwa sie propozycja, aby w obrebie poszczegdlinych ras, na potrzeby aktualnego
programu hodowlanego majgcego na uwadze poprawe cech jakosci miesa, tworzy¢ linie
zwierzgt predysponowanych do przekazywania swojemu potomstwu gendw zwigzanych
z lepszymi parametrami dla poszczegdinych grup uzytkowosci.

Ze wzgledu na zakonhczenie zadania, jak i na to, ze jednym z zatozeh badan byto
poszukiwanie genetycznych mechanizmdw efektywnosci wykorzystania paszy (jej konwersji),
ktéra jest bardzo istotna w procesie produkcii tucznikéw, rzutujgca wrecz na catg optacalnosé
procesu tuczu na tym etapie te poszukiwania sie nie powiodty. Dalsze prace nad tym
kierunkiem bedg kontynuowane prawdopodobnie w ramach nowych badan i bardziej
szczegdtowych analiz statystycznych. Dziatania te bedg miaty na celu dokonanie kolejnych
analiz bioinformatycznych na tym bogatym materiale, przy zatozeniu innych kryteriow
progowych, a moze iinnych, nowszych aplikacji. By¢ moze to pozwoli na wytypowanie kolejnej
grupy gendw kandydatdéw potencjalnie warunkujgcych tg tak wazng z ekonomicznego
i hodowlanego punktu widzenia grupe cech.

Zadanie 01-11-03-11
Analiza wptywu immunokastracji na parametry uzytkowosci tucznej, rzeznej i jakos¢ miesa
jako alternatywa dla metody chirurgicznej

Kierownik zadania: dr inz. Martyna Matopolska

Celem zadania jest ocena metody immunokastracji preparatem Improvac prowadzonej
w warunkach krajowych. Zastosowana metoda oraz przeprowadzone analizy dadzg komplek-
sowe informacije odnoénie alternatywnej metody kastracjii jej optacalnosci. Ocenie poddana
zostanie uzytkowo$¢ tuczna, rzezna i jako$¢ miesa knurkdw, wieprzkéw (kastrowanych chirur-
gicznie) oraz immunokastratéw, a takze zostanie okre$lony poziom kortyzolu u analizowanych
zwierzgt. Przeprowadzona zostanie rowniez analiza morfometryczna jgder, okreslenie poziomu
skatolu, androstenonu i lotnych zwigzkéw organicznych, analiza ekonomiczna oraz okreslenie
ryzyka wprowadzenia przedstawionej metody. Dopetnieniem metody bedzie wykonanie analiz
z zakresu biologii molekularnej, ktére przyblizg procesy komdrkowe w tkance ttuszczowej, mie-
Sniowej, przysadce, wybranym fragmencie jelita cienkiego oraz jgdrach. Bedzie to takze proba
identyfikacji markera genetycznego, ktéry moze zostac wykorzystany w programach hodow-
lanych do eliminacji knurzego zapachu z populacji aktywnej swin.

Celem etapu byto: typowanie materiatu zwierzecego do badan, ocena tuczna irzezna
Swin; ocena morfometryczna jgder; gromadzenie danych oraz materiatu biologicznego do
oznaczen laboratoryjnych, morfometrycznych, genetycznych, dobrostanowych, parametrow
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jakoSciowych miesa wieprzowego; rozpoczecie oznaczeh dotyczgcych tekstury i jakosci
miesa.

Zatozenia metodyczne:

— Ocena tuczna przeprowadzona na Stacji Kontroli Uzytkowosci Rzeznej Trzody Chlewnej

(SKURTCh) w uktadzie 3 grupowym:

- knurki — nie poddane zabiegowi kastracji,

- wieprzki — poddane chirurgicznej kastraciji bez znieczulenia do 7. dnia zyciaq,

- immunokastraty — dwukrotna iniekcja analogu czynnika uwalniajgcego gonadotropiny
(GNRH).

W 2020 roku badaniom poddano 60 osobnikéw (po 20 w kazdej grupie).

— Dysekcja poéttusz oraz ocena morfometryczna jader (jesli wystepujq). Zostaty zgromadzone
i przeanalizowane cechy uzytkowosci tucznejirzeznej dla 60 osobnikéw. Przeprowadzono
analizy morfometryczne jgder, ktére obejmowaty mase, dtugosé, szerokose¢ jgder pozyska-
nych od knurkdw i immunokastratéw. Dodatkowo analizowano gruczoty dodatkowe —
cewkowo-opuszkowe i pecherzykowe.

- Gromadzenie materiatu badawczego (szczeciny) do oznaczen kortyzolu u analizowanych
osobnikdw. Pobieranie szczeciny nastepowato dwa tygodnie po przeprowadzonym za-
biegu kastracji u wieprzkdw i knurkdw (grupa kontrolna), nastepnie dwa tygodnie po kaz-
dej iniekcji preparatu Improvac (immunokastraty) i u knurkdw (grupa kontrolna).

— Przeprowadzenie oceny jakosci miesa u 30 osobnikdw.

Dodatkowe zatozenia metodyczne:

- Gromadzenie materiatu badawczego - §liny — zatozenie metodyczne dodatkowe w ra-
mach wspdtpracy z Czeskim Uniwersytetem Rolniczym w Pradze.
— Badanie ultrasonograficzne miesnia najdtuzszego grzbietu oraz jgder (jezeli wystepowaty).

Kompleksowa analiza zagadnienia immunokastracji pomiedzy poszczegdlinymi obszo-
rami, jak réowniez wewngtrz kazdego z nich, dagje realne szanse do podjecia préb wprowadze-
nia tej metody jako zamiennik kastracji chirurgicznej (bez znieczulenia), bgdz ukierunkowania
hodowcodw, producentdédw na alternatywne metody kastracji.

Syntetyczny opis wynikdw badanh:

Badania wykonano na knurkach i wieprzkach rasy polska biata zwistoucha, pochodzgcych od
hodowcy z wojewddztwa matopolskiego. Pierwsze pobranie szczeciny u prosigt wykonywano
u hodowcy, po uzyskaniu odpowiedniej masy ciata, Swinie zostaty przewiezione do Stacji Kon-
troli Uzytkowosci Rzeznej Trzody Chlewnej (SKURTCh) w Chorzelowie, gdzie nastgpity kolejne
etapy doswiadczenia. Zwierzeta utrzymywane byty w kojcach indywidualnych. Zywienie od-
bywato sie w systemie ad libitum, drobno granulowang mieszankg o znanym i statym sktadzie
zadawang z automatow. llo$¢ pobieranej paszy byta $cisle kontrolowana. Pozostate warunki
utrzymania i postepowania ze zwierzetami byty zgodne z dotychczasowq metodykg oceny
w stacjach konftroli. W okresie sprawozdawczym przekontrolowano 60 osobnikdw, ktére prze-
bywaty w stacji w dwdch okresach - letnim — od czerwca do wrzesénia oraz jesiennym — od
wrzeénia do grudnia. W tabelach ponizej zestawiono dane uzyskiwane w czasie tuczu kontrol-
nego, dysekcji oraz wyniki oceny morfometrycznej jgder dla catej grupy zwierzgt.
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Tab. 1. Wyniki oceny tucznej w poszczegdlnych grupach badawczych (srednia = odchylenie standardowe).

Cecha Knury Immunokastraty Wieprzki
Przyrost dzienny w tescie (g) (30-120 kg) 1129,2+166,61 1177,4+97,45 1035,6+94,29
Zuzycie paszy w tescie (kg) 238,6159,83 219,1£30,83 266,65+29,80
Dzienne pobranie paszy (kg) 2,95+0,75 2,84+0,26 2,99+0,23
Zuzycie paszy na 1 kg przyrostu (kg) 2,98+0,75 2,74%0,39 3.33+0,37
Dni tuczu (dni) 79,8+11,71 77+8,25 89.35%7,99
Waga zywa w dniu uboju (kg) 119,6£3,13 120+3,16 121,85+2,32

Tab. 2. Wyniki oceny rzeznej w poszczegdlnych grupach badawczych (srednia + odchylenie standardowe).

Cecha Knury Immunokastraty Wieprzki
Wydajnos¢ rzezna (%) 74,38+1,48 74,8%1,22 77,19+1,94
Masa poledwicy (kg) 7,51%0,43 7,77+0,82 8,28+0,59
Masa szynki zadniej (kg) 11,70£0,64 11,9440,81 12,52+0,49
Masa szynki wiasciwej (kg) 10,17£0,66 10,20%0,23 10,53%0,46
Szeroko$¢ oka poledwicy (cm) 10,66%1,17 11,5£0,92 11,2120,76
Wysokos¢ oka poledwicy (cm) 6,38+0,94 6,28+0,39 6,57+1,33
Powierzchnia oka poledwicy (cm?) 52,48+4,84 57,22+4,25 55,79+£14,21
Procent miesa w tuszy (%) 59,30+0,12 59,47+0,09 59,21+0,24
Srednia grubos¢ stoniny z 5 pomiaréw (cm) 1,27+0,10 1,52+0,13 1,73+0,33

Nastepnie, na zgromadzonym materiale biologicznym z miesnia najdtuzszego grzbietu,
oznaczone zostaty parametry tekstury miesa (Tab. 3.). Parametry te byty analizowane przy uzy-
ciu analizatora tekstury TA.TX PLUS firmy Stable Micro System z wykorzystaniem procedur: analizy
sity ciecia (Warner Bratzler Blade Set HDP) i testu podwdjnego Sciskania.

Tab. 3. Parametry tekstury miesnia najdtuzszego grzbietu wszystkich analizowanych osobnikdw.

Wskazniki $rednia Odchylenie standardowe
Jedrnosé 55,20 10,90

Wytrzymatosé 129,18 20,41

Twardosé 11,18 2,81

Spoistos¢ 0,65 0,03

Sprezystosé 0.71 0,04

ZUjno$¢ 5,31 1,52

Elastycznos¢ 0.29 0,17

Ocene morfometryczng jader przeprowadzono poubojowo w SKURTCh w Chorzelowie
(Tab. 4.).

Tab. 4. Cechy morfometryczne jgder knuréw i immunokastratéw (srednia £ odchylenie standardowe).

Knury Immunokastraty
Jadro Prawe Lewe Prawe Lewe
Masa jadra (kg) 0,24%0,06 0,25+0,07 0,07+0,04 0,07+0,03
Masa najgdrza (kg) 0,07%0,02 0,07%0,02 0,03x0,01 0,03+0,01
Dtugosc¢ jgdra (cm) 13,24£2,01 13,53%1,69 9.01£1,31 8,99+1,59
Szerokos¢ jgdra (cm) 8,29%1,92 8,40%1,66 5,33%1,43 5,69%1,73
Obwadd jgdra (cm) 18,92+2,30 19,20£2,52 12,2242,62 12,1142,12
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Zadanie 01-11-04-11
Opracowanie systemu tuczu dla rasy ztotnickiej pstrej z wykorzystaniem
mieszanek i dodatkdw paszowych pochodzenia krajowego w celu produkcji miesa
wieprzowego o wysokiej jakosci i wartosci prozdrowotnej dla cztowieka

Kierownik zadania: dr hab. Magdalena Szyndler-Nedza

Celem praktycznym zadania jest opracowanie szczegdtowej procedury tuczu Swin rasy ztot-
nickiej pstrej, uwzgledniajgcej dedykowane petnoporcjowe mieszanki paszowe z udziatem kra-
jowych komponentéw biatkowych i innowacyjnego dodatku, ktdére wraz ze wskazaniem wta-
Sciwej ubojowej masy ciata, bedqg podstawq produkcji wysokojakosciowego produktu, w po-
staci wieprzowego surowca rzeznego o prozdrowotnej dla cztowieka jakosci.

Celem naukowym jest poznanie wptywu opracowanego sposobu zywienia i innowacyj-
nego dodatku paszowego na status zdrowotny §win oraz szeroko pojetqg jakos¢ i trwatose ok-
sydacyjng miesa i ttuszczu oraz ocena czy, lub w jakim stopniu, poprawa tych cech w miesie
przektada sie na jakos¢ i trwatose wyrobdw wedliniarskich.

Zatozenia metodyczne:

Zadanie obejmuje dwa doswiadczenia, z ktérych pierwsze przeprowadzono w 2020 roku.
Doswiadczenie 1. Okreslenie optymalnego sktadu mieszanki paszowej opartej o krajowe zrodta
biatka i kohcowej (ubojowej) masy ciata tucznikdw (pierwszy rok realizacji badan).

W ramach zadania przygotowano metodyke dos$wiadczenia zywieniowego, w tym
opracowano receptury czterech mieszanek paszowych grower i czterech mieszanek finiszer.
Cate do$wiadczenie wzrostowe objeto 96 tucznikdw (48 wieprzkdw, 48 loszek (Tab. 1.) rasy
ztotnickiej pstrej (Fot. 1.) o znanym genotypie RYRI. Zwierzeta zostaty podzielone na 4 grupy
zywieniowe (mieszanka kontrolna zbozowo-sojowa + 3 mieszanki doswiadczalne, zawierajgce
rézne krajowe pasze biatkowe — tubin (grupa B), bobik (grupa C), groch (grupa D). Wszystkie
mieszanki byty izobiatkowe i izoenergetyczne (w obrebie fazy tuczu, fj. grower i finiszer).
W kazdej grupie 8 zwierzgt (4 wieprzki, 4 loszki) tuczono do osiggniecia masy ciata okoto 120 kg,
kolejne 8 do 130 kg i kolejne 8 do 140 kg (Tab. 1.). W trakcie tuczu zwierzetom od 30 do 80 kg
masy ciata podawano mieszanke typu grower, a od 80 kg do ustalonej kohcowej masy ciata
(120/130/140 kg) mieszanke typu finiszer. Pobrano probki pasz doswiadczalnych typu finiszer
w celu wykonania analizy sktadu podstawowego oraz profilu kwasdw ttuszczowych paszy,
ktérg wykonano w Centralnym Laboratorium Instytutu Zootechniki PIB.

Fot. 1. Warchlaki rasy ztotnickiej pstrej (M. Szyndler-Nedza).
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Tab. 1. Uktad grup dla rasy ztotnickiej pstrej.

Tucz od 30 kg masy ciata do: Grupa kontrolna Grupa doswiadczalna

A B (o4 D
120kg masy ciata (34 kg) 8 8 8 8
130 kg masy ciata (¥4 kg) 8 8 8 8
140 kg masy ciata (¥4 kg) 8 8 8 8
Razem 96 sztuk 24 24 24 24

Syntetyczny opis wynikdw:

W prébkach paszy oznaczono biatko ogdine, ttuszcz surowy, popidt surowy i suchg mase,
zgodnie z Rozporzgdzeniem Komisji (WE) nr 152/2009, ustanawiajgcym metody pobierania
probek i dokonywania analiz do celdw urzedowej kontroli pasz. Analize kwasdw ttuszczowych
przeprowadzono metodg chromatografi gazowej aparatem SHIMADZU GC-2010 Plus
(Kolumna - Rtx2330, 105 m, 0,32 mm, 0,2 micron), zgodnie zP 015 wydanie 2z dnia 01.03.2016 .
W Tab. 2.i 3. przedstawiono wyniki analiz tych pasz.

Tab. 2. Sktad chemiczny mieszanek doswiadczalnych finiszer.

Grupa
Finiszer A B (of D
biatko [%] 16,26 15,65 15,22 15,17
thuszez [%] 2,32 2,91 2,7 2,7
sm [%] 88,14 88,14 88,03 87,96
popiodt [%] 4,01 3,95 3,67 413
wibkno sur. [%] 3,62 4,24 4,05 3,72

Tab. 3. Profil kwaséw ttuszczowych w mieszankach doéwiadczalnych finiszer (g/100 g wszystkich oznaczonych kwaséw

tuszczowych).
Kwas Finiszer A Finiszer B Finiszer C Finiszer D
c8 0,02 0.01 0.02 0,01
c10 0 0 0 0
cl2 0.18 0,02 0.06 0,06
cl4 0,34 0,26 0,27 0,27
clé 21,56 15,26 16,44 16,09
c16-1 0.21 0.35 0.38 0.4
cl18 2,09 2,12 1,95 2,28
c18-1 18,23 33,96 35,45 36,89
c18-2 47.8 37.32 35,96 34,25
gamal8-3 0,03 0,04 0,04 0,03
c20 0.16 0.48 0.3 0,29
c18-3 8,89 8.99 8,58 8,93
CLA c9-t11 0 0 0 0
CLA 110-c12 0 0 0 0
CLA c9-cl11 0 0 0 0
CLA t9-111 0 0 0 0
c22 0,24 0.89 0.3 0,24
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c20-4 0,02 0,01 0,02 0,02
c22-1 0,16 0,25 0,18 0,18
Epa 0,06 0,05 0,05 0,05
Dha 0 0 0 0
SFA 24,6 19,03 19,34 19,27
UFA 75,4 80,97 80,66 80,73
MUFA 18,6 34,56 36,01 37,46
PUFA 56,8 46,41 44,65 43,27
PUFA-né 47,85 37.37 36,02 34,29
PUFA-n3 8,95 2,04 8,63 8,98
DFA 77,49 83.09 82,62 83,02
UFA/SFA 3.06 4,25 4,17 4,19
MUFA/SFA 0.76 1,82 1.86 1,94
PUFA/SFA 2,31 2,44 2,31 2,25
PUFA né/n3 5,35 4,13 4,17 3,82

Do dnia 1 grudnia 2020 roku, w ramach doswiadczenia wzrostowego, tucz kontrolny
ukonhczyto 70 sztuk (tj. 73%) $win ztotnickich pstrych. Po uboju zwierzat okre$lono parametry dy-
sekcijiich tusz i jakosci miesa oraz pobrano prébki miesa (poledwica za ostatnim zebrem — Lon-
gissimus lumborum, miesien pdtbtoniasty szynki — Semimembranosus muscles) w celu wykona-
nia analiz tekstury (ZHTCh), a takze do analiz chemicznych (CL).

W poledwicy oznaczono zawarto$¢ biatka ogdlnego, ttuszczu surowego i suchej masy,
zgodnie z oficjalng metodg analizy AOAC International, (18. edycja; Method 981.10 Crude Pro-
tein in meat; Method 950.46 Moisture in Meat; Method 991.36 Fat (Crude) in Meat and Meat
Products) oraz $wiezo$¢ miesa po dwumiesiecznym przechowywaniu w zamrozeniu (TBARS).
Ponadto w poledwicy i szynce okreslono profil kwasdw ttuszczowych.

Analize tekstury miesa przeprowadzono po dwumiesiecznym przechowywaniu probek
poledwicy i szynki w zamrozeniu (-20°C). Analize przeprowadzono w temperaturze pokojowej
przy uzyciu Texture Analyzer TA-XTplus (Stable Micro Systems, Godalming, Wielka Brytania). Na
miesie gotowanym wykonano analizy sity scinajgcej Warnera-Bratzlera (WBS; sita ciecia i ener-
gia ciecia) oraz okreslano profil tekstury (TPA). Parametry tekstury, takie jak: twardos¢, spoi-
stos$¢, zujnos¢ i sprezystosc mierzono z krzywych sita-odksztatcenie. Twardos$¢ [N] (hardness)
zdefiniowano jako maksymalng site, przytozong do prébek podczas pierwszego cyklu $ciska-
nia, konieczng do osiggniecia okre$lonego odksztatcenia. Spoistos¢ (Cohesiveness) obliczono
jako stosunek powierzchni pod drugq krzywq do powierzchni pod pierwszqg krzywq. Sprezysto$c
(Springiness) (mm) okredlono jako stosunek czasu kontaktu z prébkg podczas drugiego Sciska-
nia do pierwszego Sciskania. Elastycznos$é (Resilience) zdefiniowano jako stosunek ujemnej sity
wejsciowej do dodatniej sity wejsciowej podczas pierwszego Sciskania, podczas gdy zujnosc
(chewiness) uzyskano przez pomnozenie twardosci (hardness), spoistosci (cohesiveness) i spre-
zystosci (springiness) (Meullenet, Lyon, Carpenter i Lyon, 1998). Uzyskane dane zostaty zebrane
i obliczone przez oprogramowanie Texture Expert w wersji 1.20.

Podsumowanie potwierdzajgce osiggniecie zamierzonego celu:

W ramach pierwszego roku realizacji zadania przygotowano metodyke doswiadczenia zywie-
niowego, w tym opracowano receptury czterech mieszanek paszowych grower i czterech
mieszanek finiszer (mieszanka kontrolna zbozowo-sojowa + 3 mieszanki do$wiadczalne zawie-
rajace rézne krajowe pasze biatkowe).
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Przeprowadzono do$wiadczenie wzrostowe, ktére objeto 96 tucznikdw (48 wieprzkdw,
48 loszek) rasy ztotnickiej pstrej o znanym genotypie RYR1. Na probkach pasz doswiadczalnych
typu finiszer wykonano analizy sktadu podstawowego oraz profilu kwasdw ttuszczowych paszy.

Do dnia 1 grudnia, w ramach doswiadczenia wzrostowego, tucz doswiadczalny ukon-
czyto 73% Swinh ztotnickich pstrych. Po uboju zwierzgt okreslono parametry dysekcijiich tuszi ja-
ko$ci miesa oraz pobrano prébki miesa (poledwica za ostatnim zebrem — Longissimus lumbo-
rum, miesien potbtoniasty szynki — Semimembranosus muscles) w celu wykonania analiz tek-
stury, a takze do analiz chemicznych. W poledwicy oznaczono zawarto$¢ biatka ogdinego,
ttuszczu surowego i suchej masy oraz swiezos¢ miesa po dwumiesiecznym przechowywaniu
w zamrozeniu (TBARS). Ponadto w poledwicy i szynce okreslono profil kwasdw ttuszczowych.
Analize tekstury miesa przeprowadzono po dwumiesiecznym przechowywaniu prébek pole-
dwicy i szynki w zamrozeniu (-20°C).

Zadanie 04-11-02-11
Rewitalizacja linii 990. Utworzenie stada prarodzicielskiego syntetycznej linii $wirh
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 subpopulacii zwierzgt i utwo-
rzenie na tej podstawie stada prarodzicielskiego. Stado to powinno charakteryzowad sie
Znacznie wyzszymi parametrami uzytkowymi i stanowi¢ bedzie zaczgtek nowej linii hodowlane;j
Swin, ktéra powinna sprosta¢ konkurencji na krajowym rynku trzody chlewnej.

Cel ten jest redlizowany poprzez:

— opracowanie i opaftentowanie ptytki SNP PigOpenArray dedykowanej do wykorzystania
w selekcji frzody chlewnej,

— analize populacii swin linii 990 pod kgtem mozliwosci wyodrebnienia nowej linii rodzicielskiej
0 podwyzszonej uzytkowosci,

- prébe wyodrebnienia stada prarodzicielskiego nowej linii 990.

Planowane efekty naukowe i praktyczne:

Ptytka SNP PigOpenArray zostanie zaprojektowana tak, aby mogta zawiera¢ dedykowany pa-
nel okoto 60 gendw (polimorfizmdw), warunkujgcych cechy wazne z punktu widzenia hodow-
lanego i ekonomicznego (tempo wzrostu, efektywnosé wykorzystania paszy, miesnos¢ tuszy).
Zestaw uwzglednionych na ptytce selekcyjnej gendw zostanie opracowany w oparciu o wcze-
$niejsze analizy i eksperymenty przeprowadzone w Instytucie Zootechniki PIB, ktére polegaty na
wytypowaniu gendw kandydujgcych zwigzanych z cechami uzytkowymi trzody chlewnej. Do
panelu zostang réwniez wtgczone geny, ktérych istotny wptyw na cechy zostat opisany w lite-
raturze, takie jak gen RYR1; IGF2 czy MCA4R.

Na podstawie zebranych informacji zostanie zaprojektowana ptytka typu OpenArray®,
zawierajgca unikalny zestaw sond i starteréw dla kazdego z analizowanych 60 polimorfizmdw.
Analiza SNP na ptytce typu TagMan Genotyping OpenArray® umozliwi jednoczesng analize
60 polimorfizmmédw 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 mikromacierzowqg 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 najmniejszym efekcie. Efektem ostatecznym bedzie ztozenie wniosku patentowego dla tak
przygotowanego panelu selekcyjnego pod roboczg nazwg PigOpenArray.

Zostanie réwniez przeprowadzona ocena mozliwosci wyodrebnienia stada prarodziciel-
skiego dla nowej linii zwierzgt o podwyzszonych parametrach dla wybranych cech produkcyj-
nych. Analizg tg objeta bedzie populacja zwierzat linii 990. Prowadzone badania dotyczyé
bedqg wielu cech uzytkowych (zaréwno tucznych, rzeznych jok i zwigzanych z efektywnosciq
wykorzystania paszy) i bedq zawieraty ocene zinbredowania, réznice selekcyjne pomiedzy sta-
dem prarodzicielskim a catg populacjqg linii 990, ocene mozliwosci uzyskania wysokiego po-
stepu hodowlanego, opracowanie progdéw hodowlanych dla kandydatéw do stada prarodzi-
cielskiego nowej linii.

Analizy te bedq podstawqg do podjecia decyzji hodowlanych, majgcych na celu wyod-
rebnienie zwierzat, stanowigcych trzon nowo tworzonej linii hodowlanej $win o podwyzszonych
parametrach uzytkowych.

Syntetyczne omdwienie uzyskanych wynikdw badah w etapie i catym zadaniu:

Harmonogram zadania na 2020 rok obejmowat zakres: ,,Kolekcja aktualnych danych uzytko-
wych oraz materiatu biologicznego do oznaczen laboratoryjnych i genetycznych”. W ramach
przewidzianej ustugi, na podstawie analiz oceny przyzyciowej i danych rodowodowych stada
linii 990, typowane zostaty mioty, z ktérych po dwie loszki trafiaty do oceny stacyjnej. Zwierzeta
na stacjach utrzymywane byty w kojcach indywidualnych. Zywienie odbywato sie w systemie
ad libitum drobno granulowang mieszankg o znanym i statym sktadzie zadawang z automa-
téw. llo$¢ pobieranej paszy byta scisle kontrolowana. Pozostate warunki utrzymania i postepo-
wania ze zwierzetami byty zgodne z dotychczasowg metodykg oceny w stacjach konftroli. Sys-
tematycznie w miare naptywu nowych sztuk zwierzgt do stacji kontroli, w czasie konftroli, jak
réwniez po uboju zwierzgt przy masie ciata 120 kg oraz dysekciji, od kazdej sztuki kolekcjono-
wane byty dane odnosnie nastepujgcych cech uzytkowych:

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

Dane z dysekcji (cechy umiesnienia i ottuszczenia): wydajnosc rzezna (%), masa poledwicy
(kg), masa szynki zadniej (kg). masa szynki wtasciwej (kg), grubosé miesnia najdtuzszego
grzbietu (cm), szeroko$¢ oka poledwicy (cm), wysoko$¢ oka poledwicy (cm), powierzchnia
oka poledwicy (cm?), procent miesa w wyrebach podstawowych (%), procent miesa w fuszy
(%), masy miesa wyrebdw podstawowych (kg), grubos¢ stoniny nad topatkg (cm), grubosé
stoniny na grzbiecie (cm), grubos¢ stoniny na krzyzu | (cm), grubos¢ stoniny na krzyzu Il (cm),
grubos¢ stoniny na krzyzu lll (cm), srednia grubos¢ stoniny z 5 pomiardw (cm), grubos$¢ stoniny
w punkcie C1 (cm), grubos¢ stoniny w punkcie K1 (cm).
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Dane o jakosci migesa (dotyczgce pomiardw): odczyn pH najdtuzszego grzbietu 45 min. po
uboju, odczyn pH najdtuzszego grzbietu 24 godz. po uboju, wodochtonno$¢ miesa, barwy
miesa — parametr L, barwy miesa — parametr a, barwy miesa — parametr b, zawartosci ttuszczu
srodmiesniowego w poledwicy IMF (%).

Od wszystkich osobnikéw kohczgcych ocene stacyjng pobierany byt materiat biolo-
giczny niezbedny do analiz genetycznych (miesien najdtuzszy grzbietu, stonina grzbietowa,
podwzgdrze, zotqgdek) zgodnie z opracowanq procedurq. Zgromadzony materiat biologiczny
zostat zabezpieczony i w momencie wznowienia readlizacji zadania zostanie wykorzystany
w dalszych etapach (dane te bedqg w pdiniejszych etapach podstawg da analiz asocjacyj-
nych). Bedq tez wykorzystane do dalszych analiz stuzgcych do ustalenia progdéw selekcyjnych
dla osobnikdw stanowigcych grupe prarodzicielskg nowej linii wysokoprodukcyjne;.

Zaktad Hodowli Drobiu
p-o. Kierownika: dr hab. Katarzyna Pottowicz, prof. IZ PIB

Zadanie 01-12-04-11
Technopatie i stereotypie w aspekcie dobrostanu zwierzgt gospodarskich

Kierownik zadania: dr inz. Iwona Skomorucha

W ramach zadania kontynuowano realizacje etapdw badawczych: ,, Wptyw wielkosci stadka
i systemu odchowu na wystepowanie stereotypii i technopatii, a takze rozwdj uktadu kostnego
kur niesnych”, ,\Wystepowanie stereotypiii i technopatii u kur réznych ras w zaleznosci od wiel-
kosci stadka”, ,,Obserwacje wystgpienia stereotypii i technopatii u cielgt i kréw mlecznych rasy
simental w zaleznoéci od warunkéw utrzymania” oraz ,,Ocena wptywu zageszczenia obsady
i materiatéw absorbujgcych uwage na wystepowanie technopatii i stereotypii u prosigt odsa-
dzanych w 28. i 35. dniu zycia”.

Badania zostaty przeprowadzone na fermie drobiu Instytutu Zootechniki PIB w Aleksan-
drowicach, ZD 1Z PIB Odrzechowa sp. z 0.0. oraz ZD IZ PIB Zerniki Wielkie sp. z 0.0.

Materiat doswiadczalny stanowity:

—  kury nie$ne Hy-Line, odchowywane w baterii klatek oraz na $cidtce zardwno w matym, jak
i duzym stadku,

—  kury rodzimych ras Leghorn i Sussex utrzymywane na $cidtce w matym oraz duzym stadku,

— cieleta i krowy mlecznej rasy simental. Cieleta utrzymywano w kojcach grupowych, indy-
widualnych oraz budkach. Krowy mleczne utrzymywane byty w oborze wolnostanowisko-
wej, Na uwiezi oraz na pastwisku,

— prosieta odsadzane w 28. i 35. dniu zycia utrzymywane w kojcach w ilosci 14 lub 10 sztuk
na kojec. Osobniki odsadzane w 28., jak i 35. dniu podzielono takze na grupy utrzymywane
w kojcach, wyposazonych w materiaty absorbujgce uwage lub w kojcach standardo-
wych.

W biezgcym roku opracowywano wyniki dotyczgce analiz krwi pobieranej od zwierzat
dos$wiadczalnych.
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U kur krew pobierana byta w 24. tygodniu zycia w celu oznaczenia: kalcytoniny, witaminy
Das, osteokalcyny, fosfatazy zasadowej, wapnia i fosforu. Oznaczono takze poziom hormondw
ptciowych — estradiolu i progesteronu — wykonano rozmaz krwi i okreslono stosunek H:L (heterofilii
do limfocytéw). Krew pobierano takze w 64. tygodniu odchowu w celu oznaczenia: poziomu
pirydynoliny, deoksypirydynoliny, wapnia, fosforu, hormondéw ptciowych — estradiolu i proge-
steronu. Oznaczono réwniez wskazniki stresu: serotonine, dopamine, kortykosteron i noradrena-
line oraz wykonano rozmazy krwi i okre$lono stosunek H:L.

Krew od cielgt i krow mlecznych rasy simental pobrano w celu wykonania oznaczenh kon-
centracji hormondw: kortyzolu, dopaminy i serotoniny. Krew pobrano od 30 cielgt ponizej 2.
miesigca zycia, wykazujgcych zachowania stereotypowe i od 30 niewykazujgcych tych za-
chowan, oraz od 20 cielgt powyzej 2. miesiqgca zycia, wykazujgcych stereotypie i 20 niewyka-
zujgcych stereotypii. Ponadto, krew pobrano od: 10 kréw wykazujgcych stereotypie ustne,
10 sztuk obdajajgcych inne osobniki oraz od 10 kréw niewykazujgcych zachowah anormal-
nych. Krew od prosigt pobierano z kolei trzeciego dnia od odsadzenia (w godzinach 9.00-
10.30) od 6 sztuk z kazdej grupy w celu oznaczenia poziom kortyzolu.

Nie stwierdzono wptywu systemu utrzymania oraz wielkosci stada na rozmaz biatokrwin-
kowy i stosunek H:L we krwi kur niesnych Hy-Line. 24-tygodniowe kury, odchowywane w klat-
kach, odznaczaty sie wiekszym poziomem estradiolu we krwi niz ptaki z odchowu $ciotowego
przy p<0,05. Stwierdzono réwniez wptyw czynnikdw doswiadczalnych, a takze ich interakcji na
stezenie progesteronu we krwi kur niesnych. Odnotowano wyzszy poziom witaminy Dz w suro-
wicy krwi u 24-tygodniowych kur Hy-Line, utrzymywanych w matych stadkach, réwniez interak-
cja obu czynnikdw doswiadczalnych, tj. systemu utrzymania i wielkosci stada miata wptyw na
ksztattowanie sie poziomu tej witaminy. Stwierdzono takze, ze 64-tygodniowe kury Hy-Line utrzy-
mywane w systemie $ciotowym charakteryzowaty sie wyzszym poziomem fosforu oraz wapnia
w surowicy krwi. Réwniez wielko$¢ stada miata wptyw na poziom wapnia we krwi ptakdw. In-
terakcja obu czynnikdw doswiadczalnych, 1j. systemu utrzymania oraz wielkosci stada, takze
wptyneta na ksztattowanie sie zawartosci wapnia i fosforu we krwi 64-tygodniowych kur.

Tab. 1. Wyniki analizy krwi kur Hy-Line.

Wyszczegdlnienie Grupa SEM System Stadko AxB
Klatki scidtka (C/:‘)OWU ()
mate duze mate duze
stadko stadko stadko stadko
24, tydzien odchowu
H:L 0,65 0,59 0,62 0,62 0,02 NS NS NS
Estradiol (pmol/l) 783,91 763,66 476,64 465,82 70,34 | <0,05 NS NS
Progesteron 0,46 B 531 A 0,548 026 B 0,61 <0,01 <0,05 <0,0]
(nmol/l)
Ds (ng/ml) 10,67 a 9,68 A 16,41 Bb 677 A 1.07 NS <0,01 <0,01
<
Osteokalcyna 0,52 a 0.94b 0.76 084 b 0,06 NS 0,05 <0,05
(ng/ml)
64. tydzien odchowu
H:L 0,65 0,69 0,70 0,64 0,05 NS NS NS
Fosfor (mmol/l) 1,120 a 1,338 1,532 1,726 b 0,08 <0,05 NS <0,05
Waph (mmol/l) 4,13 Aa 439bc | 434ac 4,60Bb 0,05 <0,05 <0,01 <0,01

a,b — wartosci oznaczone réznymi literami réznig sie miedzy sobq istotnie (p<0,05)
A,B — warto$ci oznaczone réznymi literami rdznig sie miedzy sobg wysoko istotnie (p<0,01)
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W 24. tygodniu do$wiadczenia obserwowano wiekszy poziom fosfatazy zasadowej oraz wita-
miny D3 u kur rasy Leghorn w poréwnaniu z kurami rasy Sussex przy p<0,01. Wptyw wielkosci
stadka odnotowano jedynie w przypadku poziomu fosfatazy zasadowej we krwi 24-tygodnio-
wych kur przy p<0,01. W tym okresie odchowu stwierdzono takze interakcje czynnikdw do-
Swiadczalnych iich wptyw na poziom: fosfatazy zasadowej (p<0,01), fosforu, wapnia, witaminy
Ds, osteokalcyny i klacytoniny (p<0,05).

W 64. tygodniu odchowu stwierdzono wyzszy poziom estradiolu we krwi kur rasy Sussex
w poréwnaniu zrasg Leghorn (p<0,01). Z kolei, poziom adrenaliny i noradrenaliny byt wyzszy we
krwi kur rasy Leghorn w poréwnaniu z rasq Sussex przy p<0,05. W 64. tygodniu doswiadczenia
odnotowano takze wptyw wielkosci stadka na poziom kortykosteronu i adrenaliny w przypadku
kur rasy Leghorn przy p<0,05. Odchdw tejrasy w wiekszej grupie miat stresujgcy wptyw na ptaki
doswiadczalne.

Obserwowano takze interakcje czynnikéw doswiadczalnych (rasa x wielko$¢ stadka) i jej
wptyw na poziom we krwi estradiolu, kortykosteronu, adrenaliny przy p<0,01 oraz noradrenaliny
przy p<0,05.

Tab. 2. Wyniki analizy krwi kur rasy Sussex i Leghorn.

Wyszczegdlnienie Grupa SEM Rasa Stadko | AxB

Sussex Leghorn (A) (B)

mate duze mate duze

stadko stadko stadko stadko

24, tydzien odchowu
Fosfataza zasadowa | 306,25 A 316,63 A 317,88 A 545,60 B 28,73 <0,01 <0,01 <0,01
(U/L)
Fosfor (mmol/l) 1,904 a 1,328 b 1,726 1,636 0,09 NS NS <0,05
Wapn (mmol/l) 5,248 a 4,510 b 4,822 4,672 b 0,10 NS NS <0,05
Dz (ng/ml) 8,18 a 11,91 ac 36,55b 29,80 bc 4,02 <0,01 NS <0,05
Osteokalcyna 0,39 a 0,53 0,51 0,77 b 0,06 NS NS <0,05
(ng/ml)
Kalcytonina (pg/ml) | 8,95 a 1,37 b 1,27 b 3,19 1,18 NS NS <0,05
64. tydzien odchowu

Adrenalina (pg/ml) 544,80 A 650,40 A 701,33 A 2170,314B | 219,62 | <0,05 <0,05 <0,01
Noradrenalina 168,00 2537 a 124,14 208,99 b 29,12 | <0,05 NS <0,05
(pa/ml)
Kortykosteron 16,40 b 14,72 8,15 Aa 22,42 B 1,63 NS <0,05 <0,01
(ng/ml)
Estradiol (pmol/l) 722,46 A 503,68 227,92 B 233,96 B 67,56 | <0,01 NS <0,01

a.b — wartoci oznaczone réznymi literami réznig sie miedzy sobq istotnie (p<0,05)
AB —wartosci oznaczone roznymi literami réznig sie miedzy sobg wysoko istotnie (p<0,01)

Oznaczenia zawartosci kortyzolu wykazaty wyzszg jego koncentracje we krwi cielgt
w obu grupach wiekowych, a takze u kréw wykazujgcych zachowania stereotypowe. Ozna-
czenia zawarto$ci dopaminy u cielgt wykazaty wyzszg (p<0,05) koncentracje w grupie cielgt
wykazujgcych zachowania stereotypowe. W grupie ponizej 2 miesiecy w stosunku do kontroli
zawarto$¢ ta byta o 24% wyzsza, natomiast w grupie powyzej 2 miesiecy réznica ta wynosita az
76%. Ponadto, w grupie tej stwierdzono wzrost koncentracji dopaminy wraz z wiekiem cielgt.
W przypadku zawartosci dopaminy u kréw stwierdzono statystycznie, istotnie wyzszg zawartosé
W grupie, wykazujgcej zachowanie stereotypowe w postaci rolowania jezyka. Oznaczenia zo-
wartosci serotoniny u cielgt ponizej 2. miesigca zycia wykazaty istotnie (p<0,05) wyzszy jej po-
ziom w grupie wykazujqcej stereotypie, natomiast u cielgt powyzej 2. miesigca stwierdzono
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nieco wyzszg koncentracje w grupie kontrolnej. W przypadku kréw najnizszg koncentracje se-
rotoniny stwierdzono w grupie wykazujgcej stereotypie w postaci rolowania jezyka, a najwyzszq
w przypadku kréw obdajajgcych inne krowy, byto to odpowiednio: 92121 1118 ng/ml. W grupie
kontrolnej koncentracja serotoniny wynosita 993 ng/ml. Przeprowadzone badania wykazaty
istotny wptyw wystepowania zachowan stereotypowych zaréwno u kréw jak i cielgt na zawar-
tos¢ kortyzolu i dopaminy we krwi, natomiast nie stwierdzono wptywu na koncentracje seroto-
niny.

W doswiadczeniu na prosietach stwierdzono brak istotnych réznic pomiedzy osobnikami
z poszczegdlnych grup. Zardwno przebywanie w srodowisku ubogim w bodzce, jak rowniez
obsada, nie miaty istotnego wptywu na wahania w stezeniu kortyzolu. Zazwyczaj uwaza sie, ze
niewtasciwe lub ubogie warunki bytowania zwierzgt majg kluczowe znaczenie dla wystepo-
wania u nich frustracji i stresu. Badania naukowe dotyczgce fizjologicznej odpowiedzi organi-
zmu nie sq jednak jednoznaczne w tym zakresie.

Tab. 3. Stezenie kortyzolu w surowicy krwi prosigt w zaleznosci od wzbogacenia srodowiska i dnia odsadzenia.

Wyszczegdlnienie Grupa SEM p-value
28. dzieh 28. dzieh 35. dzien 35. dzieh

wzbogacony standard wzbogacony standard

Kortyzol (ug/100 ml) 28,10 25,55 26,85 27,16 1,32 0,987
Tab. 4. Stezenie kortyzolu w surowicy krwi prosigt w zaleznosci od wzbogacenia srodowiska i obsady.
Wyszczegdlnienie Grupa SEM | obsada | wzbogacony | (AxB)
(A) (B)
10 szt./kojec 14 szt./kojec
wzbogacony | standard | wzbogacony | standard

Kortyzol (ug/100 ml) 29,42 28,70 27,12 25,55 0,96 | 0,186 0,569 0,831

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 przeprowadzonych w 2020 roku byto okreslenie wptywu dodatku do paszy
mieszanki zidét o dziataniu immunostymulujgcym (gr. ll) oraz kwasu askorbinowego (gr. lll) na
status zdrowotny kur rasy Rhode Island Red (R-11) w chowie ekologicznym.

Materiat doswiadczalny stanowity jednodniowe piskleta rasy Rhode Island Red (R-11)
pochodzgce od kur niesnych ekologicznych w ogdlnejliczbie 252 sztuk. Ptaki byty utrzymywane
zgodnie z zatozeniami rolnictwa ekologicznego. W kazdej grupie doswiadczalnej 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 jqj
wylegowych. Podczas do$wiadczenia kontrolowano wyniki produkcyjne kur R-11, zdrowotno$é
niosek (m.in. parametry biochemiczne i morfologiczne krwi) oraz joko$¢ jaj. Ponadto, prze-
prowadzono ocene legdw doswiadczalnych, a takze okreSlono warto$¢ biologiczng piskigt.

Wykazano statystyczne réznice pomiedzy grupami doswiadczalnymi w okresie od 25. do
28. tygodnia zycia w przypadku masy jaja. Masa jaj od kur z grupy | (grupa kontrolna — kury RIR
utrzymywane zgodnie z zatozeniami rolnictwa ekologicznego) byta wieksza o 1,3 g w po-
réwnaniu do jaj kur z grupy Il przy p<0,05. Statystycznie istotne rdznice stwierdzono réwniez
w barwie z6ttka, ktére najintensywniej zabarwione byto w grupie Il, natomiast zottko w grupie |
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byto najjasniejsze przy p<0,01. Jaja z grupy | cechowaty sie najnizszg wagqg zottka — 15,95 g
w porédwnaniu z pozostatymi dwoma grupami, dla ktérych ta warto$é¢ wynosita odpowiednio
16,78 g i17,28 g (p<0,01). Indeks ksztattu dla jaj z grupy | byt najnizszy i statystycznie istotny
w poréwnaniu z pozostatymi grupami (p<0,05). Najwiekszg Sredniq wytrzymatos$e skorupy jaj
(50,11 N) odnotowano w grupie | (p<0,05), rbwnoczesnie skorupy tych jaj byty najgrubsze (0,315
um) (p<0,01), a jaja cechowaty sie najwiekszg gestoscig skorupy (87,97 mg/cm?2) (p<0,05).
W zbttkach jaj z grupy | odnotowano nizszy poziom witaminy E w poréwnaniu z jajami z grupy I
i lll przy p<0,05. Stwierdzono réznice w poziomie kwasu linolowego (C:18-2) pomiedzy grupg lill
a lll odpowiednio przy p<0,01 i p<0,05, linolenowego (C:18-3) oraz arachidonowego (C:20-4)
pomiedzy grupqg | a lll przy p<0,05. W zdbttkach jaj z grupy | i Il odnotowano wyzszy poziom
kwasdw PUFA oraz PUFA-6 w stosunku do grupy Il odpowiednio przy 0<0,01 i p<0,05. W z6ttkach
jaj z grupy | stwierdzono réwniez wiekszg o 0,51% zawarto$¢ kwasdéw PUFA-3 w poréwnaniu
z z6ttkami jaj z grupy Il przy p<0,05. Odnotowano takze réznice w zottkach jaj w PUFA/SFA
pomiedzy grupg | a lll (p<0,01) oraz Il a lll (p<0,05). Pomiedzy grupami nie stwierdzono
statystycznie istotnych réznic w sredniej zawartosci suchej masy (SM), popiotu surowego (PS),
ttuszczu surowego (TS) oraz Sredniej zawartosci kwasdw ttuszczowych w woreczkach
z6ttkowych pisklgt, a takze w poziomie hematokrytu, hemoglobiny, erytrocytéw, leukocytéw
oraz stosunku H:L.

Pozostate, zebrane wyniki badahn sg obecnie zestawiane i poddawane analizie
statystycznej, a pobrane od ptakdédw prébki krwi zostaty przekazane do laboratoridw do
dalszych analiz.

Podsumowujgc dotychczas opracowane wyniki, dodatek do paszy mieszanki ziét oraz
kwasu askorbinowego miat wptyw na jakos¢ jaj. Jaja od kur z grup doswiadczalnych charak-
teryzowaty sie intensywniejszg barwqg oraz wiekszg masqg zéttka, gorszg jakoscig skorupy jaj oraz
wiekszg zawartosciq witaminy E w zéttkach jaj. Dodatek do diety kur kwasu askorbinowego
wptynat rdwniez na nizszy poziom w zéttkach jaj PUFA, PUFA-6 oraz PUFA-3 w poréwnaniu
z drugq grupg doswiadczalng oraz kontrolng.

Tab. 1. Jakos¢ jaj kur rasy Rhode Island Red.

Wyszczegodlnienie Grupa
| Il

Barwa skorupy (%) 38,75 42,75 41,45

Masa jaja (g) 56,37 57,87 57,51 0.447
Wysokosé biatka (mm) 9,25 8,96 8,68 0,147
Jednostki Haugha (JH) 96,17 94,62 93,29 0.764
Plamy krwawe (%) 0,00 0,00 0,00 0,000
Plamy miesne (%) 0,10 0,00 0.00 0,023
Kolor z6ttka (pkt) 4,45 A 6,158 5,60 B 0,190
Masa z6ttka (g) 1595 A 16,78 B 17,28 B 0,144
Grubosé skorupy (um) 0,315B 0,287 A 0,308 B 0,003
Masa skorupy (g) 6,56 6,38 6,43 0,044
Gestosé skorupy (mg/cm?) 87,97 b 85,68 a 86,82 ab 0,450
Indeks ksztattu (%) 76,89 a 77,40 ab 7885b 0,350
Wytrzymatosé (N) 50,11 b 4121 a 44,72 ab 1,410

a, b —wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie istotnie dla p<0,05
A, B - wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie istotnie dla p<0,01
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Tab. 2. Srednia zawarto$é cholesterolu, witaminy A oraz E w 76ttkach jaj.

Wyszczegdblnienie Grupa

Cholesterol (mg/g) 13,88 13,08 13,25 0,25
Witamina A (ug/g) 4,23 3,88 3,70 0,11
Witamina E (vg/g) 116,05 a 187,30 b 202,35 b 15,91

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)

Tab. 3. Srednia zawarto$é kwasdw ttuszczowych w zéttkach jaj.

Wyszczegdlnienie Grupa SEM
| I I

cl4 0.29 0.28 0,31 0,01
clé 25,41 25,79 263,39 0,37
cl6-1 2,23 2,29 2,77 0,13
cl18 8.29 8,68 9.09 0,77
c18-1 42,95 42,68 45,14 0,67
c18-2 15,80 A 15,38 a 11,97 Bb 0,66
gamal8-3 0,15 0,17 0,14 0,01
c20 0,00 0,00 0,01 0,003
c18-3 1,09 a 1,06 ab 0.77 b 0,06
c22 0,13 0,13 0,09 0,02
c20-4 2,25a 2,19 ab 2,04 b 0,04
c22-1 0,06 0,09 0,12 0,01
Epa 0,008 0,008 0,005 0,003
Dha 1.36 1.27 1.16 0,04
SFA 34,12 34,89 35,90 0,51
UFA 65,88 65,12 64,10 0,51
MUFA 45,24 45,05 48,03 0,70
PUFA 20,65 A 20,06 a 16,08 Bb 0,77
PUFA-6 18,20A 17,73 a 14,14 Bb 0,69
PUFA-3 2,45 a 2,33 1,94 b 0,10
DFA 74,17 73.79 73.19 0,38
UFA/SFA 1,94 1,88 1,79 0,04
MUFA/SFA 1,33 1,30 1,34 0,03
PUFA/SFA 0.61 A 0,58 a 0,45 Bb 0,03
PUFA 6/3 7,44 7.70 7,31 0,14

a, b —wartoéci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniqg sie statystycznie istotnie dla p<0,05
A, B —wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie istotnie dla p<0,01
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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

Materiatem badawczym w realizowanym zadaniu byty jaja stad rodzicielskich trzech ras/ro-
doéw gesi: ges Biata Kotudzka®, ges kielecka i stowacka. Z kazdej grupy genetycznej (rasa/rédd)
gesi, bedgcych w jednakowym wieku, pobrano jaja do doswiadczalnej inkubacii (trzy powtd-
rzenia). Ogdétem, doswiadczalnej inkubacji, poddano 840 jaj gesich. Utworzono siedem grup
doé$wiadczalnych.

W 2018 roku, w okresie od kwietnia do czerwca, przeprowadzono iniekcje witaming C
(Acidum ascorbicum, 100 mg/ml, TEVA, Krakdéw), a w kolejnym roku witaming E (Tocopheroli
acetas, 300 j.m./ml, Vitaminum E HASCO-LEK, Wroctaw).

Gasieta z ostatniego, iniekowanego naktadu w 2018 i 2019 roku (10 szt. z kazdej grupy
dos$wiadczalnej), wstawiono do odchowu, ktérego celem byto okreslenie wptywu iniekciji
in ovo witaming C i E na wskazniki uzytkowoscii wartoscirzeznej doswiadczalnych grup ptakdw.
Przeprowadzono 17-tygodniowe odchowy gesi (konwencjonalny fucz owsiany). Uzyskane
w 2018 i 2019 roku wyniki wskaznikdw wylegu, masy ciata, pomiaréw zoometrycznych, masy
tuszki i wydajnosci rzeznej wykazano w sprawozdaniu rocznym za w/w lata.

W 2020 roku dokonano finalizacji zatozonych badan i kontynuowano analize cech fizycz-
nych miesa gesi odchowywanych w 2019 roku.

W tym celu przeprowadzono ocene, obejmujgcaq:

— wyciek termiczny (WT) (mieénie piersiowe i n6g),

— parametry tekstury miesa: surowego - sita ciecia (F2) néz ptaski i po obrébce termicznej —
sita ciecia (F2) néz ptaski oraz sita (F2) gryzienia (miesnie piersiowe i nég),

- zawartos¢ wody w miesie (miesnie piersiowe i ndg).

Fot. 1. Analizator tekstury TAXT plus firmy Stable Micro Systems wraz z przystawkq - tzw. uchwyty szczekowe
Volodkievich'a - do okreslenia sity gryzienia (L. Lewko).
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Fot. 2 . Zestaw nozy (przystawki Warner-Bratzlera wyposazone w ndz ptasko Sciety oraz z trojkgtnym wycieciem) wraz
ze stolikiem pomocniczym wykorzystywane do pomiaru sity ciecia (L. Lewko).

Wyciek termiczny oznaczono za pomocg metody Honikiel (1998), a zawarto$¢ wody zba-
dano zgodnie z PN-ISO 1442:2000. Mieso i przetwory miesne — Oznaczanie zawarto$ci wody
(metoda odwotawcza). Zasadg tej metody jest doktadne wymieszanie probki z piaskiem i wy-
suszenie do statej masy w temperaturze 103°C; £ 2°C.

W celu okreslenia wybranych parametréow tekstury, po 24 godzinach od uboju, ze schto-
dzonych tuszek z miesnia piersiowego powierzchownego (musculus pectoralis superficialis)
i z mie$ni uda pobrano probki o wymiarach przekroju 1 x 1 cm i dtugosci 1,5 cm wzdtuz widkien
miesniowych (Honikiel, 1998). Sposréd pobranych prébek 2/3 poddano obrébce termicznej
poprzez gotowanie préb w hermetycznie zamknietych woreczkach foliowych (strunowych),
zanurzonych w wodzie o temperaturze 80°C przez 40 minut pod przykryciem. Po ostudzeniu
probki schtodzono, umieszczajgce je na 24 godziny w chtodziarce. Badania tekstury miesa gesi
zardwno surowego, jak i po obrdbce cieplnej, wykonywano na prébkach schtodzonych do
tfemperatury +4°C. Pomiaru instrumentalnego dokonano za pomocg analizatora tekstury TAXT
plus (Stable Micro Systems) wraz z odpowiednimi przystawkami. Prébki miesa surowego i po
obrébce cieplnej poddano ocenie sity ciecia z wykorzystaniem zestawu nozy Warner-Bratzlera
(WB) ostrza ptaskiego (NP), ktérego predkose przesuwu podczas testu wynosita 1,5 mm/s. Zmie-
rzono site kohcowq (F2) — niezbednq do przeciecia catej ocenianej prébki miesa. Natomiast
po obrébce cieplnej zmierzono takze za pomocq uchwytu szczekowego Volodkievich'a, przy
predkosci przesuwu 2,00 mm/s, site niezbednq do catkowitego przegryzienia (F2) probki miesa.
Dla wszystkich pomiardw liczebnosé préb wynosita 10 (n=10) dla kazdej grupy genetycznei.

Ponadto, wszystkie uzyskane wyniki w latach 20182019, sktadajgce sie na ocene wskaz-
nikdw wylegowosci, wybranych parametrow uzytkowosci, cech rzeznych i jakosci miesa gesi
z uwzglednieniem pochodzenia genetycznego ptakdw, rodzaju zastosowanej witaminy oraz
jej dawki i okresu inkubacji w czasie iniekcji opracowano statystycznie za pomocqg programu
Statistica 10 (StatSoft, 2006). Obliczono srednie arytmetyczne (x), odchylenie standardowe (SD)
i wspotczynnik zmiennosci (v). W celu okreslenia istotnosci réznic miedzy srednimi dla grup za-
stosowano test Duncana. Réznice uznano za statystycznie istotne na poziomie p<0,05. Przepro-
wadzono ponadto trzy i czteroczynnikowqg analize wariancji z uwzglednieniem interakcji. Istot-
nos$¢ wptywu kazdego zrédta zmiennosci oceniono testem F-Snedecora.

Wyciek termiczny miesni piersiowych samcoéw réznit sie nieznacznie we wszystkich gru-
pach do$wiadczalnych i w ocenie tgcznej wynosit od 35,45 (K1) do 36,47% (D2-E15), a wspot-
czynnik zmienno$ci nie przekraczat 50. W grupie doswiadczalnej iniekowanej witaming E
w dawce 15 mg/jajo w 13. dniu inkubacji (D1-E15) miesnie piersiowe samcdw gesi Biatej Ko-
tudzkiej® (BK) wyrdzniaty sie najnizszg wartosciq tego parametru (34,20%), a gesi stowackie (St)
najwyzszqg, uksztattowang na poziomie 37,00%. Odwrotng sytuacje zaobserwowano w grupie
kontrolnej pozytywnej 2 (K2), iniekowanej solq fizjologiczng w 20. dniu inkubaciji — miednie pier-
siowe samcoéw BK cechowat najwyzszy wyciek termiczny (36,81%) a najnizszy, srednioo 1,16 p.p
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miesnie piersiowe samcow St (35,65%). Z kolei, zawartos¢ wody w ocenie tqcznej, ksztattowata
sie w przedziale od 71,49 (D2-E30) do 72,39% (KO).

W przypadku miesni piersiowych samic najwiekszg wartos¢ wycieku termicznego dla gesi
BK odnotowano w grupie D1-E15 (37,49%), dla gesi kieleckiej (Ki) w grupie K2 (37,65%), a dla
samic gesi St w grupie KO (37,31%). W ocenie tqcznej parametr ten miescit sie w zakresie od
35,60 (K1) do 37,26% (D1-E15), a wspdtczynnik zmiennosci nie przekraczat 3,7. Z kolei zawartosé
wody w ocenie tgcznej uksztattowata sie na wyréwnanym poziomie, osiggajgc wartosci od
72,07 (K2) do 72,71% (D2-E30).

Miesnie gesi BK, Ki oraz w ocenie tgcznej pochodzgce z grupy iniekowanej solq fizjolo-
giczng w 20. dniu inkubacji (K2) charakteryzowaty sie najwiekszym wyciekiem termicznym wy-
noszgcym odpowiednio 36,97; 36,85 i 36,61%. Najnizszg natomiast warto$cig tego parametru
odznaczaty sie miesnie ptakdw z grupy iniekowanej solg fizjologiczng w 13. dniu inkubaciji (K1)
— 35,53%. Wartos¢ wspdtczynnika zmiennosci w ocenie tqcznej nie przekroczyta 4,3. Z kolei,
w przypadku zawartosci wody, w ocenie tqcznej ksztattowata sie ona w przedziale od 71,95
(D1-E30i K2) do 72,40% (KO).

Wielkos¢ wycieku termicznego w mie$niach ndg samcdw miescita sie w zakresie od 28,74
(D1-E5) do 30,36% (KO) dla gesi BK; od 27,72 (D2-E30) do 31,00% (K1) odnosnie gesi Kii od 28,35
(K2) do 31,44% (D2-E15) w przypadku gesi St. Wartos¢ tego parametru w przypadku miesni ndg
samic byta wieksza i miescita sie dla gesi BK w przedziale od 33,30 (D2-E30) do 34,46% (D1-E15),
dla gesi Kiod 32,98 (K1) do 34,46% (K2) i dla gesi St od 32,92 (D1-E30) do 35,16% (KO). W ocenie
tgcznej wspodtczynnik zmiennosci nie przekraczat 7,1 — mie$nie ndg samcdw i 6,2 — miesnie ndg
samic, a udziat wody 72,33% (samce) i 73,04% (samice).

W ocenie tgcznej (samce + samice) najwiekszg warto$cig wycieku termicznego wyrdz-
niaty sie miesnie ptakdw z grupy kontrolnej, niepoddanej iniekcji (KO) — 32,16%, a najnizszqg
z grupy iniekowanej witaming E w dawce 30 mg/jajo w 20 dniu. inkubacji (31,20%). Wspotczyn-
nik zmiennosci nie przekraczat 6,2. Nie wykazano réznic statystycznie istotnych. Z kolei zawar-
tos¢ wody w miesniach réznita sie nieznacznie we wszystkich grupach doswiadczalnych i wy-
niosta od 72,13 (D2-E15) do 72,39% (D1-E15). Wykazano réznice statystycznie istotne (p<0,05).

Sita niezbedna do przeciecia nozem ptaskim surowego miesnia piersiowego byta w po-
szczegdlnych grupach doswiadczalnych bardzo zréznicowana. W przypadku samcdw wyno-
sita ona od 51,87 (D1-E15) do 86,27 N (KO) — BK; od 54,61 (K2) do 86,16 N (D2-E15) —Kii od 45,24
(D2-E15) do 85,51 N (K1) = St. Z kolei dla samic wartosci te ksztattowaty sie w przedziale od 27,50
(K1) do 45,88 N (KO) — BK; od 36,51 (K2) do 57,53 N (D1-E15) — Kii od 34,59 (D2-E15) do 47,29 N
(K2) — St. Réznice potwierdzono statystycznie p<0,05. Z grupy doswiadczalnej ptakdw K1 —inie-
kowanych solg fizjologiczng w 13. dniu inkubacji, pochodzity miesnie piersiowe samcdw, ktdére
po obrébce termicznej w ocenie tgcznej wymagaty uzycia najwiekszej sity zarbwno w przy-
padku noza ptaskiego (58,48 N) jak i z tréjkgtnym wycieciem (43,63 N). Z kolei w grupie do-
Swiadczalnej ptakdw iniekowanych witaming E w dawce 30 mg/jajo w 13. dniu inkubacji do
przeciecia w/w miesni wykazano uzycie najmniejszej sity wynoszgcej 52,84 N (ndz ptaski)
i35,15N (uchwyt szczekowy Volodkievich'a). Z tej samej grupy do$wiadczalnej pochodzity
miesnie piersiowe samic o najwiekszej kruchosci (36,49 N) w przeciwienstwie do grupy kontrol-
nej KO, ktéra cechowata sie miesniami najbardziej twardymi (44,07 N). W ocenie tgcznej
(samce + samice), sita niezbedna do przeciecia nozem ptaskim surowych miesni gesi réznig-
cych sie pochodzeniem z poszczegdinych grup do$wiadczalnych, miescita sie w przedziale od
51,09 (D2-E15) do 59,48 N (KO). Wiekszej sity, srednio o 15,26 N, uzyto do przeciecia miesni po
obrébce termicznej nozem ptaskim (54,92 N) anizeli nozem z trojkgtnym wycieciem (39,66 N).
Wspdtczynnik zmiennosci nie przekraczat 36,7.

Do ciecia surowych miesni ndg samcow niezbedna byta wieksza (p<0,05) sita anizeli mie-
$ni samic. W przypadku samcdéw byta ona bardzo zréznicowana i ksztattowata sie w zakresie
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od 47,91 (BK/D2-E30) do 133,6 N (St/D2-E15), a samic od 39,64 (Ki/D2-E15) do 87,77 N (St/D1-
E15). Analizujgc wartosci sity niezbednej do ciecia miesni ndg samcdw po obrdbce termicznej
stwierdzono, iz byta ona najwieksza w grupie gesi po iniekcji witaming E w dawce 30 mg/jajo
w 20. dniu inkubaciji (58,80 N-BK), a najnizsza dla miesni nég gesi Ki pochodzgcych z grupy kon-
tfrolnej (KO) — niepoddanej iniekcji (37,66 N). W przypadku miesni udowych samic najbardziej
kruchymi okazaty sie miesnie pochodzgce z grupy kontrolnej (KO) — niepoddanej iniekcii, 1j. Ki
(45,40 N) i St (45,10 N). Najwiekszej sity nalezato uzy¢ w przypadku miesni samic BK z grupy kon-
trolnej K1 (iniekcja solq fizjologiczng w 13. dniu inkubaciji). Z kolei, w przypadku ciecia nozem
tréjkatnym, sita F2 przyjmowata wartosci od 25,08 (BK/K2) do 48,63 N (Ki/D1-E30) w przypadku
samcow i od 27,17 (Ki/KO) do 49,75 N (Ki/D2-E30) odnoénie samic.

W ocenie tgcznej sita niezbedna do przeciecia surowych miesni udowych zawierata sie
w granicach od 66,13 (D1-E30) do 78,55 N (K2). Wspdtczynnik zmiennosci nie przekraczat 51,0.
Wykazano réznice statystycznie istotne (p<0,05). Z kolei w przypadku miesni udowych podda-
nych obrébce termicznej sita niezbedna do przeciecia miesni w ocenie tqcznej miescita sie
w przedziale od 46,66 (KO) do 53,42 N (K1), a wartosci sity niezbednej do przegryzienia ksztatto-
waty sie od 34,54 (K2) do 37,59 N (D2-E30). Wspodtczynnik zmiennosci nie przekraczat 43,5. Wy-
kazano réznice statystycznie istotne (p<0,05).

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 gtéwnym realizowanego zadania byto okredlenie wptywu podania ekstraktu pytku
pszczelego metodq in ovo na rozwdj i jakos¢ pisklgt oraz wyniki produkcyjne brojlerow.

W ramach zadania zredlizowano trzy cele badawcze:

1. Okreslenie wptywu manipulaciji in ovo na tempo i przebieg klucia oraz jakos¢ wylezonych
pisklgt (Doswiadczenie 1);

2. Okredlenie najbardziej efektywnych dawek pytku pszczelego w formie ekstraktu metodg
in ovo na podstawie wynikdw wylegowosci, analizy parametrdw biochemicznych krwi
pisklgt oraz wynikdw produkcyjnych kurczgt brojlerow (Doswiadczenie 2);

3. Okreslenie wptywu suplementacji ekstraktem z pytku pszczelego i roztworem weglowo-
danowym metodgq in ovo na status energetyczny, rozwdj uktadu pokarmowego u pisklgt
oraz wyniki produkcyjne kurczgt brojlerdw przy standardowym oraz opdznionym dostepie
do paszy (Doswiadczenie 3).

Zatozenia metodyczne:

Badania zostaty przeprowadzone na jajach wylegowych pochodzgcych od stada rodziciel-
skiego zestawu Ross 308 w wieku 38 tygodni. Jaja inkubowano w aparatach legowych typu
HEKA 1500 oraz Fest Mini IV, w temperaturze 37,8°C i wilgotnosci wzglednej 55% (doby 1.-18.),
a po przektadzie jaj do koszy klujnikowych w temperaturze 37,2°C i wilgotnosci wzglednej 65%
(doby 19.-21.). Wszystkie jaja prze$wietlono w 7. i 18. dobie, odrzucajgc jaja niezaptodnione,
uszkodzone lub zawierajgce zamarte zarodki. Wybrakowane jaja podczas $wietlenia oraz po-
zostate w koszach klunikowych po wylegu zostaty poddane ocenie embriopatologiczne.
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Ocene odpadu powylegowego przeprowadzono w oparciu o nastepujgce cechy: dzien za-
marcia zarodka, wady utozenia zarodka w jaju, stopieh wciggniecia woreczka zé6ttkowego do
jamy ciata, ewentualne wady morfologiczne oraz pozostatosci wod ptodowych po 18. dobie
inkubaciji. W do$wiadczeniu 2. i 3. wylezone piskleta po seksowaniu (50% ¢ i 50% 3) zostaty prze-
znaczone do odchowu w okresie od 1. do 42. dnia zycia.

Doswiadczenie 1.

Doswiadczenie wykonano na 612 jajach wylegowych. W 18. dobie inkubacji jaja z zywymi
zarodkami podzielono losowo na cztery rownoliczne grupy. Jaja z grup | i Il fraktowano jako
kontrolne i dlatego nie podawano im roztworu soli fizjologicznej. W pozostatych grupach
dos$wiadczalnych (llli1V) zostata przeprowadzona ,,reczna’” iniekcja in ovo 500 ul 0,9% roztworu
NaCl (Gilbert, Francja) do komory powietrznej jaja (lll) i ptynu owodniowego zarodka (IV).
Manipulacija zostata przeprowadzona przez otwér w skorupie o & ok. 1 mm przy uzyciu igty 21G
od strony komory powietrznej jaja, po wczesniejszym zdezynfekowaniu powierzchni skorupy
70% roztworem etanolu. Po przeprowadzonej iniekcji otwér zostat zalepiony tasmaq Parafim®,
a jaja przeniesiono do koszy klujnikowych, w celu kontynuaciji legu. Czas wylegu rejestrowano
pomiedzy 18,5. a 21. dobq inkubacji (444-504 h) w interwatach czasowych wynoszgcych
12 godzin. W tym czasie monitorowano tempo naklucia wewnetrznego (IP) i zewnetrznego (EP)
oraz moment wyklucia (H). Wszystkie wyklute piskleta zostaty poddane ocenie jakosci przez
dwdch ocenigjgcych. Wykorzystano nastepujgce parametry: mase wylegowq, punktacje
Tona i dtugos$¢ pisklecia. Ewaluacja punktowa zostata wykonana zgodnie z metodykg
opracowanq przez Tona et al., 2003a z oceng aktywnosci ruchowej, wygladu zewnetrznego
i pozostato$ci bton. Cechy te oceniane byty zgodnie z ich znaczeniem w skali od 0-100
punktowej. Wymiary pisklgt oznaczono poprzez pomiar dtugosci od czubka dzioba do kohca
srodkowego palca nogi.

Doswiadczenie 2.

Doswiadczenie wykonano na 1740 jajach wylegowych. W 18. dniu inkubacji joja zwazono
i prze$wietlono, aby wyeliminowac jaja niezaptodnione i zawierajgce zamarte zarodki. Jaja
z zywymi zarodkami podzielono losowo na piec réwnolicznych grup: (1) grupa kontrolna (sél
fiziologicznal), (2, 3i4) grupy z réznymi stezeniami ekstraktu pytku pszczelego - 1,5%, 2,5% i 5,0%.
Do ostatniej grupy podano roztwér weglowodanowy (5). Na podstawie wynikdw doswiadcze-
nia 1., manipulacja zostata przeprowadzona do komory powietrznej jaja. W dniu wylegu zywe
piskleta zwazono indywidualnie i obliczono srednig mase ciata oraz okreslono wylegowosé (%)
z jaj natozonych dla kazdej z grup. Jako$¢ nowowyklutych piskigt oceniano na podstawie wy-
glgdu zewnetrznego ptakdw za pomocg 100-punktowej skali. Dtugos¢ pisklgt oznaczono po-
przez pomiar od czubka dzioba do kohca srodkowego palca nogi. Wszystkie jaja niewyklute
zostaty objete analizg embriopatologiczng. Z kazdej grupy doswiadczalnej, od 10 losowo wy-
branych ptakdw, pobrano prébki krwi w celu oznaczenia poziomu biatka ogdinego, choleste-
rolu catkowitego, HDL, LDL, glukozy, mocznika, kwasu moczowego i transaminaz. W 1., 7. i 42.
dniu zycia z kazdej grupy doswiadczalnej od 5 losowo wybranych ptakdw, po wczesniejszej
dekapitacii, pobrano do analizy probki tkanek i narzgddw: miesniowej prawego uda oraz wag-
troby. Po zarejestrowaniu wynikéw, tkanki zamrozono w ciektym azocie. Oznaczenie zawartosci
glikogenu w watrobie i miesniach przeprowadzono w Dziale Analityki Laboratoryjnej Instytutu
Zootechniki PIB w Aleksandrowicach przy wykorzystaniu metody antronowej wedtug Rasouli
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iin. (2015) oraz Chun&Yin (1998). W trakcie doswiadczenia, we wszystkich powtdrzeniach okre-
Slono mase ciataw 1., 21., 35.i1 42. dniu zycia, kontrolowano pobieranie paszy oraz liczbe sztuk
padtych. Na podstawie zebranych danych doswiadczalnych obliczono podstawowe wskaz-
niki produkcyjne. Po zakohczonym odchowie na podstawie uzyskanych wynikdw produkcyj-
nych kurczgt brojlerow zostat obliczony dla kazdej grupy doswiadczalnej europejski wskaznik
wydajnosci (EWW). Ponadto, schtodzone tuszki poddano uproszczonej andalizie rzeznej, a na-
stepnie wyliczono m.in. wydajnos$¢ rzezng oraz procentowy udziat miesni, ttuszczu i podrobdw
w tuszce.

Doswiadczenie 3.

Doswiadczenie wykonano na 494 jajach wylegowych. Jaja wazono indywidualnie, a $rednia
masa wynosita 61,4 g (miedzy 60,3 a 63,4 g). W 18. dniu inkubaciji jaja zwazono i przeswietlono,
aby wyeliminowac jaja niezaptodnione i zawierajgce zamarte zarodki. Na podstawie wynikow
dos$wiadczenia 2. wybrano dawke pytku pszczelego w koncentracji 1,5%. Jaja z zywymi zarod-
kami podzielono losowo na cztery réwnoliczne grupy: grupa 1 — brak iniekcji + zywienie stan-
dardowe; grupa 2 — iniekcja in ovo 1,5% pytku pszczelego + zywienie opdznione; grupa 3 —
iniekcja in ovo roztworem weglowodanowym + zywienie opdznione i grupa 4 — brak iniekcji +
zywienie opdznione. Wszystkie ptaki z grup doswiadczalnych w trakcie odchowu miaty jedna-
kowo staty dostep do poidet w wodg. Dalsze procedury zwigzane ze wskaznikami doswiad-
czalnymi w dniu wylegu (ocena jakosci pisklgt), w trakcie odchowu (parametry produkcyjne
i analiza rzezna), zostaty przeprowadzone zgodnie z metodykg zawartg w doswiadczeniu 2.
Preparaty histologiczne wykonano w Zaktadzie Zywienia Zwierzgt i Paszoznawstwa Instytutu
Zootechniki PIB w Aleksandrowicach. Po uboju, w 42. dniu odchowu, do analizy histologicznej
jelita cienkiego, wybrano 5 ptakdéw z kazdej grupy o masie ciata zblizonej do Sredniej dla grupy.
Prébki pobierano z punktu srodkowego dwunastnicy po 3 odcinki dwucentymetrowe. W sumie
pobrano 60 prébek (4 grupy x 3 fragmenty x 5 ptakdw). Przy uzyciu systemu przetwarzania ob-
razu okreslono: wysokos¢ kosmkdw, szerokose i gtebokose krypt oraz grubos$é warstwy miesnio-
wej jelita cienkiego.

Syntetyczny opis wynikow:

W doswiadczeniu 1. zaobserwowano, ze przeprowadzenie zabiegdw doswiadczalnych nie za-
burzyto tempa klucia wewnetrznego. W drugim okresie klucia, fzw. zewnetrznym, uzyskano ten-
dencje do opdznionego klucia zewnetrznego w grupie jaj z iniekcjg do ptynu owodniowego
(grupa 4). Proces nakluwania skorupy jaja w grupie 4 trwat dtuzej srednio o 7 h (grupa 2), 5h
(grupa 1) 12,5 h (grupa 3) przy P<0,01. Przecietna dtugos¢ inkubacii byta statystycznie wysoko
istotnie krétsza w grupie 2. Piskleta ze wspomnianej grupy kluty sie szybciej srednio o 6 h, w po-
réwnaniu z pozostatymi grupami. Analizujgc caty przebieg legu zaobserwowano, ze przepro-
wadzenie iniekcjiin ovo (grupa 3i4) wydtuzyto proces klucia, natomiast sama dehermetyzacja
skorupy wyraznie go skrécita (grupa 2). Rezultaty inkubaciji pod wzgledem wylegowosci jaj na-
tozonych, jaj zaptodnionych oraz po zastosowaniu zabiegdw doswiadczalnych (dehermetyza-
cja jaj oraz iniekcja in ovo) nie wykazaty statystycznie istotnych réznic. Jak wynika z przeprowa-
dzonej analizy embripatologiczne] najwyzszy wskaznik standw patologicznych wystepowat
W grupie, w ktérej przeprowadzono iniekcje do ptynu owodniowego. W grupie tej zaobserwo-
wano réwniez wyzszy odsetek wystepowania zaburzehn zwigzanych z retrakcjq woreczka z6tt-
kowego. Sposrdd wszystkich grup badawczych, punktowo najwyzszg warto$¢ odnotowano we
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wszystkich grupach, w ktérych przeprowadzono zaréwno iniekcje in ovo jak i samg deherme-
tyzacje skorupy. Analizujgc wszystkie cechy jaokosciowe tgcznie, nalezy stwierdzi¢, iz najnizszg
jakoscig charakteryzowaty sie piskleta z grupy kontrolnej (lbez manipulacii in ovo).

W dos$wiadczeniu 2. najnizszy odsetek pisklgt wyklutych zaobserwowano w grupie 4 (2,5%
pytku pszczelego), a najwyzszy w grupie 2 (1,5% pytku pszczelego). Réznica pomiedzy wspomi-
nanymi grupami wynosita 33,3% przy P<0,05. Po zastosowaniu iniekcji in ovo 1,5% ekstraktu pytku
pszczelego i roztworu weglowodanowego zanotowano najwyzszg Srednig mase ciata w od-
niesieniu do innych dawek ekstraktu. Zastosowane czynniki doswiadczalne nie wptynety na
sume punktdw ,Tona score”, natomiast piskleta z grupy 2. byty dtuzsze srednio 0 0,4 cm w po-
réwnaniu z grupq kontrolng. Analizujgc caty okres odchowu stwierdzono wyraznie pozytywny
wptyw podania iniekcji in ovo roztworu weglowodandw na uzyskane parametry odchowu.
W grupie tej otrzymano najkorzystniejsze wyniki w zakresie przyrostdw masy ciata i zuzycia pa-
szy. Wprowadzenie czynnika doswiadczalnego w postaci ekstraktu pytku pszczelego zmienito
takze stezenie wybranych wskaznikéw biochemicznych we krwi pobranej od kurczgt w 7. dniu
zycia. We wszystkich grupach, w ktérych zastosowano iniekcje in ovo, zaobserwowano istotny
statystycznie nizszy poziom biatka ogdinego, cholesterolu, cholesterolu HDL i LDL, a takze mocz-
nika w odniesieniu do grupy kontrolnej. Jednoczeénie podanie roztworu weglowodandw in ovo
dwukrotnie zwiekszyto aktywnos$& ALP i AST w pordwnaniu z innymi grupami. lloéciowe oznacze-
nie glikogenu w waqtrobie i miesniach brojleréw w 42. dniu odchowu nie potwierdzito dtugo-
frwatego oddziatywania iniekcjiin ovo pytku pszczelego.

W doéwiadczeniu 3. wydtuzenie czasu oczekiwania na pasze dla pisklgt do 36 godzin po
wylegu, skutkowato wolniejszym przyrostem masy ciata w pierwszym okresie odchowu (1.-21.
dzien zycia). W pierwszym tygodniu kurczeta osiggnety wyzszg mase ciata w grupie ze standar-
dowym dostepem do paszy o 21% (grupa 2.), 50% (grupa 3.) oraz 18% (grupa 4.) przy P<0,01.
Najkorzystniejsze wskazniki w pierwszym okresie odchowu, sposérdéd grup kurczat z opdznionym
dostepem do paszy, otrzymano w grupie bez iniekcji (grupa 2.) lub w grupie, ktérej podano
roztwér weglowodanowy metodq in ovo. Zastosowanie opdznionego zywienia nie wptyneto
istotnie statystycznie na udziat mieéni piersiowych i nég w odniesieniu do grupy kontrolnej. Nqj-
wyzszg wydajnos¢ rzeznq z podrobami odnotowano w grupie z wydtuzonym okresem gtodo-
wym/bez iniekcji (grupa 2.), a réznica pomiedzy tg grupqg i grupaq, ktdéra otrzymata ekstrakt
pytku pszczelego (grupa 3.) wyniosta 10,6% i byta statystycznie istotna (P<0,01). Wysoko istotne
(P<0,01) zwiekszenie udziatu podrobdéw odnotowano jedynie w przypadku kurczgt, u ktdérych
przeprowadzono iniekcje in ovo pytku pszczelego i zastosowano opdznione zywienie powyle-
gowe (grupa 3.). W przypadku zotqgdka i serca, grupy iniekowane (grupa 3.1 4.) charakteryzo-
watty sie wyzszym udziatem tych podrobdw w poréwnaniu z grupami kontrolnymi (grupa 1.i2.).
Ocena morfometryczna odcinka jelita cienkiego nie wykazata wptywu opdznionego dostepu
do paszy na wysokos¢ i powierzchnie kosmkdw jelitowych u 42-dniowych brojleréw. Istotne ob-
nizenie tych parametrow odnotowano jedynie w przypadku kurczgt, ktérym podano roztwor
weglowodanowy w 18 dobie inkubaciji, zardbwno w przypadku skrocenia wysokosci kosmkow
oraz zmniegjszenia catej ich powierzchni.

Podsumowanie :

1. Przeprowadzenie iniekcji in ovo 500 ul 0,9% NaCl w 18. dobie inkubacji do komory
powietrznej lub ptynu owodniowego wydtuzyto proces klucia, natomiast sama
dehermetyzacja skorupy wyraznie go skrécita (doswiadczenie 1.).

2. Najwyzszy odsetek standw patologicznych i zaburzeh zwigzanych z retrakcjg woreczka
76ttkowego odnotowano w odpadzie powylegowym grupy, w ktérej przeprowadzono
iniekcje in ovo do ptynu owodniowego zarodka (doswiadczenie 1.).
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3. 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
(do$wiadczenie 2.).

4. Nie zaobserwowano dtugotrwatego dziatania ekstraktu pytku pszczelego podawanego
w formie iniekcji in ovo na mase ciata kurczgt, zwtaszcza w drugim okresie odchowu
(do$wiadczenie 2.).

5. Podanie ekstraktu pytku pszczelego w 18. dobie inkubacji wptywa na wybrane wskazniki
biochemiczne w surowicy kurczagt, zwtaszcza w 7. dniu zycia (do$wiadczenie 2.).

6. Opdzniony dostep piskigt po wylegu do paszy (36 h) skutkowat spowolnieniem ich wzrostu,
w efekcie czego kurczeta te miaty nizsze przyrosty w pierwszym etapie odchowu (od 1.-
21.dnia zycia). W drugim etapie odchowu masa ciata kurczgt byta wyrdwnana
(do$wiadczenie 3.).

7. Iniekcja in ovo ekstraktem pytku pszczelego lub roztworem weglowodanowym nie
rekompensuje okresu bez dostepu do paszy u pisklat (doswiadczenie 3.).

8. Podsumowujgc, mozna stwierdzi¢, ze zastosowanie ekstraktu pytku pszczelego w iniekciji
in ovo moze stanowi¢ skuteczng metode poprawy jakosci jednodniowych pisklgt.

Fot. 1. Iniekcja in ovo (J. Pawtowskal). Fot. 2. Piskleta jednodniowe (J. Pawtowska).

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 byto okreslenie czestotliwosci wystepowania i nasilenia miopatii i wad miesa
U szybko i wolno rosngcych kurczagt rzeznych oraz zbadanie mikrostruktury i fizykochemicznych
i sensorycznych wtasciwosci obarczonych nimi miesni, a takze skorelowanie ich z przyrostami
masy ciata, umiesnieniem i ottuszczeniem ciata ptakow.

Celem etapu byto okredlenie wptywu nasilenia miopatii white stripping (biatych smug)
na mikrostrukture miesni piersiowych kurczgt.

Materiat doswiadczalny stanowity miesnie piersiowe powierzchniowe (pectoralis superfi-
cialis) szybko rosngcych kurczgt Ross 308 odchowywanych do 42. dnia zycia.
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Po zakohczonym odchowie wybrano do uboju 100 kurczgt w celu okredlenia czestotliwo-
sci wystepowania miopatii white stripping (biatych smug). Od kurczgt tych, natychmiast po
uboju, pobrano prébki miesnia piersiowego powierzchniowego (pectoralis superficialis) w celu
przeprowadzenia badan histologicznych. Prébki miesni, zblizone ksztattem do prostopadto-
sciandw o wysokosci ok. 3 cm i podstawie ok. 0,5 cm?2 wycinano réwnolegle do przebiegu wté-
kien miesniowych i mrozono w ciektym azocie. Do czasu analiz prébki przechowywano w za-
mrazarce w temp. -87°C.

Ocenione pod kagtem defektu white stripping miesnie piersiowe kurczgt przydzielono do
grup w zaleznosci od braku lub obecnosci te] wady z uwzglednieniem stopnia jej nasilenia.
Grupe | stanowity miesnie normalne, w ktérych nie obserwowano wady, do grup I, i IV przy-
dzielono mieénie o odpowiednio: matym, srednim i duzym jej nasileniu.

Z kazdej grupy miesni szybko rosngcych ptakédw wybrano po 5 reprezentatywnych pré-
bek w celu okredlenia ich histochemicznego profilu. Prébki pocieto w kriostacie (HR-Slee) na
skrawki o grubosci 10 um w temperaturze -25°C i poddano reakcji na wykrywanie dehydroge-
nazy NADPH (diaforazy) metodqg Pearsa oraz reakcji na aktywnosé ATP-azy miozynowej, zgod-
nie z metodykg Brooke i Kaiser (1970) oraz Guth i Samaha (1972). W celu okreslenia ttuszczu
srodmiesniowego przeprowadzono takze barwienie czerwieniqg oleistg (Oil red). Badania zo-
staty przeprowadzone przy uzyciu mikroskopu $wietlnego Nikon E600 oraz programu analizy
obrazu Multi Scan 95.

Badania histochemiczne wykazaty réznice w budowie mikroskopowej miesni piersiowych
kurczgt w zalezno$ci od stopnia nasilenia wady biatych smug. Wraz ze wzrostem nasilenia bia-
tych prgzkdéw w miesniach piersiowych kurczgt nastepowat wzrost czestotliwosci wystepowa-
nia zmian miopatycznych. W obrazie mikroskopowym, w miesniach o najwiekszym nasileniu
omawianej wady (grupa V), obserwowano czeste zwyrodnienie wtdkien miesniowych, prze-
rost tkanki tgcznej prowadzgcy do zwtdknienia miesnia oraz nagromadzenie ziaren ttuszczu
srddmiesniowego.
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Badania histochemiczne potwierdzity wyniki przeprowadzonej analizy sktadu chemicz-
nego. Najwyzszg zawartosciq ttuszczu surowego charakteryzowaty sie miesnie z grupy IV, przy
potwierdzonych statystycznie réznicach pomiedzy nimi, a miesniami z grupy | i ll. Wraz z nasila-
niem sie wady biatych smug obnizeniu ulegat natomiast udziat biatka ogdinego.

W kolejnym etapie badan, wyodrebnione grupy miesni piersiowych kurczgt, zostang
poddane dalszej charakterystyce pod wzgledem mikrostruktury, a uzyskane wyniki zostang sko-
relowane z pozostatymi fizykochemicznymi cechami mieéni kurczgt, a takze z ich przyrostami
masy ciata, umiesnieniem i ottuszczeniem przy robwnoczesnym uwzglednieniu genetycznego
pochodzenia ptakdw. Uzyskane wyniki przyczyniq sie do pogtebienia wiedzy na temat podtoza
oraz przyczyn wystepowania miopatiii wad miesa u szybko i wolno rosngcych kurczgt rzeznych.

Zaklad Hodowli Owiec i K6z

p.o. Kierownika: dr hab. Aldona Kawecka, prof. IZ PIB

Zadanie 01-13-03-11
Charakterystyka zréznicowania genetycznego matej populacji na przyktadzie
rodzimej rasy kéz karpackich

Kierownik zadania: dr hab. Aldona Kawecka, prof. IZ PIB

Realizacja zadania uwzglednia cele szczegdtowe:

— Analiza struktury genetycznej populacji o matej liczebnosci na przyktadzie kéz karpackich.
— Wykorzystanie polimorfizmu biatek mleka koziego w ocenie przydatnosci technologicznej
i dietetycznej surowca.

W okresie sprawozdawczym, do utworzonej wczesniej aplikacji bazodanowej, zostaty
wprowadzone dane dotyczgce kdz karpackich. Uaktualniona baza danych zawierata infor-
macje o 330 kozach i 72 koztach. W 2020 roku wprowadzono dane dotyczgce kolejnych 94 kéz
oraz 11 koztdw. Aplikacja umozliwia wyszukiwanie informacji o zwierzetach wraz z filtrowaniem,
edycje i dodawanie nowych zwierzgt i hodowcéw oraz generowanie ,,Swiadectwa wpisu do
ksigg”. ,Swiadectwa” dla kéz wprowadzonych do ksigg w 2020 roku, w wyniku wyboru licen-
cyjnego, byty generowane w nowej aplikacji.

Réwnolegle do tych zadan przeprowadzono analize polimorfizmu sekwencji mikrosateli-
tarnych rodzimej rasy kéz karpackich. Wykorzystujgc 14 markerdw zalecanych przez ISAG do
kontroli pochodzenia kéz, przeprowadzono analizy i oszacowano parametry, m.in. heterozy-
gotycznose, indeks stopnia polimorfizmu czy wspdtczynnik Wrighta. Uzyskane wyniki postuzg do
analizy struktury genetycznej populacji kéz karpackich.
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Fot. 1. Koza karpacka (M. Pasternak).

Tab. 1. Parametry struktury genetycznej w analizowanych loci.

LOCUS Ho He PIC PE1 PE2 FIS
RSP23 0,812 0,851 0,834 0,539 0,704 0,045
ILSTS87 0,726 0,754 0714 0,354 0,531 0,036
INRAO63 0,407 0,422 0,394 0,094 0,239 0,029
SRCRSP8 0,627 0,703 0,662 0,305 0,479 0,108
OARFCB20 0,670 0,676 0,622 0,258 0,424 0,009
MAFé65 0,677 0,762 0,739 0,397 0,581 0,111
MCM527 0,641 0,683 0,648 0,285 0,467 0,059
CSRD247 0,737 0,752 0,715 0,358 0,536 0,019
INRAOOS 0.791 0,843 0.825 0,521 0,688 0,063
ILSTS19 0,716 0,761 0.728 0.375 0,554 0,059
ILSTS008 0,595 0,569 0,517 0.178 0,331 -0,045
INRAOOS 0,620 0,659 0,601 0,237 0,398 0,059
SRCRSP5 0,684 0,780 0,746 0,395 0,573 0,122
INRAO23 0,698 0,722 0,69 0,337 0,518 0,033

Ho — heterozygotycznos¢ obserwowana, He — heterozygotyczno$é oczekiwana, PIC —indeks stopnia polimorfizmu,
PE — prawdopodobienstwo wykluczenia, Fis — wspdtczynnik Wrighta

W ramach oceny polimorfizmu gendw biatek mleka koziego, prébki DNA 294 kdz réznych
ras (karpackich, anglonubijskich, alpejskich i bezrasowych), poddano analizie genetycznej ge-
néw CSNI1ST i CSN2. W przypadku genu CSN1S1 zaprojektowano rézne pary starterdw do se-
kwencjonowania fragmentu genu, obejmujgcego odcinek infronu 8 do infronu 11. Dzieki tej
metodzie zaobserwowano na zelu agarozowym 10 réznych wariantéw genotypowych, po-
wstatych wskutek roznej kombinacji wariantéw allelicznych. Wariant alleliczny, opisany jako D |-
(orak deleciji, brak insercji), zwigzany jest wg danych literaturowych z allelami CSN1ST1A
i CSN1S101, wariant D-I+ (brak delecji, obecnos¢ insercji) zwigzany jest z allelami CSN1S1B
i CSNI1STE, wariant D+l+ (obecno$¢ deleciji i insercji) zwigzany jest z CSN1S1F, a wariantu D+l-
(obecnosé¢ delecji, brak insercji) nie powigzano jeszcze z zadnym konkretnym allelem. W naj-
blizszym czasie planowana jest weryfikacja niektérych otrzymanych wariantéw genotypo-
wych.
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Ryc. 1. Analiza RFLP z enzymem Xmnl fragmentu genu CSN1S1, wybrane warianty; M — marker; P — niepociety
produkt PCR; 1 — wariant D-I+ / D-I-; 2 - wariant D+l- / D-I+; 3 — wariant D-I- / D-I-; 4 - wariant D+I- / D-I-.

W przypadku genu CSN2 zastosowano metode genotypowania z uzyciem aparatu real-
time PCR i znakowanych sond TagMan MGB. Zaprojektowano zestawy sond i starteréw do
frzech pozycjiw genie: AJ011018:9.8915C>T, AJO11018:9.8561delA oraz kodonu A177V; w przy-
padku AJO11018:9.8915C>T, wystepowanie T powigzano z niekorzystnym allelem 01; w przy-
padku AJO11018:9.8561delA, delecja nukleotydu A zostata powigzana z wystepowaniem nie-
korzystnego allelu 0.

W kwestii kodonu 177, wystepowanie nukleotydu T (GTA) powigzano z allelem C, a nu-
kleotydu C (GCA) z allelami A1, E, 0i0'. W badanej grupie kdz wszystkie osobniki byty homozy-
gotami CC w pozycji AJ011018:9.8915 i homozygotami AA w pozycji AJ011018:9.8561 (brak
delecji), co wyklucza w badanej populacji obecnos¢ alleli 01 i 0. Zaobserwowano zmiennose.
55,4% kdz byto homozygotami TT (genotyp CSN2 C/C), 34,5% kéz byto heterozygotami CT (ge-
notyp CSN2 C/i, gdzie i = inny allel), a tylko 10,1% osobnikdw byto homozygotami CC (genotyp
CSN2 i/i). Wyniki wymagajqg jeszcze potwierdzenia sekwencjonowaniem, co jest planowane
w najblizszym czasie.

Ryc. 2. Genotypowanie metodq dyskryminaciji alleli dla kodonu 177; czerwone kropki — homozygoty TT; niebieskie
kropki — homozygoty CC; zielone kropki — heterozygoty CT.
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W celu oceny mozliwosci produkcyjnych kéz karpackich, utrzymywane w ZD IZ PIB
Odrzechowa sp. z 0.0. kozy, poddano indywidualnej kontroli mlecznosci, podczas ktérej
pobierane sqg préby mleka do analiz podstawowego sktadu i liczby komdrek somatycznych.
W ostatnim etapie prac planowane jest znalezienie zwiqzku miedzy polimorfizmem kazein
a wydajnosciqg i sktadem mleka kéz.

Zadanie 01-14-04-11
Wykorzystanie biatka réznych gatunkéw owaddw w zywieniu krolikow

Kierownik zadania: prof. dr hab. Dorota Kowalska

Celem prowadzonych badan byto wskazanie mozliwosci wykorzystania w zywieniu krolikdw
miesnych nowego materiatu paszowego, jakim sqg mqgczki z bezkregowcodw, okreslenie ich
wptywu na walory prozdrowotne miesa krdliczego oraz préba ich wykorzystania jako substytutu
dla poekstrakcyjnej sruty sojowe.

Metody badawcze:

Materiat doswiadczalny stanowity kréliki rasy nowozelandzkiej biatej, pochodzgce z fermy
nalezgcej do Instytutu Zootechniki PIB w Aleksandrowicach, w ilosci 112 sztuk podzielonych na
4 grupy po 28 sztuk w kazdej. Badania prowadzono w okresie od odsadzenia mtodych kréliczgt
od matek w 35. dniu zycia do 90. dnia zycia. Na potrzeby doswiadczenia sporzgdzono cztery
mieszanki paszowe — kontrolng (K) i trzy dosSwiadczalne: z 5% udziatem suszonych larw
jedwabnika morwowego (A), z 5% udziatem suszonych larw maqcznika mtynarka (B) i z 5%
udziatem larw drewnojada. W grupach doswiadczalnych, oprdécz mqgczki z larw owaddw,
w miejsce poekstrakcyjnej sruty sojowej wprowadzono tubin biaty w ilosci 5% dawki
pokarmowej. Kréliczeta zywiono ad libitum.

W gotowych mieszankach paszowych przeprowadzono analize podstawowaq,
oznaczenie zawarto$ci wybranych aminokwasdw i kwasdw ttuszczowych. W celu oceny
wynikéw produkcyjnych zostaty okreslone: indywidualne masy ciata krélikdw w wieku 35 i 90
dni, procent upadkdw za caty okres tuczu i zuzycie paszy na 1 kg przyrostu.

Po zakonhczeniu odchowu doswiadczalnego (w wieku 90 dni), zwierzeta po 24-godzinnej
gtoddwce, poddawano ubojowi (10 sztuk w grupie).

Pozyskane tuszki, po wczesniejszym podzieleniu na trzy czesci (czes¢ przednia — ciecie
prowadzone na wysokosci ostatniego zebra, comber — ciecie na wysokosci ostatniego kregu
ledzwiowego, cze$¢ tylna — obejmujgca nogi wraz z czesciq krzyzowq), poddano dysekciji.
W tuszce okreslono zawarto$é miesni, ttuszczu i kosci.

Cechy chemiczne miesa kréliczego oznaczano w prdobkach miesa o masie 50 g,
pochodzgcych z udzca - cze$¢ tylna (m. biceps femoris) i combra — miesnia najdtuzszego
ledzwi (m. longissimus lumborum). Oznaczono poziom aminokwaséw, kwaséw ttuszczowych
i cholesterolu catkowitego, kolagenu, witamin A i E, oceniono réwniez stopien oksydacii.

Badaniom poddano réwniez zawartos¢ jelita grubego oznaczajgce ilo$¢ lotnych kwasdw
ftuszczowych.
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Wyniki:

Diety zastosowane w prowadzonych badaniach byty poréwnywalne pod wzgledem biatka
surowego, przy nieco wyzszej zawartosci ttuszczu surowego w grupach doswiadczalnych, nie
stwierdzono natomiast réznic w zawartosci NDF, ADF i ADL (Tab. 1.). Poréwnywalna byta
réwniez zawartos¢ aminokwasdw.

Tab. 1. Analiza podstawowa granulatéw z poszczegdlnych grup (%).

K A B C
Sucha masa 89.43 89,46 89,01 89,82
Tluszcz surowy 3,30 4,71 4,76 5,21
Popidt surowy 7,57 6,32 6,44 6,40
Biatko ogdlne 16,30 16,36 15,83 16,01
Wtékno surowe 9,27 10,41 10,26 10,08
NDF 23,27 24,43 24,37 24,29
ADF 11,93 12,81 13,20 12,43
ADL 2,71 2,92 2,69 2,76

Zastosowanie 5% dodatku mqgczek z owaddw zmodyfikowato profil FA lipiddw w diecie.
Catkowita warto$¢ SFA byta najwyzsza w diecie A, B i C, podobnie ksztattowata sie zawartosé
kwasu oleinowego (C18: 1 n-9), podczas gdy kwas linolowy (C18: 2 n-6) i PUFA dominowaty
w profilu FA diety K. Najwiecej kwasdw z rodziny PUFAN-3 stwierdzono w grupie doswiadczalnej
A z 5% dodatkiem mqgczki z larw jedwabnika morwowego (Tab. 2.).

Tab. 2. Zawartos¢ wybranych kwaséw ttuszczowych w mieszankach paszowych (g/100 g wszystkich oznaczonych

kwasow).
K A B C
c8:0 0,00 0,004 0,002 0.83
C10:0 0,00 0,00 0,00 0,03
C12:0 0,00 0,00 0,00 0,00
C14:0 0.21 0.21 0.91 0.64
C16:0 14,39 17,10 15,57 22,38
C1é6:1 0,34 0,55 0,78 0,47
C18:0 2,11 3,43 2,27 4,46
c18:1 20,92 29,46 28,07 27.10
C18:2 48,20 32,48 41,78 31,59
Gamma 18:3 0,06 0,01 0,01 0,07
C:20 0,13 0,24 0,23 0,27
C18:3 13,05 15,70 9.76 8.56
C22:0 0,00 0,00 0,00 0,00
C20-4 0,06 0,24 0,02 0,04
C22-1 0,07 0,13 0.21 0,18
EPA 0,02 0,05 0,05 0,05
DHA 0,44 0.36 0,34 0.35
SFA 16,84 21,02 19,00 28,61
UFA 83,16 78,98 81,00 71,39
MUFA 21,33 30,14 29,05 27,74
PUFA 61,83 48,84 51,95 43,65
PUFA-6 48,32 32,73 41,80 34,70
PUFA-3 13,51 16,11 10,14 8,96
DFA 85,27 82,41 83,27 75,85
UFA/SFA 4,94 3,76 4,26 2,50
MUFA/SFA 1,27 1,43 1,53 0,97
PUFA/SFA 3,67 2,32 2,73 1,53
PUFA/6/3 3,58 2,03 4,12 2,87
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W badaniach prowadzonych na krélikach wykazano, ze przy wyrbwnanej, poczgtkowej
masie ciata (752,4-765,4 g) w 90. dniu zycia zwierzgt istotne rdznice (p<0,05) stwierdzono po-
miedzy grupg K a grupami doswiadczalnymi A i B oraz miedzy grupg C a pozostatymi. Masa
tuszki cieptej z gtowq byta najwyzsza w grupie A i B, a istotne réznice wystgpity pomiedzy gru-
pami A, B a Ki C oraz miedzy K a C (Tab. 3.). Masa miesni w tuszce byta najwyzsza w grupach
A i B, aréznice pomiedzy grupami A i B a K i C okazaty sie istotne na poziomie (p<0,05). Nie
stwierdzono statystycznie potwierdzonych réznic pomiedzy grupami w ilosci ttuszczu pachwi-
nowego, topatkowego i okotonerkowego oraz w wykorzystaniu paszy na 1 kg przyrostu masy
ciata. Wydajnos¢ rzezna byta zréznicowana w grupach. Najwyzszqg stwierdzono w grupie skar-
mianej paszqg z dodatkiem mqgczki z jedwabnika morwowego. Pomiedzy grupami KiC a AiB
stwierdzono istotno$¢ na poziomie p<0,05. Upadki na poziomie 10,7% (3 sztuki) stwierdzono je-
dynie w grupie C, skarmianej paszg z dodatkiem maqczki z larw drewnojada. U zwierzgt wystqg-
pita ostra biegunka.

Tab. 3. Masa ciata w 35. i 90. dniu zycia kroliczat (g), masa tuszki, miesa i ttuszczu (g), wydajnos¢ rzezna(%) oraz
wykorzystanie paszy na 1 kg przyrostu masy ciata (kg) (n=10).

K A B C
ciata w 35. dniu zycia 752,4+9,60 762,5+6,64 759,9+7,21 765,4+6,84 0,628
ciata w 90. dniu zycia 2462,7+21,2¢ 2700,3+29,3 2634,2+27,62P 2325,2426,51¢ 0,001
tuszki cieptej z glowqg 1251,2+18,4¢ 1562,3+26,1p 1486,5+£19,52° 1152,7+16,42¢ 0,002
miesni w tuszce 928,5+24,1a 1218,5£32,20 1186,1£21,120 869,2%11,41¢ 0,006
tluszczu pachwinowego 4,72+0,84 4,68+0,49 4,21+0,40 4,22+0,21 0,722
ttuszczu tlopatkowego 11,801,111 10,63+0,61 11,38+0,82 10,21+0,52 0,253
ttuszczu okotonerkowego 15,22+1,41 16,12+1,98 15,32+1,38 15,38+1,43 0,101
Wykorzystanie paszy 3,892+0,52 3,956+0,29 3,802+0,25 3,7960,26 0,021
WR 50,80+6,58 57,865,420 56,43+5,26> 49,57+4,28 0,458

Wartosci oznaczone réznymi literami w wierszach rdznig sie statystycznie istotnie a, b, ¢ - P<0,05.

Analiza podstawowa miesa kréliczego (sucha masa, popidt catkowity, biatko ogdine,
ttuszcz surowy) wykazata statystycznie potwierdzone réznice zardwno w miesniach tylnej nogi,
jak i combra pomiedzy badanymi grupami w zawartosci suchej masy i ttuszczu surowego.
Istotne réznice w zawartodci suchej masy na poziomie p<0,05 stwierdzono w miesniach tylnej
nogi pomiedzy grupami B i C, a w mieéniach combra pomiedzy grupqg K a pozostatymi.
W miesniach tylnej nogi najwiecej ttuszczu surowego stwierdzono w grupie B i K, najmniej w A
i C. Réznice te okazaty sie statystycznie istotne na poziomie p<0,05. Najwiecej ttuszczu
surowego w miesniach combra stwierdzono w grupie K. Pomiedzy tg grupg a pozostatymi
stwierdzono réznice na poziomie p<0,05.

Najwiekszy, cho¢ niepotwierdzony statystycznie udziat biatka, oznaczono w mieéniach
combra wszystkich grup doswiadczalnych, w mie$niach tylnej nogi poziom biatka byt
wyréwnany we wszystkich grupach.

Najnizsze wartosci TBARS po 14 dniach zamrazalniczego przechowywania miesa tylnej
nogi krélikdw stwierdzono w grupie C, najwyzsze w grupie K. Pomiedzy grupami K i A
a pozostatymi stwierdzono istotno$¢ na poziomie p<0,05. Po 90 dniach zamrazalniczego
przechowywania miesa tylnej nogi najnizsza wartos¢ dotyczyta grupy A, najwyzsza grupy K. Nie
stwierdzono statystycznie potwierdzonych réznic w zawartosci kolagenu oraz witaminy E
pomiedzy badanymi grupami. Natomiast najwyzszy poziom witaminy A stwierdzono w grupie
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kontrolnej. Pomiedzy grupg K a C réznica ksztattowata sie na poziomie p <0,05. Najnizszy
poziom cholesterolu wystgpit w grupie K, najwyzszy w C. Rdznica ta zostata potwierdzona
statystycznie (p<0,05).

Istothe réznice (p<0,05) po 14 dniach zamrazalniczego przechowywania miesni combra
stwierdzono dla wskaznika TBARS pomiedzy grupg C a pozostatymi, po 90 dniach wartosci te
byty wyréwnane. Najnizszg warto$¢ cholesterolu stwierdzono w grupie C. Pomiedzy tq grupg
a grupami K i A réznice zostaty potwierdzone statystycznie (p<0,05). Nie stwierdzono natomiast
réznic w zawartosci kolagenu, witaminy A'i E.

Suma aminokwaséw egzogennych w miesniach tylnej nogi byta najnizsza w grupie C,
gdzie kréliki byty skarmiane mieszankqg paszowq z dodatkiem magczki z larw drewnojada.
Pomiedzy grupg C a pozostatymi stwierdzono statystycznie potwierdzone réznice na poziomie
pP<0,05. W mieé$niach combra suma aminokwaséw egzogennych byta najwyzsza w grupie Ki B.
Pomiedzy tymi grupami a grupg A stwierdzono réznice na poziomie p<0,05.

Dodatek do paszy dla krélikdéw magczek z larw owaddw wptyngt na profil kwaséw ttusz-
czowych. Zarébwno w miesniach tylnej nogi, jak i combra, wykazano istotne rdznice (p<0,05)
w odniesieniu do zawartosci kwasu linolenowego (C18:3n-3) i EPA pomiedzy grupg A a pozo-
statymi, co wptyneto na istotny wzrost ilosci kwasdw rodziny PUFAN-3 i najnizszy stosunek kwa-
séw PUFAN-6/n-3. We wszystkich grupach doswiadczalnych, zaréwno w miesniach tylnej nogi
jak i combra, stwierdzono nizszy poziom kwasdw SFA. W miesniach combra wartosci te zostaty
potwierdzone statystycznie na poziomie p<0,05 pomiedzy grupqg K a pozostatymi. W obydwu
miesniach w grupach doswiadczalnych w stosunku do kontrolnej istotnie wzrosta réwniez za-
warto$¢ kwaséw UFA. W grupach A i C w obydwu badanych miesniach istotnie wzrosta ilos¢
kwasdw DFA o dziataniu hipocholesterolemicznym, zmniejszajgcych wchtanianie choleste-
rolu.

W tresci jelita grubego krélikdw oznaczono lotne kwasy ttuszczowe. Pomiedzy grupami
nie stwierdzono réznic w ilosci kwasu octowego i izomastowego. Najwiecej kwasu propiono-
wego stwierdzono w grupie kontrolnej, a réznica pomiedzy grupami K, Ai B a C zostata po-
twierdzona statystycznie na poziomie p<0,05. Podobnie najwyzsza ilo$¢ kwasu mastowego i izo-
walerianowego dotyczyta grupy K i byta istotnie wyzsza w stosunku do wszystkich grup do-
Swiadczalnych. Najmniej kwasu walerianowego stwierdzono w grupie C, otrzymujgcej 5% do-
datek mqgczki z larw drewnojada. Pomiedzy grupg C a Ki A stwierdzono istotno$¢ na poziomie
p<0,05. Istotne réznice w ilosci tego kwasu stwierdzono réwniez pomiedzy grupami K a A i B
(p<0,05). Ogdlna suma lotnych kwasdw ttuszczowych byta najwieksza w grupie kontrolnej, naj-
nizsza w grupie doswiadczalnej C. Réznice, zarbwno miedzy grupg K a pozostatymi, jak i po-
miedzy grupg C a pozostatymi zostaty potwierdzone statystycznie na poziomie p=<0,05.

Podsumowanie wynikoéw badanh:

Na podstawie uzyskanych wynikdw badan stwierdzono, ze krélikom w mieszankach paszowych
mozna podawaé mqgczki z larw owaddw mgcznika mtynarka i jedwabnika morwowego w ilosci
5% dawki pokarmowej, bez wptywu na ich zdrowotnos¢ i jakos$¢ pozyskanego miesa. Mozliwe
jest réwniez zastgpienie soi mieszankg mqgczek z tych owaddw i tubinem biatym. Koniecznym
wydaije sie wyjasnienie negatywnego wptywu 5% dodatku mqgczki z drewnojada na wyniki pro-
dukcyjne krolikdw. Wyniki badan wtasnych wykazaty bowiem, ze kréliki z tej grupy uzyskaty naj-
nizszg mase ciata i tym samym wydajnos¢ rzezng. Trudno jednoznacznie odpowiedzie¢ na py-
tanie, co byto powodem tak niskich przyrostdw, tym bardziej ze pomiedzy grupami nie stwier-
dzono istotnosci w zuzyciu paszy na 1 kg przyrostu masy ciata. Poczgtkowo niektdrzy naukowcy
zajmujqgcy sie zywieniem wyrazali obawy, ze przeszkodg we wprowadzeniu owaddw do zywie-
nia zwierzgt moze by¢ stosunkowo wysoki udziat w nich chityny. Zalezy on w duzym stopniu od
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gatunku oraz fazy rozwoju owaddw. Na przyktad w mgczce ze $wierszcza polnego zawartosé
chityny moze wynosi¢ nawet do 8,7%. Powszechnie przyjmuije sie, ze chityna nie jest trawiona
przez zwierzeta monogastryczne, jak iryby. Jednak na podstawie badan naukowych stwier-
dzono, ze ten zwigzek chemiczny nie wykazuje efektu cytotoksycznego in vitro, jest fizjologicz-
nie obojetny, biodegradowalny, ma wtasciwosci antybakteryjne oraz wykazuje powinowac-
two do biatek. Dlatego tez niskich przyrostow krélikdw w grupie C nie mozna wigzacé z iloscig
chityny w larwach drewnojada. MoZliwe, ze odpowiedzialna za ten fakt moze by ilos¢ hormo-
noéw juwenilnych zwigzkdéw o strukturze terpenoidu wytwarzanych przez ciata przylegte owa-
doéw. Niestety w literaturze faktu nie spotkano sie z badaniami moggcymi dac¢ konkretne wyja-
Snienie.

Zadanie 04-14-02-11
Opracowanie nowego typu klatek dla krélikdw 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 badan zostanie opracowana technologia chowu dostoso-
wana do nowych wymogodw UE zapewniajgcych krélikom mozliwos¢ dostepu do wybiegdw
i terenéw zielonych.

Grupy doswiadczalne:

Grupy doswiadczalne (kojec):
— Grupa 0. - kojec o wymiarach 60x80 cm (6 samic)
— Grupa 1. - kojec o wymiarach 120x80 cm (é samic)

Grupy doswiadczalne (klatki):
— Grupa 0. - klatka o wymiarach 60x80 cm (6 samic)

— Grupa 1. -klatka o wymiarach 120x80 cm (6 samic)

Grupy doswiadczalne (system parkowy):
— Grupa | - budka z wybiegiem o pow. 2 m2 (6 samic)

— Grupa ll - kojec ziemny z wybiegiem (6 samic)

Po wykotach samice byty odsadzane, a w dotychczasowym systemie, w kazdej z grup.,
utrzymywana byta odsadzona mtodziez. Pobrano réwniez 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.
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Wykres 1. Poziom ekspresji IL10 we krwi krélikdw w zaleznosci od systemu utrzymania.

Poziom ekspresji IL10 we krwi krolikow w zaleznosci od systemu
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Fot. 1. Rdzne systemy utrzymania krélikéw doswiadczalnych (P. Bielanski).

Zadanie 04-14-03-11
Wartos¢ odzywcza miesa oraz przyswajalnos¢ wapnia z muszli jadalnych slimakéw
Cornu aspersum i Helix pomatia w doswiadczeniach na szczurach

Kierownik zadania: dr hab. Maciej Ligaszewski, prof. IZ PIB

Celem drugiego sezonu badan byta ocena zréznicowania parametréw wartosci odzywczej
miesa dwdch podgatunkdw jadalnego, lgdowego Slimaka szarego (Cornu aspersum), zebra-
nych w wieku $limaka konsumpcyjnego (wiek 0+), w zalezno$ci od gatunku i stopnia infensyw-
nosci chowu. Badania prowadzono na limaku matym szarym (Cornu aspersum aspersum) i §li-
maku duzym szarym (Cornu aspersum maxima). Slimaki z obu tych podgatunkéw utrzymywano
w polowych zagrodach doswiadczalnych, w zageszczeniu standardowym stosowanym w pro-
dukciji fermowej (300 szt. wylegu na 1 m? zagrody) oraz w warunkach chowu infensywnego
(400 szt. na 1 m?). Natomiast, badania winniczkdw (Helix pomatia) jako gatunku dodatkowego,
zostaty przeprowadzone w pierwszym sezonie i przedstawione w ubiegtorocznejinformaciji. Do-
datkowo przedmiotem badan byta ocena zrdznicowania cech morfometrycznych i wydajno-
sci miesnej Slimakdw przy réznej intensywnosci ich chowu.

86



Zakiady Naukowe

Metodg badan byty klasyczne doswiadczenia zywieniowe na szczurach, ktérym w formie
diety doswiadczalnej podawano w zaleznosci od grupy doswiadczalnej zliofilizowane nogi §li-
makow lub worki trzewiowe.

1. System standardowy 2. System intensywny
Powierzchnia 4 m2
Slimak duzy szary
400 szt. wylegu/m?
Powierzchnia 4 m?
Slimak duzy szary
400 szt. wylegu/m?

Powierzchnia 4 m?
Slimak maty szary
300 szt. wylegu/m?
Powierzchnia 4 m?
Slimak duzy szary
300 szt. wylegu/m?

Wyniki:

Tab. 1. Warto$¢ pokarmowa biatka gotowanego miesa slimakdw (worki trzewiowe).

Gatunek Slimaka/chow BV ™D NPU
Maty szary (Cornu aspersum aspersum)/chow intens. 77,64 8B 92,00 71,40 8B
Maty szary (Cornu aspersum aspersum)/chéw standard. 69,90 A 92,19 64,45 A
Duzy szary (Cornu aspersum maxima)/chdw intens. 71,61 A 92,40 66,19 AB
Duzy szary (Cornu aspersum maxima)/chdw standard. 78,55 B 92,11 73.80 B
SEM 2.938 2.721 2.119

A, B —wartosci w kolumnach oznaczone rdznymi literami rézniq sie statystycznie przy P<0.01

Ocena wartosci pokarmowej gotowanego miesa $limakdw z partii nogi (Tab. 2.) wyka-
zata najwyzszg warto$é biologiczng biatka w przypadku slimakdéw obu gatunkdw z chowu stan-
dardowego. BV biatka w miesie z partii nogi §limakédw z chowu intensywnego byta réwniez
bardzo wysoka, jednak nizsza niz z chowu standardowego. Réznice zostaty potwierdzone sta-
tystycznie (P<0.01). Te same prawidtowosci stwierdzono w przypadku wykorzystania biatka
netto (NPU). Strawnos¢ rzeczywista biatka miesa z partii nogi u obu gatunkdw $limaka byta
nieco wyzsza niz w przypadku miesa z partii workdw trzewiowych i osiggneta wyzsze wartosci
w przypadku slimaka matego szarego z obu systemdw chowu, w poréwnaniu ze §limakiem du-
zym szarym. Réznice w TD nie zostaty potwierdzone statystycznie.

Tab. 2. Warto$¢ pokarmowa biatka gotowanego miesa slimakdw (nogi).

Gatunek flimaka/chow BV D NPU
Maty szary (Cornu aspersum aspersum)/chdw intens. 74,32 A 95,70 71,09 A
Maty szary (Cornu aspersum aspersum)/chdw standard. 79,028 95,47 75,43 B
Duzy szary (Cornu aspersum maxima)/chdw intens. 75,67 A 94,80 71,78 A
Duzy szary (Cornu aspersum maxima)/chéw standard. 79,00 B 94,67 74,9 B
SEM 2.391 2.810 2.192

A, B, C —wartoéci w kolumnach oznaczone réznymi literami rdznig sie statystycznie przy P<0.01

Aktualnie tfrwajg analizy profilu aminokwasowego biatka badanych liofilizatéw miesa §li-
makow. Pozwoli to na pordwnanie warto$ci pokarmowej biatka w doswiadczeniu na szczurach
z oceng chemiczng na podstawie sktadu aminokwasowego biatka. Zostanie obliczony wskaz-
nik aminokwasdw egzogennych (Essential amino acid index - EAAI) wg wzorca jaja kurzego
FAO/WHO (1995), wskaznik aminokwasu ograniczajgcego (Chemical Score - CS) Blocka i Mi-
tchella oraz wskaznik aminokwasu ograniczajgcego, skorygowany o strawnos$¢ rzeczywistg,
uzyskang w do$wiadczeniach na szczurach (Protein Digestibility Corrected Amino Acid Score
— PDCAAS).
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Wykres 1. Zestawienie warto$ci pokarmowej biatka miesa Slimakéw z partii nég i workdw trzewiowych.
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Wyniki biometryczne oraz wydajno$¢ miesna slimaka matego, szarego

System standardowy (300 szt./m?2) System intensywny (400 szt./m?2)

Masa ciata (g) 8,38« 8,00
Srednica muszi (mm) 26,29 25,90
Wspdtczynnik kondycii 0,42 0,40
Masa tuszy (g) 6,35¢ 6,55°
Masa nogi (g) 3,4a 3,1p
Masa worka trzewiowego (g) 2,7 2,6

Masa muszi (g) 1,7 1,550
Stosunek masy tuszy do masy ciata (%) 760 76,9
Stosunek massy nogi do masy ciata (%) 40,6 388
Stosunek masy nogi do masy tuszy (%) 53,5 50,4

Wyniki biometryczne oraz wydajno$¢ miesna slimaka duzego, szarego

System standardowy (300 szt./m?2) System intensywny (400 szt./m?2)

Masa ciata (g) 16,94~ 15,58
Srednica muszii (mm) 26,29 31,50
Wspdtczynnik kondycji 0.43 0,40

Masa tuszy (g) 12,94 11,98
Masa nogi (g) 6,5~ 5,98

Masa worka frzewiowego (g) 547 4,98

Masa musZi (g) 3,62~ 3,388
Stosunek masy tuszy do masy ciata (%) 76,15 76,32
Stosunek masy nogi do masy ciata (%) 38,40 38,11
Stosunek masy nogi do masy tuszy (%) 50,39 49.58
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W biezgcym roku badan, w intensywnym systemie chowu $limaki obu podgatunkdw osig-
gaty mniejsze rozmiary i mase ciata niz w systemie standardowym. W przypadku Slimaka ma-
tego szarego byty to réznice statystycznie istotne (0<0,05), a w przypadku simaka duzego sza-
rego wysoko istotne (p<0,01). Nie stwierdzono jednak statystycznie istotnych réznic dotyczg-
cych wskaznikéw wydajnosci miesnej pomiedzy obu systemami chowu.

Podsumowanie:

- Warto$¢ pokarmowa biatka miesa z partii worka trzewiowego Slimaka matego szarego
z chowu standardowego byta istotnie nizsza niz u Slimaka matego szarego z chowu inten-
sywnego oraz Slimaka duzego szarego uzyskanego w obu systemach chowu. Biatko w go-
towanym miesie z partii nogi slimakéw matego szarego i duzego szarego, charakteryzo-
watto sie wyzszg wartoscig pokarmowq niz biatko miesa z partii worka trzewiowego, nieza-
leznie od systemu chowu. W przypadku miesa z partii nogi, lepsze wyniki zanotowano u $li-
makdw obu podgatunkdw (Slimak duzy i maty szary), uzyskanych w standardowym syste-
mie chowu.

- W intensywnym systemie chowu $limaki obu podgatunkdw osiggaty mniejsze rozmiary
i mase ciata niz w systemie standardowym. Nie stwierdzono jednak statystycznie istotnych
réznic dotyczgcych wskaznikdw wydajnosci miesnej pomiedzy obu poziomami intensyw-
nosci chowu.

Zaktad Hodowli Koni

p.o. Kierownika: 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

Uktad stawowo-kostny u koni podlega znaczgcym przecigzeniom w wyniku uzytkowania koni
podczas pracy w zaprzegu lub pod jezdzcem. Jednopunktowe podparcie konczyny powo-
duje, ze caty nacisk spowodowany sitqg uderzenia, np. podczas skoku, musi by zamortyzowany
przez caty skomplikowany uktad potgczen kosci i stawdw oraz Sciegien i miesni.

Na podstawie wieloletnich obserwacji wysunieto teze, ze kohczyna, kompensujgc od-
chylenia od normy w zakresie duzych stawdw, dgzy dystalng czescig do osiggniecia podpar-
cia w punkcie teoretycznym. Przyktadowo, przy zblizeniu sie prawego i lewego stawu skoko-
wego do siebie, kopyta rozstawiagjqg sie na zewnatrz w okolice punktéw podparcia wyznaczo-
nych przez 0§ — mimo nieprawidtowosci w zakresie budowy wszystkich stawdw kohczyn, punkty
podparcia dgzqg do fizjologii. Jest to warunkiem zréwnowazenia kohczyny i wytworzenia funkcji
zastepczych.

W roku realizacji zadania kontynuowano badania stuzgce do wyznaczenia teoretycznej
fiziologicznej osi podparcia konczyny przedniej i tylnej konia.

Wykorzystujgc doswiadczenia z poprzedniego roku realizaciji zadania i/oraz opracowang
nieinwazyjng metode, wyznaczano punkty na skérze. tgcznie pozwolito to zdefiniowad
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20 punktdéw i wykona¢ pomiary zgodnie z opracowang metodykg doswiadczenia. Dodat-
kowo, wykonano szereg zdje¢ koni z zaznaczonymi na skérze punktami, odzwierciedlajgcymi
budowe anatomiczng szkieletu konia, ktére postuzg do dalszych analiz.

W omawianym okresie sprawozdawczym wykonano réwniez rzeczywiste pomiary koni
w celu opracowania metody wyznaczania fizjologicznej osi podparcia kohczyn. Bazujgc na
dos$wiadczeniu rozpoczeto prace nad konstrukcjg przyrzgdu — pozycjonera ze wskaznikami la-
serowymi, umozliwiajgcego wykonywanie dalszych pomiardw, z mozliwosciq wykorzystania dla
zwierzgt réznych grup wiekowych.

71 powodu wprowadzenia obostrzeh zwigzanych z pandemiqg koronawirusa Covid-19
prace zwigzane z realizacjg wyznaczonych celdw w terenie musiaty zostaé wstrzymane i bedqg
kontynuowane w nastepnym roku.

Rys. 1. Uktad stawowo-kostny konia.
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Przeprowadzone badania i pomiary dotyczyty w szczegdlnosci okreslenia nastepujacych
zaleznosci:

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

—  Pole powierzchnirzutu catej podeszwy.

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

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

- Pomiary katébw pomiedzy liniami poprowadzonymi przez punkty na tylnej kohczynie (linia
1. kretarz wiekszy, cze$¢ doczaszkowa i nadktykiec boczny kosci udowej, linia 2. nadktykiec
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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 odlegto$ci miedzy punktami na kohczynach tylnych prawejilewej (dét podkola-
nowy, kostka przysrodkowa kosci piszczelowej, guz pietowy, rowek miedzy pietkami).

- Kgt 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:
25 koni w ZD IZ PIB Odrzechowa sp. z 0.0., 25 koni w SKH Gtadyszdéw, 20 koni z prywatnych
hodowli. Zbierany materiat dotyczyt koni utrzymywanych w réznych warunkach Srodowisko-
wych: stajennych, stajennych z dostepem do wybiegdw, wolnowybiegowych. Poniewaz kazdy
koh dokumentowany jest w co najmniej dwdéch powtdrzeniach z lewego boku, przodu i tytu
tgcznie otrzymano w roku badawczym 2020 okoto 300 zdjeé, ktdére w dalszej kolejnosci bedg
wykorzystane do obrébki komputerowej i analizy na potrzeby wytyczonych celdw i zadah
zgodnie z metodyka.

Analiza dotychczas zgromadzonego materiatu wykazata, ze bez wzgledu na rase u koni
przewaza postawa rozbiezna zardwno przednich jak i tylnych kohczyn. Postawa réwnolegta
praktycznie nie wystepuje. Potwierdzajg to wyniki uzyskane podczas mierzenia kgtdéw wedtug
opracowanej metody. Generalnie, réwniez pole powierzchni styku kopyta z podtozem jest
mate w stosunku do masy zwierzgt oraz niepokojgce sg coraz czesciej wystepujgce bardzo
mate, schowane strzatki w kopycie. Kopyta sq takze czesto pozbawione $cian wyporowych.

Zauwazalna jest rowniez zmiana stosunku dtugosci poszczegdlnych czesci kohczyny
wzgledem siebie. Dotychczasowe pomiary wskazujg na zaburzenie rownowagi miedzy stosun-
kiem dtugosci nadpecia do dtugosci kosci ramieniowej. Na razie sq to wstepne wyniki, ktére
nalezy potwierdzi¢ statystycznie po zebraniu wiekszej ilosci materiatu badawczego w kolejnym
roku.

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

Praca hodowlana, bedgca fragmentem procesu ewolucyjnego, zaleznego od zmiany roli
i sposobu uzytkowania koni, zmierza bardziej drogqg eksterieru i tadnego wyglgdu konia niz jego
zdrowia i prawidtowego funkcjonowania oraz wykorzystania zgodnie z przeznaczeniem danej
rasy.

Istnieje realne zagrozenie utraty podstawowych cech funkcjonalnych, jakim jest dobre
zdrowie, dtugowiecznose, ptodnose, a takze charakter umozliwiajgcy posiadanie i wspdtprace
z konmi, nie tylko zaawansowanej grupie ludzi majgcych wysokie kwalifikacje w obchodzeniu
sie z koniem. W wielu opracowaniach naukowych i badawczych podejmowany jest tfemat
oceny uzyskanych wynikéw, jednak nieliczne prace uwzglednicjg wazny kontekst analizy
przyczyn ipodtoza uzyskiwania niezadawalajgcych wynikéw, czesto eliminujgcych konie
z hodowli.

W metodzie zadania wydzielono cechy dotyczqgce wad pokroju i budowy z uwzglednie-
niem wad dyskwalifikujgcych oraz wad obnizajgcych warto$¢ uzytkowq. Nastepnym, waznym
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zagadnieniem sg cechy rozrodcze, takie jak: ptodnos¢, zrebnos¢, obnizona skutecznos$¢ kry-
cia, ze szczegdinym zwrdceniem uwagi na wady rozwojowe potomstwa. Do cech podlegajg-
cych gromadzeniu i dalszej analizie nalezg réwniez pomiary biometryczne oraz szczegdtowa
punktacja bonitacyjna w odniesieniu do zgodnosci z wzorcem rasowym badanej populacii.

W biezgcym roku sprawozdawczym, w celu pozyskania danych, uczestniczono w prze-
glgdach selekcyjnych stadnin koni rasy huculskiej (okoto 70 koni) oraz rasy $lgskiej (40 koni).

Ze wzgledu na ograniczenia zwigzane z pandemig wiekszos¢ planowanych przeglgddw
nie odbyta sie. Uzyskany materiat dotyczy réznych grup wiekowych ocenianych koni, ale nie
jest zbyt liczny. Po zebraniu wiekszej liczby danych, w kolejnym roku bedzie mozna wydzieli¢
grupy wiekowe z uwzglednieniem podziatu na zakres wad i przyczyn eliminujgcych konie réz-
nych ras na poszczegdinych etapach selekcji, co pozwoli na statystyczne opracowanie mate-
riatu.

£ dotychczasowych obserwaciji wynika, ze bez wzgledu na rase, najwiecej koni elimino-
wanych jest z hodowli z powodu wadliwej budowy i nieprawidtowej postawy kohczyn. Daje sie
zauwazy¢ niepokojgcy wzrost i nasilenie tych wad. Niegdys czeste anomalie dotyczgce wadli-
wego zgryzu nalezg obecnie do rzadkosci.

Zadanie 04-15-02-11
Charakterystyka laktacji oraz okreslenie poziomu substancji biologicznie aktywnych
w mleku klaczy

Kierownik zadania: dr inz. Grazyna Polak

Mleko klaczy, majgc zblizony sktad do ludzkiego, i bedgc produktem antyalergicznym, moze
by¢ traktowane joko dodatkowy produkt otrzymywany w gospodarstwach rolnych, podno-
szgc optacalnos¢ chowu i hodowli koni zimnokrwistych. Liczne publikacje na ten temat wska-
zUjq, ze klacze zimnokrwiste sg zdolne do produkcji ponad 20 litrdw mleka dziennie.

W badaniach zostaty wykorzystane klacze sokdlskie, znajdujgce sie w stadzie objetym
programem ochrony zasobdw genetycznych w ZD IZ PIB Kotbacz sp. z 0.0. Jednoczesnie, dla
poréwnania, analizowane byty informacje dotyczgce sktadu mleka klaczy gorgcokrwistych
w stadzie wspdtpracujgecym z Zaktadem Hodowli Koni. Pobrane od klaczy mleko zostato prze-
analizowane laboratoryjnie pod wzgledem sktadu podstawowego, zawartosci biatek serwat-
kowych oraz kwasdw ttuszczowych. Zbierane byty rowniez dane nt. objetosci uzyskanego od
klaczy sokdlskich mleka, ich zywienia, utrzymania, zdrowia Zrebigt i zachowania klaczy sokdl-
skich.

Uzyskane w ciggu 4 laktacijiinformacje byty analizowane statystycznie pod katem jakosci
produktu oraz zawartosci sktadnikéw odzywczych.

W latach 2017-2020 uzyskano mleko od 9 klaczy sokdlskich, ktére daty tgcznie 1581,2 litry
mleka (Tab. 1.).

Tab. 1. Liczba klaczy, od ktdérych pozyskano mleko w latach 2017-2020 i ich $rednie wydajnosci.

Rok 2017 2018 2019 2020
Liczba klaczy 5 2 4 5

$r. dzienna wydajnosé 1,65 0,99 1,58 0,95
tqgcznie (litry) 604,6 163.6 435 378
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Najwiekszg objetos¢ mleka uzyskano w 2019 roku od klaczy Perta — 170 | (Srednio 3 |
dziennie), a w 56. dniu laktacji az 4,3 |. Byta to jej druga laktacja, ale réwniez w pierwszej
uzyskano od tej klaczy bardzo wysoki wynik — 155,4 I.

Wykres 1. Srednia dzienna wydajno$é mleka uzyskanego od klaczy sokdlskich oraz ich érednia wydajnosé za laktacje.
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W ciggu 4 lat badaniom poddano 155 prébek mleka, z czego 108 pochodzito od klaczy
sokdlskich i 47 od klaczy gorgcokrwistych rasy szlachetnej potkrwi.

Badania laboratoryjne wykazaty, ze mleko klaczy sokdlskich cechowato sie wyzszg sred-
nig zawartosciq suchej masy i laktozy; wérdd klaczy gorgcokrwistych wieksza byta srednia za-
warto$¢ ttuszczu i nieznacznie zawarto$¢ popiotu oraz warto$é energetyczna (Tab. 2.).

Tab. 2. Srednie i odchylenia standardowe zawartosci podstawowych substancji odzywczych w mleku klaczy sokélskich
(sok) oraz gorgcokrwistych (sp).

S.M. Biatko Ttuszcz Laktoza Popidt Warto$¢ energetyczna
g/100 g g/100 g g/100 g g/100 g g/100 g kcal/100 g kJ/100 g
sok 913 1,86 0,22 6,70 0,33 36,44 152,00
odch.st. 0,58 0,35 0.19 0,44 0,06 3,37 12,75
sp 9,05 1,86 0,39 6,50 0,30 36,96 152,44
odch st 0,48 0,29 0.17 0,28 0,03 2,50 8,74

Mimo wystepowania rdéznic w zawartos$ci substancji nie stwierdzono istotnych rdznic
statystycznych poszczegdinych sktadnikdw ani pomiedzy latami, ani pomiedzy rasami. Nie
wystgpity rowniez statystycznie istotne rdézinice zawartosci biatek serwatkowych, w tym
laktoferyny i lizozymu, mimo, ze $Srednia zawarto$¢ pierwszego byta nizsza u klaczy sokdlskich,
a lizozymu u klaczy gorgcokrwistych (Tab. 3.).

Tab. 3. Zawarto$¢ biatek serwatkowych w mleku klaczy gorgcokrwistych (sp) i sokdlskich (sok) w latach 2017-2020.

Biatka serwatkowe IMG  Laktoferyna  AS BLg Lizozym  A-la
ogotem % biatka ogdtem
$rednia sp 54,27 2,55 2,53 1,66 21,52 11,68 14,32
$rednia sok 53,73 1,77 218 2,05 20,18 12,45 15,12
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Zawartos¢ tych substancji byta najwyzsza u klaczy sokdlskich w 2018 roku (2,92 - laktoferynal)
iw 2020 roku (13,18 - lizozym).

Analizie poddane byty takze 23 frakcje kwasdw ttuszczowych (Wykres 2.). W ciggu czte-

rech lat profil kwaséw ttuszczowych wykazat najwyzszg zawartos¢ kwasu palmitynowego

Clé6

:0, oleinowego C18:1n-9, kwasu linolowego C18:2 n-6 z tym, ze zawartos¢ tego ostatniego

co roku byta coraz nizsza.

Wykres 2. Poziom kwasdw ttuszczowych w mieku klaczy w latach 2017-2020.
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Klacze sokdlskie mogg by¢ wykorzystywane do produkcji mleka ze wzgledu na ich
tagodny charakter, tatwe przystosowanie do tego procesu jak i jako$¢ uzyskiwanego
surowca.

Przeprowadzanie doju 1 raz dziennie nie wptyneto na obnizenie kondycji klaczy i zrebigt.
Wystepowaty duze wahania objetosci mleka zaréwno pomiedzy klaczami jak i w latach.
Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w zawartosci substanciji podstawowych,
biatek serwatkowych ani kwaséw ttuszczowych pomiedzy klaczami zimnokrwistymi
i gorgcokrwistymi.

Ofrzymane wyniki analizy sktadu mleka wykazaty rozbieznosci zawartosci lizozymu
i laktoferyny, w stosunku do wynikdw innych autoréw.

Stwierdzono, ze na objetos¢ pozyskiwanego mileka siny wptyw miato Srodowisko,
zwtaszcza wysokie tfemperatury otoczenia, jak i niespodziewane zjawiska podczas doju.
Nalezy prowadzi¢ dalsze badania, ktdére pozwolg na lepsze poznanie zagadnienia, a takze
promowac wykorzystanie mleczne klaczy sokdlskich, co moze wptyngé na popularyzacje
tego rodzimego typu koni zimnokrwistych.
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Fot. 1. D6j klaczy w ZD IZ PIB Kotacz sp. z 0.0 Fot. 2. Zaktadanie kubéw udojowych w ZD IZ PIB
(G. Polak). Kotbacz sp. z 0.0. (G. Polak).

Zaktad Zywienia Zwierzat i Paszoznawstwa
p.o. Kierownika: prof. dr hab. Beata Szymczyk

Zadanie 01-16-03-11
Czynniki zywieniowe wptywajqce na wykorzystanie sktadnikéw pokarmowych
oraz metaboliczny i zdrowotny status infensywnie uzytkowanego drobiu

Kierownik zadania: prof. dr hab. Sylwester Swigtkiewicz

Zadanie dotyczy istotnych zagadnieh nowoczesnej produkcii drobiarskiej — jakosci skorup jaj
i kos¢ca u wysokoprodukeyjnych kur niednych oraz strawnosci jelitowej aminokwasdw nasion
grochu siewnego u kurczat.

W ramach zadania realizowane sg dwa cele badawcze:

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

2. Standaryzowana strawnos¢ jelitowa aminokwasdw nasion grochu siewnego u kurczgt
brojlerow — wptyw wieku i dodatku paszowej proteazy.

Cel szczegdtowy 1.

Celem wykonanych badan byto okredlenie wptywu zrédta i poziomu kwasdw ttuszczowych
w diecie dla kur niednych na wyniki produkcyjne, jakos$¢ tresci i skorupy jaj oraz parametry bio-
mechaniczne i geometryczne kosci dtugich niosek. W ramach podjetych badan wykonano
dwa doswiadczenia zywieniowe na kurach niesnych.

Celem dos$wiadczenia 1. byto okreslenie optymalnego Zzrédta nienasyconych kwasdw
ttuszczowych w zywieniu kur niesnych, biorgc pod uwage optymalizacje wskaznikéw produk-
cyjnych, wartosci dietetycznej jaj, jakosci skorupy jaj oraz parametréw wytrzymatosciowych
kosci. Doswiadczenie wykonano na 168 kurach, utrzymywanych w klatkach, na podtodze
z siatki, przy statym dostepie do paszy i wody. Utworzonych zostato 7 grup eksperymentalnych.
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W sktad kazdej grupy wchodzito po 12 powtdrzen, w sktad kazdego powtdrzenia — po 2 kury
utrzymywane we wspdlnej klatce. Doswiadczenie zostato wykonane w uktadzie 1-czynniko-
wym, gdzie czynnikiem eksperymentalnym byto zrédto kwasdw ttuszczowych, uzyte do nattusz-
czania mieszanek paszowych. Tak wiec, diety doswiadczalne nattuszczano 2% dodatkiem na-
stepujgcych olejéw: olej sojowy, olej kokosowy, olej rzepakowy, olej Iniany, olej z Inianki siewnej,
olejrybny i olej z alg.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze stosowane zrédta ttuszczu nie miaty wptywu na rezultaty
produkcyjne kur, to jest: nieSnos¢, srednig mase jaj, pobranie i wykorzystanie paszy, jak réwniez
parametry charakteryzujgce jakosc trescii skorupy jaja. Uzyte zrédto ttuszczu oddziatywato na-
tomiast istotnie na profil kwasdw ttuszczowych zéttka jaj. Wprowadzenie oleju z alg do diety
miato korzystny wptyw na zawarto$¢ poszczegdlnych kwasdw ttuszczowych w lipidach zéttka,
zwiekszajgc, miedzy innymi, poziom dtugotancuchowych wielonienasyconych kwasdw ttusz-
czowych z szeregu n-3 (LC PUFA n-3), takich jak kwas eikozapentaenowy (EPA) i dokozaheksa-
enowy (DHA). Jednak gotowane jaja, pochodzgce od kur zywionych mieszankg paszowqg na-
ttuszczong olejem z alg, charakteryzowaty sie nieco gorszym smakiem i zapachem w poréw-
naniu z jajami, pochodzgcymi z innych grup doswiadczalnych. Jednoczesdnie stwierdzono, ze
wprowadzenie niektérych olejéw, charakteryzujgcych sie wysokg zawarto$cig wielonienasy-
conych kwasdéw ttuszczowych (PUFA), miato korzystny wptyw na biomechaniczne parametry
kosci piszczelowych niosek. A zatem, kosci niosek zywionych mieszankq paszowq nattuszczang
olejem Inianym charakteryzowaty sie podwyzszong wytrzymatoscig mechaniczng, elastyczno-
$ciq i sztywnoscig oraz wartoscig modutu Younga, natomiast kosci z grupy zywionej z udziatem
oleju z alg — podwyzszong sztywnosciq i warto$cig modutu Younga.

Celem doéwiadczenia 2. byto okredlenie optymalnego poziomu nattuszczania, wybra-
nymi na podstawie doswiadczenia 1., zrodtami kwasdw ttuszczowych. Utworzono 7 grup eks-
perymentalnych. W sktad kazdej grupy wchodzito po 12 powtdrzen, ktére stanowity po 2 kury
utrzymywane we wspdinej klatce. Czynnikiem doswiadczalnym byt rodzaj i poziom w diecie
ttuszczu stosowanego do nattuszczania mieszanek paszowych (na podstawie doswiadczenia
1. wybrano trzy najkorzystniejsze zrédta). Schemat doswiadczenia 2. byt zatem nastepujgcy:
grupa 1 (kontrolna) — 2% oleju rzepakowego, grupa 2 - 1% oleju Inianego (i 1% oleju rzepakowego),
grupa 3 - 1,5% oleju Inianego (i 0,5% oleju rzepakowego), grupa 4 — 1% oleju rybnego (i 1% oleju
rzepakowego), grupa 5 - 1,5% oleju rybnego (i 0,5% oleju rzepakowego), grupa é —0,2% oleju z alg
(i 1,8% oleju rzepakowego), grupa 7 - 0,3% oleju z alg (i 1,7% oleju rzepakowego).

Wykazano, ze stosowane zrédta i poziom ttuszczu nie miaty wptywu na wskazniki produk-
cyjne kur oraz parametry charakteryzujgce jako$¢ tredci i skorupy jaja. Stwierdzono natomiast
istotne réznice w profilu kwasdéw ttuszczowych zéttka joj pomiedzy grupami doswiadczalnymi.
Tak wiec, wprowadzenie badanych olejéw do diety miato korzystny wptyw na zawartosé po-
szczegdlnych kwasdw ttuszczowych w lipidach zottka, zwiekszajgc, w poréwnaniu z grupg kon-
tfrolng, poziom LC PUFA n-3, takich jak EPA i DHA, jak réwniez obnizajgc stosunek kwasdw PUFA
n-6 do PUFA n-3.

Jednoczesnie, dzieki optymalizaciji poziomu nattuszczania mieszanek paszowych bada-
nymi olejami, gotowane jaja, pochodzgce od kur zywionych mieszankqg paszowqg nattuszczong
olejem Inianym, rybnym i olejem z alg, charakteryzowaty sie dobrymi wtasciwosciami senso-
rycznymi (smak, zapach), nieodbiegajgcymi od jaj z grupy kontrolnej. Jednoczesnie stwier-
dzono, ze wprowadzenie niektdrych olejdw, charakteryzujgcych sie wysokq zawartosciq wie-
lonienasyconych kwaséw ttuszczowych (PUFA), miato korzystny wptyw na biomechaniczne pa-
rametry kosci piszczelowych. A zatem, kosci niosek zywionych mieszankg paszowqg nattusz-
czang olejem Inianym charakteryzowaty sie podwyzszong wytrzymatosciq mechaniczng, ela-
stycznosciq i sztywnos$cig oraz wartoscig modutu Younga, natomiast kosci z grupy zywionej
z udziatem oleju z alg — podwyzszong sztywnosciq i wartoscig modutu Younga.
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Podsumowujgc uzyskane rezultaty mozna stwierdzi¢, ze zastosowanie wybranych zrédet
dtugotancuchowych kwasdw ttuszczowych — na przyktad oleju z alg — w mieszankach paszo-
wych dla kur niesnych moze nie tylko korzystnie wptywac na profil kwasdw ttuszczowych w lipi-
dach zéttek jaj, ale rowniez na gospodarke mineralng organizmu, poprawiajgc w ten sposéb
niektére parametry charakteryzujgce jako$¢ kosci dtugich. Jednoczesnie dobdér odpowied-
niego poziomu zrédet wielonienasyconych kwasdw ttuszczowych (olej Iniany, rybny oraz olej z alg)
pozwala na ograniczenie ich negatywnego wptywu na sensoryczne cechy gotowanych jai.

Cel szczegdtowy 2.

Gtéwnym celem projektu byto okreslenie w testach na rosngcych kurczetach brojlerach
wspdtczynnikdw standaryzowanej strawnosci jelitowej (SID) aminokwasdw biatka nasion gro-
chu siewnego, z uwzglednieniem ich przynaleznosci podgatunkowe] — odmiana biatokwia-
towa przeznaczona na nasiona ogdlnouzytkowe oraz odmiana kolorowokwitngca przezna-
czona na nasiona paszowe. Dodatkowo okreslono zasadnos$¢ stosowania w dietach z gro-
chem mikrobiologicznych dodatkdw enzymatycznych, ktérych deklarowana efektywnosé po-
lega na bezposredniej poprawie trawienia biatka paszowego do aminokwasdw dostepnych
dla procesdéw anabolicznych. Dla zbadania stopnia trawienia biatka nasion grochu i wchta-
niania produktéw tego procesu u ptakdw w wieku 14. i 28. dni, w dwdch doswiadczeniach na
seksowanych kurczetach Ross 308, oznaczono strawnos$é ogdtem 17 aminokwasédw (AA). Z wy-
korzystaniem wynikéw analiz zawartos$ci w tresci kohcowego odcinka jelita cienkiego, pobra-
nej po uboju ptakdw, okreslono wspdtczynniki pozornej strawnosci jelitowej (AID) aminokwa-
sow dla nasion grochu odmiany Tarchalska — podgatunek hortense oraz grochu odmiany
Milwa - podgatunek arvense. Wspdtczynniki AID oznaczano technikg bezposredniq, zywigc
ptaki do woli dietami testowymi, w ktérych nasiona grochu stanowity jedyne zrédto biatka,
a substancjg wskaznikowq byt tlenek chromu. Diety stosowano w dwdch wersjach: bez do-
datku lub z dodatkiem handlowego preparatu paszowej proteazy serynowej, wytwarzanej
przez zmodyfikowany szczep Bacillus licheniformis (DSM 19670), w ilosci wprowadzajgcej do kg
diety 15000 jedn. PROT. Wspdtczynniki strawnosci pozornej przeksztatcano w standaryzowane
wspdtczynniki (SID), stosujgc korekte na wielko$¢ podstawowego przeptywu jelitowego AA po-
chodzenia endogennego (pozapaszowych), okreslong w réwnolegtym eksperymencie na do-
datkowej stawce 14- i 28-dniowych ptakdw zywionych dietg bezbiatkowq. Okreslone w bada-
niach warto$ci SID poréwnywano w obrebie danej odmiany grochu z uwzglednieniem roznego
wieku ptakéw i obecnosci proteazy w diecie (model dwuczynnikowy z interakcjg oraz uktad
czterech kombinacji poziomdw zmiennych grupujgcych), a takze z uwzglednieniem rdznic
miedzy odmianami grochu w obrebie tego samego wieku kurczat.

Uzyskane wyniki byty podstawq dla nastepujgcych wnioskdéw: (1) w oparciu o poréwna-
nie wartosci wspodtczynnikdw standaryzowanej strawnosci jelitowej mozna oczekiwac lepszego
wykorzystania aminokwasdw biatka nasion grochu kolorowokwitngcej odmiany Milwa przez
kurczeta w wieku 28 dni niz przez kurczeta 14-dniowe; (2) z wyjatkiem tfreoniny, glicyny oraz ar-
gininy, u kurczgt w wieku 14 i 28 dni standaryzowana strawnos¢ jelitowa aminokwasdw nasion
grochu biatokwiatowej odmiany Tarchalska nie rézni sie znaczgco; (3) groch odmiany Tarchal-
ska jest bogatszym zrodtem strawnej metioniny i cysteiny niz groch Milwa, zaréwno dla 14-, jak
i 28-dniowych kurczgt brojlerdw; (4) niezaleznie od wieku kurczgt, proteaza serynowa stano-
wigca aktywny sktadnik zastosowanego handlowego preparatu paszowego, moze istotnie po-
prawiac strawnos$¢ niektdrych aminokwasdw, zwtaszcza treoniny, leucyny, lizyny, argininy
i cysteiny z nasion grochu odmiany Tarchalska. Dodatek tego enzymu moze takze niwelowad
réznice w strawnosci jelitowej niektérych aminokwasdw grochu odmiany Milwa spowodowane
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réznym wiekiem ptakdw; (5) przy bilansowaniu zawartosci strawnych aminokwasdw w mieszan-
kach paszowych z udziatem nasion grochu testowanych odmian nalezy uwzgledniaé zna-
czqgco nizszg strawnos$¢ metioniny i cysteiny zawartej w nasionach grochu Milwa w poréwnaniu
z grochem Tarchalska u brojlerow obu grup wiekowych.

Wykres 1. Poréwnanie wspotczynnikdw standaryzowanej strawnosci jelitowej aminokwasdw grochu odmiany
i grochu odmiony oznaczonych u kurczgt w wieku 14 (SID 14) lub 28 (SID 28) dni (dieta testowa bez enzymu).

:
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Asp Thr Ser Glu Pro Gly Ala Val lle Leu Tyr Phe His Lys Arg Cys Met 17AA N-AA
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0,85 ® — —

0,80 - — I °
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0,60 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
Asp Thr Ser Glu Pro Gly Ala Val lle Leu Tyr Phe His Lys Arg Cys Met 17AA N-AA

Legenda: 17AA - srednia SID siedemnastu AA; N-AA - §rednia SID niezbednych AA (Thr, Val, lle, Leu, Phe, His, Lys, Arg,
Met); o - réznice statystycznie istotne (test t).

Zadanie 01-16-06-11
Ocena wptywu innowacyjnych wysokobiatkowych pasz n-GMO pochodzenia krajowego
na strawnos¢ sktadnikdw pokarmowych, wskazniki produkcyjne i status zdrowotny zwierzqt
gospodarskich

Kierownik zadania: prof. dr hab. Matgorzata Swigtkiewicz

Celem zadania jest pozyskanie wiedzy na temat bezpieczenstwa i wartosci pokarmowej nasion
soi Nn-GMO odmian uprawianych w kraju i produktéw ich przetworzenia oraz produktéw po-
chodzenia owadziego - jako wysokobiatkowych komponentdw mieszanek paszowych dla
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zwierzgt gospodarskich. Planowane jest opracowanie i okreélenie wptywu innowacyjnego pro-
duktu biatkowego, opartego na paszy sojowej n-GMO pochodzenia krajowego, wzbogaco-
nego w wybrane naturalne substancje immunostymulujgce, takie jaok mqgczka owadzia, czy tez
siinie antyoksydacyjna astaksantyna, na rozwdj fizjologiczny przewodu pokarmowego, status
metaboliczny, zdrowotny i oksydacyjny oraz ksztattowanie odpornosci czynnej zwierzgt gospo-
darskich, jak rowniez na emisje substancji szkodliwych.

W sktad zadania wchodzg 4 cele szczegdtowe:

1) ocena wartoséci pokarmowej oraz bezpieczehstwa stosowania niekonwencjonalnych zrédet
biatka paszowego na zwierzetach modelowych; 2) ocena wptywu niekonwencjonalnych zré-
det biatka paszowego pochodzenia krajowej na wskazniki fermentacji w zwaczu i wskazniki
fiziologiczne we krwi krow przetokowanych; 3) opracowanie sktadu i ocena wptywu innowa-
cyjnego produktu biatkowego z krajowej soi n-GMO, wzbogaconego w prozdrowotne substan-
cje biologicznie czynne, na wyniki odchowu i status zdrowotny $win oraz cielgt (4).

Zakres prac przeprowadzonych w pierwszym roku badan obejmowat szczegdtowe ana-
lizy chemiczne nasion soi 3 odmian popularnych i uprawianych w Polsce (Erica, Petrina, Viola)
oraz 2 rodzaje materiatdw paszowych wytworzonych w wyniku dziatania procesdw baroter-
micznych (ekstrudat), a nastepnie wyttoczenia oleju (makuch). Zgodnie z zatozeniami, mate-
riaty te mogqg by¢ wyprodukowane w technologii mozliwej do zastosowania w matych i sred-
nich gospodarstwach lub spoétdzielniach, z nasion pochodzgcych z wtasnych upraw.

Petrina i Materiaty paszowe z nasion soi: ekstrudat
(zlewej) i makuch

Drugim rodzajem badanej paszy sg mgczki owa-
dzie z larw muchy Black Soldier Fly (Hermetia illu-
cens). IZgodnie z zatozeniami wybrano rodzgj
maqczki, ktéra jest dostepna na rynku, powstaje
z larw okre$lonego gatunku owadodw, jest wytwa-
rzana w niskiej temperaturze, co gwarantuje do- :
brg wartos¢ pokarmowq, cechuje sie jednolitym Maqczki z larw muchy Hermetia illucens:
standardem jakosciowym. Wybierajgc mgczke petnotiusta (z lewej) i niskottuszczowa
zmuchy BSF kierowano sie wysokqg zawartoscig

biatka i ttuszczu (w poréwnaniu z innymi owadami)

oraz ekonomicznymi aspektami hodowli tego

owada.

Wyniki uzyskane w 2020 roku — pasze sojowe:

Badania rozpoczeto od przeprowadzenia kontroli na obecnos¢ modyfikacji genetycznych
w nasionach soi pochodzgcych z upraw krajowych. W nasionach soi nie stwierdzono obecno-
sci sekwencji docelowej promotora 35S, terminatora nos, genu pat, genu bar oraz konstruktu
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CTP2-CP4-EPSPS. W zadnej z odmian nie stwierdzono obecnosci DNA modyfikowanej soi linii DP
356043, DP 305423, CV 127, MON 87708, MON 87701, MON 87769, co potwierdza, ze wybrane
nasiona soi nie byty genetycznie modyfikowane.

Przeprowadzono ocene bezpieczenstwa pasz w zakresie mykotoksykologicznym. W na-
sionach soi odmian Erica i Viola stwierdzono obecno$¢ plesni z rodzaju Alternaria i Penicillum,
a w odmianie Petrina jedynie plesnie z rodzaju Eurotium. Poddanie surowych nasion dziataniu
temperatury i ci$nienia obnizyto ilos¢ zywych pleéni o 94,3%, natomiast poddanie ekstrudatu
ttoczeniu oleju dodatkowo obnizyto ilos¢ plesni. W rezultacie, w poréwnaniu z surowymi nasio-
nami, ilo$¢ plesni w makuchu sojowym byta o 97% nizsza. W nasionach zadnej z odmian nie
stwierdzono wystepowania ochratoksyny, fumonizyn, aflatoksyn, niwalenolu, diacetoksyscirpe-
nol, toksyny T2 oraz HT2. Poziom deoksyniwalenolu w nasionach zadnej z odmian nie przekro-
czyt 0,3 ppb, a zearalenon obecny byt jedynie w Sladowych iloSciach w nasionach soi odmiany
Erica i Petrina. Stwierdzongq ilo$¢ kolonii zarodnikdw plesni i drozdzy, zarbwno w nasionach jak
i produktach paszowych, mozna uznac¢ za Sladowg, a materiaty za wolne od mykotoksyn,
i w momencie analizy niestanowigcych zagrozenia pod wzgledem skazenia mykotoksynami.

Przeprowadzono ocene bezpieczenstwa pasz w zakresie substanciji antyzywieniowych.
Zawarto$¢ inhibitorow trypsyny we wszystkich trzech odmianach byta zblizona (od 16,2 do
18,4 mg/g), przy czym najwyzsza byta w nasionach soi odmiany Petrina. Zastosowane procesy
technologiczne w czasie wytwarzania ekstrudatu praktycznie catkowicie unieczynnity enzym
ureaze (0 98-99%), natomiast obnizenie aktywnosci inhibitoréw trypsyny byto skuteczniejsze po
przetworzeniu nasion soi na makuch (spadek o 52-59%), w poréwnaniu z przetworzeniem na
ekstrudat (spadek o 30-45%). Réznice miedzy odmianami byty niewielkie.

Oceniano sktad chemiczny i warto$¢ pokarmowq pasz. Nasiona trzech odmian soi za-
wieraty zblizong ilo$¢ biatka ogdlnego, a w pordwnaniu z tabelarycznymi wartosciami srednimi
dla tej rodliny byta ona o 7,5-9,6% wyzsza. Takze zawarto$¢ aminokwasdéw niezbednych byta
wyzsza lub pordwnywalna z wartosciami tabelarycznymi. Zawartoéé ttuszczu surowego w ba-
danych nasionach soi byta o 4,4-19,3% nizsza od wartosci $redniej i wyraznie zréznicowana
miedzy badanymi odmianami. Profil kwasdw ttuszczowych w ttuszczu nasion soi byt prawie
identyczny w zakresie sumy kwasdw nasyconych i nienasyconych, ale w kazdej odmianie byty
nieco inne proporcje kwasdw MUFA, PUFA-né i PUFA-n3. W nasionach zawartos¢ skrobi byta
nizsza, a cukrow wyzsza, w pordwnaniu z warto$ciami srednimi. Badane nasiona wyraznie rdz-
nity sie miedzy odmianami zawartosciq witaminy E, ktérej najwiecej stwierdzono w soi Viola.
W poréwnaniu do surowych nasion, przetworzone materiaty paszowe cechowaty sie wyzszg
zawartoscig biatka ogdlnego (o 3,4% ekstrudat i o 19% makuch) i popiotu (o 7,7% ekstrudat
i 0 28% makuch) oraz substancii bezazotowych wyciggowych, podczas gdy zawarto$é wtdkna
surowego byta nizsza (o 44% ekstrudat i o 33% makuch). Na skutek wyttoczenia oleju, zawartosé
ftuszczu surowego w makuchu byta nizsza niz w surowych nasionach i ekstrudowanych. Zao-
réwno dziatanie temperatury w czasie produkciji ekstrudatu, jak i pdzniejsze wyttoczenie oleju
w czasie przygotowywania makuchu, ograniczyto dostepnose lizyny o okoto 8-9%, srednio dla
wszystkich trzech badanych odmian soi. Jednakze, niezaleznie od przyjetej technologii olbrébki
nasion, 91-92% lizyny catkowitej pozostato dostepne do wykorzystania przez zwierzeta. Warto$é
biologiczna biatka (EAAI), w odniesieniu do wzorcowego biatka jaja kurzego, byta wyzsza
w przetworzonych materiatach paszowych niz w surowych nasionach (78% vs. 76%). Wérdd
aminokwasdéw niezbednych, ograniczajgcymi sg aminokwasy siarkowe Met+Cys, dla ktérych
indeks CS wynosi 42% w nasionach i 40-45% w materiatach paszowych, podczas gdy najwyzszy
byt indeks lizyny (okoto 106%).

Poddanie nasion soi procesom barotermicznym oraz tftoczeniu wptyneto na profil kwa-
sOw ttuszczowych. W porédwnaniu z surowymi nasionami, obserwowano wyzszy poziom kwasow
nasyconych (o 13-14%) i nizszy nienasyconych (o okoto 2%), przy czym poziom kwasdw MUFA
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w niewielkim stopniu sie zwiekszyt, a poziom PUFA byt nizszy o 4.8-6.4%. Wirdéd kwasdw PUFA
spadek dotyczyt kwasdw né (o 7,7-9%), podczas gdy w kwasach n3 obserwowano wzrost
o okoto 7%. Jest to tendencja dobra pod wzgledem wartosci dietetycznej, co potwierdza niz-
szy 0 13-14% stosunek PUFA n6/n3 w ekstrudacie i makuchu, w poréwnaniu z surowymi nasio-
nami. W poréwnaniu z surowymi nasionami, w ekstrudacie i makuchu wskaznik S/P byt wyzszy
0 16%, a liczba jodowa nizsza o okoto 3%. Wyzszy stopnieh nasycenia ttuszczu wskazuje na
wiekszqg jego odpornos¢ na utlenianie, co przektada sie na lepszg tfrwatos¢ podczas przecho-
wywania, a tym samym wyzszq jakos¢ ttuszczu ekstrudatu i makuchu, niz surowych nasion.

Wyniki uzyskane w 2020 roku — pasze owadzie:

Przeprowadzono ocene bezpieczenstwa mgczek owadzich w zakresie mykotoksykologicznym.
W zaleznosci od technologii produkcii (petnottusta lub niskottuszczowa) maczki owadzie réznity
sie sktadem plesni: w mgczce petnottustej przewazat rodzaj Mucor, a w niskottuszczowej rodzaj
Geotrichum. Jednakze ilo$¢ grzybdw plesniowych i drozdzy w obu mgczkach mozna uznac za
Sladowq. W zadnej z mgczek nie stwierdzono obecnosci ochratoksyny, aflatoksyn, toksyny DAS
oraz T2. llo$¢ pozostatych badanych mykotoksyn jak fumonizyny i DON nie przekraczata kilku-
dziesieciu ppb, ailo$¢ toksyn NIV, HT2 i ZEN nie przekraczata kilku ppb. Na podstawie przepro-
wadzonych analiz stwierdzono, ze mqgczki z larw muchy Hermetia illucens sq bezpieczne pod
wzgledem mykotoksykologicznym i mogq byc¢ stosowane jako sktadnik mieszanek paszowych.

Oceniano sktad chemiczny i warto$¢ pokarmowq. Petnottusta mgczka z larw muchy BSF
zawierata o ponad 70% wiecej ttuszczu, a zawartos¢ biatka ogdinego i witbkna surowego byta
w tej mgczce nizsza, odpowiednio o 21 i 11%. llo$¢ aminokwasdw w kg paszy byta nizsza, ale
jako$¢ biatka obu mgczek mozna uznac za zblizong, gdyz zawartos¢ niezbednych aminokwa-
sow w 100 g biatka byta podobna (suma aminokwasdw w mqgczce petnottustej wynosita 83 g,
a w niskottuszczowej 88 g/100 g BO). Wartoé¢ biologiczna biatka mgczek w odniesieniu do
wzorcowego biatka jaja kurzego (EAAI) wynosita 71-73%. Dostepnose lizyny w mgczce petno-
ttustej byta wyzsza (79%) niz w niskottuszczowej (71%). Wirdd aminokwasdw niezbednych ami-
nokwasami ograniczajgcymi sqg siarkowe Met+Cys, dla ktérych indeks CS wynosi 36%
w maqczce petnottustej i 34% w niskottuszczowej. Mgczka petnottusta cechowata sie wyzszg
0 39% zawartoscig witaminy E, a wirdd sktadnikdw mineralnych w obydwu mgczkach domino-
wat potas (17-19 g/kg), wapnh (12-13 g/kg) i fosfor (10-12 g/kg). W ftuszczu maczki z larw muchy
BSF iloSciowo zdecydowanie dominuje kwas laurynowy C12:0 (ponad 36%). Po wyttoczeniu
czesci ttuszczu, mgcezka niskottuszczowa zawierata nieco wiecej kwaséw PUFA né, na skutek
wiekszej ilosci kwasu linolowego C18:2 (11,8 vs. 9,6%). Mgczka niskottuszczowa cechowata sie
korzystnymi wskaznikami zdrowotnej jakosci ttuszczu (Al, Tl), ale wyzsza o prawie 7% liczba jo-
dowa wskazywata na wiekszg podatnose ttuszczu tej mgczki na utlenianie w czasie przecho-
wywania.
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Wykres 1. Zawarto$¢ aminokwasdw (g) w 100 g biatka pasz sojowych i maczek z larw muchy Hermetia illucens.
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Podsumowanie wynikdw oceny jakosci i bezpieczenhstwa pasz biatkowych:

Po podsumowaniu otrzymanych wynikdw analiz chemicznych nasion soi, do przygotowania
materiatdw paszowych dla zwierzgt gospodarskich wybrano nasiona odmiany Viola. Nasiona
odmiany Petrina, co prawda zawieraty najwiecej biatka i lizyny, ale ogdina liczba kolonii grzy-
bow plesniowych i drozdzy byta w tych nasionach najwyzsza i nasiona te cechowaty sie naj-
wyzszym poziomem substancji antyzywieniowych. W nasionach odmian Erica i Viola zawartosé
wielu sktadnikdw pokarmowych byta zblizona, ale Viola charakteryzowata sie najlepszg czy-
stoscig mykotoksykologiczng oraz zawierata zdecydowanie najwiecej witamy E, co przy wyz-
szym udziale kwasdw MUFA w puli kwasdw nienasyconych, pozwala przypuszczac, ze nasiona
tej odmiany lepiej nadajqg sie do przechowywania, a ich ttuszcz ma mniejszg podatnosé¢ na
utlenianie.

Podsumowujgc wyniki analiz dwéch produktow paszowych z nasion soi (ekstrudat i ma-
kuch) do badan na zwierzetach gospodarskich wybrano makuch. Produkt ten, w poréwnaniu
z ekstrudatem, cechowat sie wiekszg zawartosciq biatka i lizyny, a mniejszg zawartosciq ttusz-
czu, co kwalifikuje go jako pasze biatkowqg. Ponadto, w makuchu stwierdzono nizszy poziom
substancii antyzywieniowych i mniej kolonii grzybéw plesniowych w poréwnaniu z ekstrudatem.

Z kolei, analizujgc otrzymane wyniki analiz chemicznych mqgczek z larw muchy BSF do
badan na zwierzetach gospodarskich, wybrano mgczke petnottustg. Wyzsza zawarto$e tusz-
czu przetozy sie na wiekszqg ilo$¢ kwasu laurynowego w dawce, ktdry jest waznym czynnikiem
prozdrowotnym. Ttuszcz tej mgczki jest mniej podatny na utlenianie, a ponadto mgczka ta ce-
chuje sie wyzszg dostepnosciq lizyny oraz wyzszym poziomem witaminy E.
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Zadanie 01-16-07-21
Ewaluacija fenotypowych badan organoiddw jelita cienkiego swini dla potrzeb badan
zywieniowych na przyktadzie badan nad maslanianem sodu, taninianu zelatyny oraz
deoksyniwalenolu

Kierownik zadania: dr inz. Paulina Szczurek-Janicka

Celem prezentowanego zadania jest opracowanie innowacyjnego modelu tréjwymiarowe;j
hodowli organotypowej jelita cienkiego $wini oraz ocena mozliwosci jej wykorzystania
w badaniach zywieniowych.

Organoidy, czyli miniaturowe, uproszczone organy stanowigce komorki hodowane
w specjalnych trojwymiarowych srodowiskach, pozwalajg zachowac funkcje fizjologiczne or-
gandéw w modelach in vitro. Jak dotgd, model organoidu jelita cienkiego $wini nie zostat stwo-
rzony, Co znacznie ogranicza mozliwosci badan zywieniowych u zwierzgt hodowlanych. Tego
rodzaju trojwymiarowy model in vitro pozwoli na zbadanie molekularnych mechanizméw dzia-
tania poszczegdlinych metabolitéw i zwigzkéw aktywnych na wzrost i réznicowanie komorek
nabtonkowych jelita, a co za tym idzie wzrost zwierzat. Wydaje sie to by<¢ niezwykle istotne
Z uwagi na obowigzujgcg od kilku lat ustawe o ochronie zwierzgt, wykorzystywanych w do-
Swiadczeniach naukowych, majgcg na celu zastgpienie, ograniczenie oraz udoskonalenie ba-
dan, w ktérych sg one wykorzystywane.

Cele szczegdtowe zadania obejmowaty pozyskanie materiatu badawczego, uzyskanie
hodowli organoidéw jelitowych $wini oraz jej optymalizacje, a takze okreslenie charakterystyki
fenotypowej i czynnosciowej uzyskanych organoiddw.

Metodyka:

Metodyka projektu zaktadata pozyskanie materiatu badawczego (fragmentdéw jelita cien-
kiego) oraz uzyskanie hodowli organoiddw jelitowych $wini z komdrek macierzystych krypt jeli-
towych. Opisane w literaturze metody izolaciji krypt jelitowych mozna podzieli¢ na dwa typy:
1) mechaniczng dezintegracje tkanki poprzedzong dtugookresowqg (miedzy 30 a 60 minut)
chelatacjg dwuwarto$ciowych jondw w buforze PBSCa Mg free 7 dodatkiem 2mM EDTA; 2) enzy-
matyczng dezintegracje tkanki przy pomocy enzymdw proteolitycznych.

W ftrakcie redlizacji zadania podjeto szereg préb izolacji krypt jelitowych. Finalnie pozy-
skano i zabezpieczono materiat od 8 osobnikdw, co stanowi wystarczajagcq ilo$¢ dla zabezpie-
czenia powodzenia realizacji dalszych etapdw. Komorki macierzyste krypt jelitowych zostaty
pozyskane jako materiat odpadowy poubojowy z fragmentu jelita zlokalizowanego ok. 50 cm
od zotgdka.

Nastepny krok uwzgledniat optymalizacje hodowli komérkowej. Medium hodowlane jest
kluczowym elementem, ktére odpowiada za stabilny wzrost organoiddw oraz utrzymywanie
réznorodnosci komorkowej w ich populacji komérkowej. W celu wytonienia odpowiedniego
sktadu pozywki zdecydowano sie na wykorzystanie komercyjnie dostepnych formulacji pozy-
wek przeznaczonych do hodowli i réznicowania organoiddw jelitowych: Intesticult organoid
growth medium (przeznaczone dla myszy), Intesticult organoid growth medium (przeznaczone
dla cztowieka) oraz Intesticult organoid differentiation medium (przeznaczone dla cztowieka),
wszystkie firmy Stemcell. Dodatkowo, dla wspomagania procesu wzrostu oraz réznicowania
komodrek w postaci dwuwymiarowej warstwy nabtonka, uzyto a) DAPT — inhibitora gama-sekre-
tazy, posredniego inhibitora szZlakéw biatka Notch oraz E-Cadheryn i ErbB4; b) Y27632, inhibi-
tora szlaku Rho-ROCK poprzez interakcje z biatkami ROCK1 oraz ROCK2.
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Nastepnym etapem byto okredlenie charakterystyki fenotypowej i czynnosciowej
uzyskanych organoidéw. Charakterystyka zawarto$ci sktadu komoérek organoiddw ma
kluczowe znaczenie dla prawidtowego odwzorowania procesdéw zachodzgcych w tkance.
Mozemy tutaj wymieni¢ zmiany przepuszczalno$ci nabtonka pod wptywem dziatania
czynnikdw zewnetrznych, gdzie oprécz lateralnego wigzania komadrka-komoérka (ang. tight
junctions), istotna jest takze zdolno$¢ do wytwarzania ochraniajgcej warstwy §Sluzowej. Funkcje
te spetniajg w tkance komérki Gobleta. Zawartos¢ komodrek gobletowych okreslono
wykorzystujgc barwienie btekitem alcjanskim przy kontr-barwieniu 5% roztworem Giemsy.
Organoidy hodowano na powlekanym szkietku mikroskopowym przez okres 2 tygodni,
pozwalajgc organoidom rozpas$é sie iutworzy¢é dwuwymiarowy monolayer. Barwienie
przeprowadzono wg schematu: 1. przemywanie preparatu w buforze PBS; 2. utrwalanie w 4%
paraformaldehydzie oraz w 100% metanolu; 3. przemywanie preparatu wodg i przemywanie
w 3% roztworze kwasu octowego; 4. barwienie Alcian Blue sol. (Sigma); 5. przemywanie wodg
do uzyskania klarownego preparatu; 6. kontr-barwienie oraz wizualizacja.

Wyniki:

W wyniku prac prowadzonych w ramach celu szczegdtowego |, uzyskano hodowle organoi-
déw jelita cienkiego $wini na etapie 4 pasazu, co wynosi okoto 5 tygodni, po ktdérych nie zau-
wazono zmian we wzroscie i fenotypie komadrek.

Fot. 1. Zestawienie morfologii organoiddéw w hodowli krotkookresowej (5 dni — zdjecie lewe) wraz z hodowlg dtugoo-
kresowq (14 dni — zdjecie prawe ). Strzatka-kierunek wzrostu pseudo-kosmka jelifowego, gwiazda-potencjalna nisza
komorek macierzystych, z — $wiatto pseudo-kosmka strona apikalna komérek, w — strona bazolateralna komaorek.

Prowadzone eksperymenty wykazaty, ze zastosowanie metody enzymatycznej celem
izolacji krypt jelitowych Swini daje najwiekszg powtarzalno$¢ na przestrzeni cyklu 4 izolacji
(8 osobnikow).

Na potrzeby zadania opracowano ponizszy protokdt izolaciji organoiddéw: 1. Izolacja frag-
mentu tkanki; 2. Wstepne mechaniczne oczyszczanie $wiatta jelita; 3. Ptukanie zimnym PBS pH
7.2; 4. Pokrojenie tkanki na drobne kawatki; 5. Ptukanie zimnym PBS pH 7,2; é. Ekstrakcja: a. Ma-
teriat badawczy przenie§¢ do 15 ml probdéwki i doda¢ Akutaze (Thermofisher) lub Trypsyne
(Thermofisher); b. Inkubacja 30 minut w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem; c. Wirowanie —
300 g, 5 minut; d. Materiat badawczy zawiesi¢ w 1% petnowartosciowym medium DMEM z an-
tybiotykami (medium); e. Materiat badawczy przesqczy¢ przez 70 um cell strainer (Gibco) prze-
mywajgc medium; 7. Powtdrzy¢ proces ekstrakciji 1-2 razy; 8. Wirowanie: 300 g, 5 minut; 9. Ban-
kowanie. Z kolei opracowany i postulowany protokdt pasazowania organoiddw: 1. Ptukanie
zimnym PBS pH 7,2; 2. Inkubacja w Akutazie (Thermofisher) 10-20 minut, wytrzgsajgc; 3. Homo-
genizacja mieszaniny poprzez pipetowanie; 4. Wirowanie w temperaturze 4°C, 5 minut, 300 g;
5. Zawieszenie osadu w medium hodowlanym; 6. Homogenizacja mieszaniny poprzez pipeto-
wanie.
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W wyniku przeprowadzenia szeregu prébnych hodowli wytoniono rowniez sktad i rodzaj
medium hodowlanego najlepiej spetniajgcego wymagania dla hodowli organoiddéw jelita
cienkiego $wini. Dla wzrostu organoiddw optymalne okazato sie wykorzystanie OGMhv wraz
zinhibitorem Y27632 na poczgtkowych etapach hodowli, dla rdéznicowania organoiddw
w formy morfologicznie przypominajgce nabtonek jelitowy, a takze dla uzyskania dwuwymia-
rowego komdérkowego monolayera rekomendowane jest uzycie medium ODMbv z inhibitorem
DAPT.

Fot. 2. Zestawienie trzydniowych hodowli organoiddw z wykorzystaniem trzech réznych sktaddw pozywki hodowlanej-
Intesticult organoid growth medium (OGM, przeznaczone dla myszy), Intesticult organoid growth medium (OGM,
przeznaczone dla cztowieka) oraz Intesticult organoid differentiation medium (ODM, przeznaczone dla cztowieka).
Wszystkie zdjecia wykonane w powigkszeniu 5x.

OGM mysz ODM cztowiek OGM cztowiek

Fot. 3. Zestawienie wptywu warunkéw hodowlanych, reprezentowanych poprzez uzyte medium oraz stymulacje
dedykowanymi inhibitorami, na morfologie organoidéw w czasie ponadtygodniowej hodowli.

Organoid differentiation medium

Kontrola | | Stymulowane 5 uM DAPT
- o
- - -
5x 10x 5x 10x
Organoid growth medium
Kontrola | | Stymulowane 10uM Y27632
- -
- -
10x

Czes¢ uzyskanego materiatu badawczego (organoiddw jelitowych) zostata poddana
kriokonserwaciji. Druga cze$¢ byta stale pasazowana w celu kontynuacii hodowli organoido-
wych. W trakcie preparowania organoiddw z krypt jelitowych pozyskany materiat biologiczny
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zostat czesSciowo zachowany w postaci tkanki krypt jelitowych, ktéra postuzy jako materiat re-
ferencyjny do analiz franskryptomicznych w nastepnych etapach realizacji zadania.

Ponizej zaprezentowano réwniez wyniki analizy sktadu komdrkowego organoiddw na za-
warto$¢ komadrek gobletowych.

Fot. 4. Eksperyment barwienia komdrek gobletowych po 5 dniach hodowli w warunkach dwuwymiarowych.
Wykorzystano rézne ilosci komorek dla inicjacji hodowli: 100.000/dotek (A), 200000/dotek (B, B2), 500000/dotek. (C).
Strzatki wskazujg na wybarwiong komérke gobletowa.

Podsumowanie:

W ramach przeprowadzonych czynnosci uzyskano hodowle organoiddw jelita cienkiego $wini
oraz zoptymalizowano warunki dla jej prowadzenia. Opracowana zostata metodyka izolacji
krypt jelitowych $wini celem uzyskania hodowli organoiddw oraz protokdt pasazowania
organoiddw. Okreslono takze rodzqgj i sktad medium hodowlanego najlepiej spetniajgcego
wymagania dla hodowli organoiddw jelita cienkiego $wini. Hodowla organoiddw bedzie
kontynuowana celem realizacji dalszych etapdw badawczych.

Zadanie 04-16-01-11
Ksztattowanie reakcji immunologicznej u cielgt za pomocq innowacyjnych preparatéw
zawierajgcych nanoczgstki krzemu oraz zmodyfikowane kultury Lentinula edodes

Kierownik zadania: dr Dorota Bederska-tojewska

Poczatkowy okres odchowu cielgt cechuje sie licznymi zagrozeniami dla ich zdrowia i zycia.
Mimo stosowania wielu zabiegdw o charakterze zootechniczno-weterynaryjnym straty w ich
odchowie sg wysokie i wahajqg sie w zaleznosci od gospodarstwa od 6 do 24%.

Celem planowanych badan byta ocena wptywu dwdch preparatdéw wielosktadni-
kowych NANOCALF-Si oraz Selenfin na staftus zdrowotny oraz parametry produkcyjne
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odchowywanych cielgt. W doswiadczeniu wykorzystano dwa preparaty o dziataniu
przeciwbakteryjinym i immunostymulujgcym. Pierwszy z nich — NANOCALF-Si w swoim sktadzie
zawierat: enzymy pochodzenia mikrobiologicznego o profilu trzustkowym (Amano), maslan
sodu, nanoczgstki krzemu (Aerosil 200, Evonik, Niemcy), chronione czgsteczki kwasdw
fumarowego, jabtkowego, cyfrynowego, sorbowego. Zwigzki te wykazujg siine 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 wywotac efekt
stymulaciji uktadu odpornosciowego oraz dziatac¢ jako prebiotyk u zwierzgt hodowlanych.

Doswiadczeniem zywieniowym objeto 18 cielgt, mieszahcédw ras cb x Hf (50-75% gendw
Hf). Zwierzeta w miare urodzen przydzielono do 3 grup (kontrolnej oraz do 2 doswiadczalnych).
W momencie rozpoczecia doswiadczenia zwierzeta zostaty zwazone, a kolejne wazenia mas
ciata odbywaty sie w odstepach 7-dniowych. Zywienie cielgt byto oparte na preparacie
mlekozastepczym podawanym 2 razy dziennie do 70. dnia, a od 10. dnia zycia wprowadzona
dodatkowo byta mieszanka tre$ciwa C oraz siano tgkowe. Pierwsza grupa doswiadczalna od
10. do 70. dnia zycia otrzymywata preparat NAOCALF-Si (nanoczgstki krzemu — 3000 mg,
proteaze — 18 mg, lipaze — 45 mg, kwasy organiczne — 2 g, maslan sodu — 10 g), natomiast druga
- Selentin (7 g) liofiizat grzyba Lentinula edodes wzbogaconego w selen zwiqzany
z tréjglicerydami. Cieleta byty zywione indywidualnie, z codziennym odwazaniem pasz
i kontrolowaniem ilosci niewyjaddw. Na podstawie zgromadzonych danych wyliczono
przyrosty masy ciata, zuzycie paszy oraz preparatu mlekozastepczego na g przyrostu masy
ciata (FCR). Na poczatku doswiadczenia (10. dzieh zycia), w 35.170. dniu, pobrano krew w celu
okreslenia wskaznikédw morfologicznych (hematokryt, stezenie hemoglobiny, MCV, MCH,
MCHC, liczby czerwonych i biatych krwinek), analiz biochemicznych (ALT, AST) oraz badania
stezenia selenu w surowicy.

W 70. dniu zycia poddano eutanazji 3 osobniki z kazdej grupy w celu pobrania fragmentu
dwunastnicy oraz zwacza brzusznego, a takze zmierzenia dtugosci jelit. Przeprowadzono
badanie cytotoksyczne preparatdw Aerosil 200 i Aerosil 300 na hodowlach komdrkowych
CaCo-2.

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.
W pdzniejszym okresie zycia, az do 70. dnia, réznic statystycznych nie odnotowano, natomiast
w 120. dniu pojawita sie tendencja do wyzszych mas ciata u cielgt z obydwu grup
dos$wiadczalnych. W poszczegdlnych okresach odchowu nie zaobserwowano rowniez réznic
w pobraniu i wykorzystaniu paszy oraz preparatu mlekozastepczego czy Srednich dziennych
przyrostach masy ciata miedzy 1.-35., 35.-42. i 42.-70. dniem. Parametry morfologiczne oraz
biochemiczne krwi nie ro&znity sie statystycznie istotnie przez caty okres eksperymentu pomiedzy
grupami doswiadczalnymi a grupg kontrolng. Mimo, iz w grupie ofrzymujgcej Selentin, w dniu
kiedy zwierzeta zaczety otrzymywad preparat, stwierdzono nizsze wartoéci hematokrytu
(p<0,40) oraz MCHC (p<0,01) — w pdzZniejszym okresie doszto do ich wyrdwnania i nie
obserwowano odmiennych wartosci w poréwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi. Barwienie
dwunastnicy oraz zwacza brzusznego hematoksyling i eozyng takze nie wykazato istotnego
wptywu zastosowanych preparatéw na morfologie wybranych odcinkdw przewodu
pokarmowego. Stezenie selenu w surowicy byto wyzsze u zwierzgt ofrzymujgcych L. edodes na
poczgtku doswiadczenia, nie réznito sie pomiedzy grupami i wynosito 34,17 ug/l — w grupie
kontrolnej i 33,5 ug/l — w grupie do$wiadczalnej — Selentin, natomiast w dniach 35. i 70.
zaobserwowano réznice istotne statystycznie. Poziom selenu we krwi wynosit 44,33 pug/li 51,33
ug/l — w grupie kontrolnej oraz 132 ug/l i 93 ug/l — w grupie ofrzymujgcej preparat (p<0,001).
Dtugos¢ jelit nie roéznita sie pomiedzy grupami doswiadczalnymi a grupg kontrolng. Srednia
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dtugosc¢ wynosita w grupie kontrolnej 28 m, w grupie NANOCALF-Si 27,5 m, natomiast w grupie
Selentin 26 m (p<0,82).

Przeprowadzone eksperymenty in vitro wykazaty brak efektu cytotoksycznego dla
szerokiego spektrum dawek Aerosil 200 oraz Aerosil 300 w warunkach statycznej ekspozycii
w hodowli inkubatorowej, nawet na przestrzeni dtugiego okresu traktowania komérek linii
CACo-2. Odmienna sytuacja nastepuje w sytuaciji, cyklicznego wytrzgsania poprzedzielanego
okresami statycznej inkubaciji. W tej sytuaciji mniejsze dawki Aerosil 200 oraz Aerosil 300 —
1,2 yg/100 ul i mniejsze — przejawiajg najwiekszy cytotoksyczny wptyw na komorki rosngce
w monolayerze. Wynika¢ to moze z faktu, iz zaobserwowano tendencje badanych
preparatéw do powiekszania srednicy ziaren przy wiekszych koncentracjach.

Efekt cytotoksyczny moze by¢ indukowany, oprécz mechanicznego uszkadzania btony
takze poprzez fagocytoze bqdz pinocytoze substancji o frakcji rozmiaru komorki (kilka do
kilkunastu nanometréw Srednicy), co niesie ze sobg uszkodzenia btony organelliwewnetrznych,
podwyzszenie poziomu stresu oksydacyjnego, a to ostatecznie skutkuje widocznym efektem
cytotoksycznym.

Zastosowane dodatki nie wptynety na parametry produkcyjne: masy ciata, Srednie
dzienne przyrosty, spozycie paszy i preparatu mlekozastepczego, ich wykorzystanie u cielgt
doswiadczalnych oraz aktywnos¢ enzymdéw wagtrobowych. Preparat Selentin wptynagt
pozytywnie na zawartos¢ selenu w surowicy krwi. Zaobserwowano tendencje do wyzszych mas
ciata w 120. dniu zycia, co moze $wiadczyé o tym, iz preparaty NANOCALF-Si oraz Selentin
pozytywnie oddziatywaty na zwierzeta, jednak efekt zauwazalny byt w pdzniejszym okresie.
Jako, ze nie odnotowano réznic w obrebie przewodu pokarmowego, mozna przypuszczad, iz
pozytywne oddziatywanie dodatkdéw mogto wynikaé z korzysthego modulowania bakterii
jelitowych jak i obnizania cytokin prozapalnych oraz wspierania uktadu immunologicznego.

Tab. 1. Wyniki odchowu cielgt (n=18).

Wyszczegdlnienie | Kontrola sD NANO- sD SEM P Selentin sD SEM P
CALF-Si

Masa ciata (kg) 4572 4.4 45,7 7.4 1.7 0.87 | 46,0 6.8 1.6 0,81
- urodzeniowa 45,1 4,4 44,6 51 1,3 0,86 | 448 4,7 1,2 0,90
~7.dzien. 45,1 4,4 45,3 5,2 1,3 0,94 | 45,5 4,7 1,2 0,89
- ;‘]‘: gz:zz 46,8 3.0 46,7 5,5 12 0.98 | 46,7 50 11 0.99
o5 i 47,3 40 48,8 6,7 1,5 0,66 | 49,0 6.2 1,4 0,57
35 arion 50,4 53 50,0 7.2 1,7 091 | 50,5 67 1,6 0,98
_ 49, dziett 55,2 5,4 55,2 6,4 1,6 0,99 | 55,0 58 1,5 0,96
_ 49 dzieh 59,4 7.0 59,4 6.1 1.8 0,98 | 589 5,7 1,7 0,89
_ 56, dzien 658 9.2 64,9 69 23 0,85 | 64,4 6.5 2,1 0,76
— 63, dzien 71,7 107 | 718 7.6 2,6 0,99 | 71,4 7.0 2,4 0,95
_70. dzien 76,1 128 | 775 9.2 3,1 0,82 | 76,6 8,8 2,9 0,92
~120. dzien 1141 153 | 127.2 148 |62 0,34 | 120,4 1.6 | 515 | 060

Srednie dzienne
przyrosty mas
ciata (g/d/szt.)

1.-35. 148,51 72,91 120,95 163,53 | 35,09 0,71 | 127,78 150,37 | 32,39 | 0,76
35.-42, 690,48 251,47 | 740,48 388,97 | 90,46 | 0,79 | 655,10 420,83 | 94,15 | 0,86
42.-70. 744,64 293,09 | 799.40 192,82 | 68,78 | 0,71 | 770,92 191,48 | 64,63 | 0,85

Srednie dzienne
spozycie paszy

(g/d/szt.)
35.-42. 458,05 295,86 | 471,05 267,40 | 77,64 0,93 | 391,79 213,47 | 65,31 0,95
42.-70. 1042,65 548,82 | 1027,83 353,15 | 127,04 | 0,96 | 898,18 357,43 | 127,16 | 0,64
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Srednie dzienne
spozycie
preparatu
mlekozastepczego

(9/d/szt)
5.-35. 483 18,6 507 16,1 4,96 0,13 | 499 18,6 4,96 0,36

35.-42. 719 44,8 736 31,0 8,68 0,31 | 634 22,3 59,52 | 0,63
42.-70. 538 68,2 520 57,0 17,36 | 0,99 | 690 23,5 49,6 0,64

Wykorzystanie

paszy (9/9)
35.-42. 0,76 0,59 0.73 0,46 0,15 0,93 | 0,85 0,90 0,21 0,83

42.-70. 1,52 0.99 1,28 0,32 0.21 0,58 | 1,14 0,42 0,22 0,41

Wykorzystanie
preparatu
mlekozastepczego

(9/9)
5.35. 3,99 1,74 -6,40 19,1 4,05 021 | -6.3 18,9 4,01 0,21

35.-42. 1,19 0,51 1,32 0.83 0,19 0,76 | 1,19 0,66 40,16 | 0,84
42.-70. 0.85 0,51 0.71 0,16 0,106 | 0,49 | 0,91 0,21 0,11 0,83

Zadanie 04-16-04-11
Wykorzystanie larw owaddw w zywieniu kurczqt brojleréw jako alternatywa dla sruty
sojowej

Kierownik zadania: dr inz. Sylwia Orczewska-Dudek

Celem zadania byto okreslenie mozliwosci catkowitego zastgpienia sruty sojowej w mieszance
grower dla kurczgt brojleréw nasionami tubinu w potgczeniu z mgczkami z larw owaddw jako
zrédto biatka oraz wptyw badanych komponentdw biatkowych na wyniki produkcyjne, para-
metry rzezne i jakos$¢ miesa.

W okresie sprawozdawczym wykonano dwa doswiadczenia zywieniowe na kurczetach
brojlerach Ross 308.

Doswiadczenie 1. przeprowadzono na 160 jednodniowych kogutkach pozyskanych z ko-
mercyjnego zaktadu wylegowego. Ptaki odchowywano w przedziatach grupowych na
Scidtce, w zakresach termicznych i wilgotno$ciowych odpowiednich dla ich wieku. W catym
okresie doswiadczenia kurczeta miaty staty dostep do paszy i wody. W wieku trzech tygodni
kogutki przydzielono losowo do 5 grup zywieniowych, po 32 ptaki w grupie ztozonej z 4 powto-
rzehn — po 8 sztuk. Ptaki grupy kontrolnej (1) zywiono mieszankg typu grower na bazie $ruty kuku-
rydzianej i sojowej. W grupie Il — 60% soi zastgpiono nasionami tubinu zéttego (Lupinus luteus L.)
odmiany Baryt, charakteryzujgcej sie najnizszg zawartosciq alkaloidéw. W grupach lll do V -
soje catkowicie zastgpiono magczkqg z larw owaddw w ilosci 200 g/kg paszy jedwabnika mor-
wowego, mgcznika mtynarka lub drewnojada oraz nasionami tubinu zéttego w ilosci 170 g/kg
paszy. Kurczeta odchowywano do wieku 42 dni przy statym dostepie do paszy i wody. W okre-
sie odchowu kontrolowano codziennie padniecia ptakdw oraz grupowo pobranie paszy w od-
stepach tygodniowych. Po zakonczeniu okresu odchowu, w 42. dniu zycia, kogutki zwazono
i ubito po 8 sztuk z kazdej grupy. Tuszki poddano uproszczonej analizie rzeznej. W trakcie analizy
pobrano i zamrozono w temperaturze -20°C prébki miesa piersi i ndg do dalszych badan.
W prébkach miesa piersi i ndg oznaczono zawarto$¢ suchej masy, biatka ogdlnego, ttuszczu
surowego i popiotu surowego. Przeprowadzono analize organoleptyczng jakosci miesa piersi
i nég. Wyniki uzyskane w tfrakcie realizacji badan poddano analizie statystycznej, wykorzystujgc
program SAS wersja 9.2. Istotnos¢ réznic oceniano za pomocg testu Duncana, uznajgc réznice
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za statystycznie istotne przy wartosci P ponizej 0,05. Analiza chemiczna sktadu komponentéw
biatkowych zastosowanych w do$wiadczeniu wykazata, ze zawartos¢ biatka w mqgczce z larw
drewnojada odpowiadata zawartosci tego sktadnika w $rucie sojowej, natomiast zawartose
biatka w mgczce z larw mqgcznika i poczwarek jedwabnika byt wyzsza odpowiednio o 38%
i 25%. Mgczki owadzie, szczegdlnie z larw drewnojada zawieraty znacznie wiecej ttuszczu suro-
wego, w pordwnaniu do $ruty sojowe;.

Pod wzgledem zawartosci wtdkna surowego tylko mqgczka z poczwarek jedwabnika od-
powiadata Srucie sojowej. Pozostate komponenty, szczegdinie nasiona tubinu i mgczka z larw
maqgcznika mtynarka, zawieraty wiecej wtdkna w kg suchej masy odpowiednio o 373% i 121%,
w porédwnaniu do zawartosci tego sktadnika w srucie sojowej. Posréd aminokwasdw egzogen-
nych, mqgczki z larw owaddw charakteryzowaty sie nizszg zawartoscig argininy i fenyloalaniny
w poréwnaniu do Sruty sojowej. W okresie doswiadczenia przezywalnos¢ ptakdw we wszystkich
grupach byta zblizona i wahata sie w granicach 94,9-95%. Nie stwierdzono statystycznie istot-
nych réznic w masie ciata i srednich przyrostach masy ciata kogutkdw, otrzymujgcych w mie-
szance nasiona tubinu, mqgczke z poczwarek jedwabnika i mgczke z larw mgcznika mtynarka,
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Zastgpienie sruty sojowej mgczkami z larw owaddw istotnie
obnizyto Srednie pobranie paszy, natomiast najlepsze wykorzystanie paszy stwierdzono u pta-
kédw otrzymujgcych mgczke z larw mgcznika mtynarka. Wyniki analizy rzeznej wykazaty, ze za-
stgpienie 60% $ruty sojowej tubinem zéttym (grupa Il) nie wywarto statystycznie istotnego
wptywu na jako$¢ tuszki, niemniej jednak obserwowano tendencje do wzrostu masy tuszki
i masy ttuszczu sadetkowego. Eliminacja sruty sojowej z mieszanek paszowych w poszczegdl-
nych grupach nie miata istotnego wptywu na wzgledne masy wagtroby i serca. Obserwowano
natomiast istotny wzrost (P<0,01) masy zotgdka u kogutkdw otrzymujgcych mqgczki z owaddw,
zarbwno w porownaniu do grupy kontrolnej jak i sojowo-tubinowej. Wyniki analizy sktadu che-
micznego miesni piersiowych i miesni udowych wskazujq, ze zawarto$¢ suchej masy w miesie
piersi grupy kontrolnej byta istotnie nizsza w poréwnaniu do grup II, Il i V. Grupa otrzymujgca
w mieszance mqczke z larw drewnojada cechowata sie istotnie wyzszg (P<0,05) zawartoscig
biatka w miesie piersi w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Organoleptyczna charakterystyka
miesa kogutkéw otrzymujgcych mieszanki zawierajgce maczki z larw owaddéw nie wykazata
istotnych réznic w zakresie zapachu i smakowitosci. Obserwowano natomiast tendencje do
wiekszej soczystoscii kruchosci miesa kogutkdw otrzymujgcych w paszy magczki z larw owadow.
Na podstawie opracowanych wynikdbw mozna stwierdzi¢, ze mqgczka z larw mgcznika mty-
narka lub mgczka z poczwarek jedwabnika w potgczeniu z nasionami tubinu zéttego mogg
stanowi¢ alternatywne zrédto biatka w mieszankach paszowych dla kurczgt brojlerdw w dru-
gim okresie odchowu bez negatywnego wptywu na wyniki produkcyjne i jako$¢ sensoryczng
miesa.

Doswiadczenie 2. przeprowadzono na 252 seksowanych kurczetach brojlerach Ross 308,
pochodzgcych z komercyjnego zaktadu wylegowego, odchowywanych na $ciétce w stan-
dardowych warunkach $srodowiskowych ze statym dostepem do paszy i wody. Od 1. do 21.
dnia zycia kurczeta zywiono mieszankq typu starter. Po zakonczeniu pierwszego okresu od-
chowu kurczeta przydzielono losowo do 4 grup do$wiadczalnych po 24 ptaki (4 powtdrzenia
po 6 sztuk — 3 kurki i 3 kogutki). Grupy kontrolne zywiono odpowiednio mieszankg kukurydziano-
sojowq (l) i kukurydziano-sojowo-tubinowq (ll). W mieszankach doswiadczalnych soje zastg-
piono nasionami tubinu zéttego (170 g/kg paszy) w potgczeniu z mgczkg z poczwarek jedwalb-
nika morwowego (200 g/kg paszy) — grupa lll lub z mgczkg z larw mgcznika mtynarka (200 g/kg
paszy) — grupa IV. W catym okresie doswiadczenia ptaki miaty swobodny dostep do wody
i paszy. Mase ciata kurczgt oraz pobranie paszy kontrolowano w odstepach tygodniowych.
Padniecia ptakédw odnotowywano codziennie. Po zakohczeniu okresu odchowu (42 dni), kur-
czeta pozbawiano dostepu do paszy na 12 h, a nastepnie wybierano losowo po 8 kurczat
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z kazdej grupy (po 2 ptaki réznej ptci z kazdego powtdrzenia) i poddano ubojowi. Krew do
analiz pobrano poubojowo z zyty jarzmowej do probdwek z heparyng. W otrzymanym osoczu
oznaczono zawartos¢ biatka ogdlnego, glukozy tréjgliceryddw, cholesterolu catkowitego,
HDL-c i LDL-c oraz enzymow watrobowych. Hormony tarczycy oznaczano metodg radioimmu-
nologiczng, przy uzyciu komercyjnych zestawdw T4-RIA-CT i T3-RIA-CT firmy DIAsource Immuno-
Assays S.A.-Belgium, znakowanych izotopem jodu 125 — wedtug zatgczonej metodyki do da-
nego testu. Po uboju wypreparowywano wgtrobe i przewdd pokarmowy. Okreslano mase na-
rzgdu oraz dtugos¢ dwunastnicy jelita czczego, jelita kretego, jelit Slepych i jelita kohcowego.
Dwucentymetrowe segmenty tkanki, pobrane z odcinka dwunastnicy i jelita czczego, przemy-
wano w roztworze soli fizjologicznej, utrwalono w 10% roztworze buforowanej formaliny przez
24 h. Utrwalone tkanki odwadniano w rosngcym szeregu alkoholi i prze$wietlano w ksylenie.
Odwadnianie tkanek przeprowadzano w procesorze tkankowym Cytadel 2000 firmy Thermo
Scientific wedtug zaprogramowanego cyklu frwajgcego 20 h. Przepojony skrawek zostat zato-
piony we wnetrzu bloczka parafinowego, ktéry sporzgdzono, wlewajgc porcje parafiny do me-
talowej formy, a nastepnie umieszczono na parafinie fragment tkanki ustawiony w odpowied-
niej orientacji przestrzennej i zatopiono go w ciektej parafinie. Proces ten odbyt sie z wykorzy-
staniem zatapiarki parafinowej Myr EC 350-1 potgczonej z ptytg chtodzgcg Myr EC 350-2. Tkanki
zatopione w bloczku parafinowym zostaty pociete na skrawki o grubosci 5 mikrometréw przy
uzyciu mikrotomu rotacyjnego Microm HM 340E Thermo Scientific. Barwienie preparatéw prze-
prowadzono standardowq technikg obrazowania histologicznego H+E (hematoksylina i eo-
zyna). Ofrzymany preparat histologiczny zostat oceniony pod mikroskopem Zeiss AX10. Zdjecia
tkanek wykonano aparatem Axiocom 105 colour. Do$wiadczenie strawnosciowe przeprowa-
dzono na 144 kurczetach podzielonych na 4 grupy w 6 powtdrzeniach, po 6 ptakdw w kazdym
powtdrzeniu. Jako wskaznika uzyto bezwodny trojtlenek chromu (Cr20s). Wyniki uzyskane
w trakcie redlizacji badan poddano andlizie statystycznej wykorzystujgc program SAS wersja
9.2. Istotnos¢ réznic oceniano za pomocg testu Duncana, uznajgc réznice za statystycznie
istotne przy wartoéci P ponizej 0,05. Analiza osiggnietych wynikdw produkcyjnych kurczgt broj-
lerow nie wykazata istotnego wptywu zastgpienia sruty sojowej mgczkq z poczwarek jedwalb-
nika lub larw magcznika mtynarka w potgczeniu z nasionami tubinu zéttego, w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. Zastgpienie w 60% $ruty sojowej nasionami tubinu zéttego 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 zotqdkdw, jelita kretego i koncowego. Catkowite wy-
eliminowanie $ruty sojowej z mieszanek paszowych i zastgpienie jej mgczkg z poczwarek je-
dwabnika w potgczeniu z nasionami tubinu zéttego istotnie zwiekszyto wzgledng mase zotqgdka
mie$niowego (P<0,01) i jelita czczego (P<0,01) w pordwnaniu do grupy kontrolnej. Wprowadze-
nie do mieszanki paszowej mqczki z larw mgcznika mtynarka istotnie zwiekszyto wzgledng mase
zotgdka miesniowego (P<0,01) w poréwnaniu do grupy kontrolne]. Wzgledna dtugos¢ jelita
czczego i jelit Slepych kurczgt zywionych mieszankg, zawierajgcg magczke z poczwarek je-
dwabnika, byta zblizona do wartoéci obserwowanych w grupie sojowo-tubinowej, natomiast
istotnie wyzsza (P<0,01), w pordwnaniu do grupy kontrolnej, i otrzymujgcej w diecie mgczke
z larw mgcznika mtynarka wraz z nasionami tubinu zéttego. Nie stwierdzono wptywu stosowa-
nia mgczek z larw jedwabnika jak réwniez larw zmgcznika mtynarka, w potgczeniu z nasionami
tubinu zéttego na morfologie dwunastnicy i jelita cienkiego. Zastgpienie w 60% $ruty sojowej
nasionami tubinu zéttego nie miato istotnego wptywy na pozorng strawnos¢ jelitowq biatka
ogdlnego i ttuszczu surowego, zawartych w mieszance paszowej. Natomiast catkowite wyeli-
minowanie $ruty sojowej z mieszanek i zastgpienie jej mgczkami z larw mgcznika mtynarka i po-
czwarek jedwabnika, w potgczeniu z nasionami tubinu zéttego, istotnie zwiekszyto wspdtczyn-
niki pozornej strawnosci jelitowej tych sktadnikdw (P<0.01). Badania wskaznikdéw biochemicz-
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nych krwi kurczgt nie wykazaty statystycznie istotnych réznic w zawartosci glukozy i trojglicery-
déw miedzy grupami. Stwierdzono natomiast istotnie nizszy poziom biatka catkowitego
(P<0,05), cholesterolu catkowitego (P<0,01) oraz jego frakcji HDLi LDL (P<0,01) w grupie ptakdw
otrzymujgcych w diecie mgczke z poczwarek jedwabnika w potgczeniu z nasionami tubinu
z6ttego. Wzgledna masa watroby ptakdw otrzymujgcych w diecie mgczke z poczwarek je-
dwabnika oraz nasiona tubinu zottego byta statystycznie istotnie nizsza (P<0,05) w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. W pozostatych grupach wartoséci tego parametru byty zblizone, a obser-
wowane réznice nie wykazywaty istotnosci statystycznej. Nie stwierdzono istotnych réznic w za-
wartoéci aminotransferazy asparginowej. Kurczeta zywione mieszankg sojowo-tubinowqg cha-
rakteryzowaty sie istotnie nizszg zawartosciqg fosfatazy alkalicznej (P<0,01), natomiast wprowa-
dzenie do mieszanki mgczki z larw mgcznika mtynarka, w potgczeniu z nasionami tubinu z6t-
tego, istotnie obnizyto zawarto$¢ aminotransferazy alaninowej (P<0,01), w poréwnaniu do grup
zywionych mieszankami z udziatem soi. Zastgpienie w 60% $ruty sojowej nasionami tubinu zot-
tego istotnie zwiekszyto poziom tyroksyny (P<0,05), tréjjodotyroniny (P<0,01) oraz stosunek T3/T4
(P<0,05) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Catkowite wyeliminowanie $ruty sojowej z miesza-
nek i zastgpienie jej mgczkqg z poczwarek jedwabnika lub larw mgcznika mtynarka w potgcze-
niu z nasionami tubinu zéttego obnizyto wartoéci badanych parametréw do poziomu obser-
wowanego w grupie kontrolnej. Uzyskane wyniki badan wskazujq, ze $rute sojowg w mieszance
typu grower mozna catkowicie zastgpi¢ nasionami tubinu zéttego oraz mqczkq z larw mgcz-
nika mtynarka lub mqgczkg z poczwarek jedwabnika bez negatywnego wptywu na wyniki od-
chowu i jako$¢ sensoryczng miesa. Nasiona tubinu zéttego, w potgczeniu z mgczkg z larw
magcznika mtynarka lub z poczwarek jedwabnika, mogg stanowi¢ alternatywne zrédto biatka
dla $ruty sojowej w mieszankach paszowych dla kurczgt brojleréw w drugim okresie odchowu.

Zadanie 04-16-05-11
Ochrona przewodu pokarmowego prosigt przed negatywnym wptywem bakterii
chorobotwdrczych

Kierownik zadania: prof. dr hab. Marek Pieszka

Celem gtéwnym zadania badawczego jest ocena wptywu autorskiego dodatku paszowego
o wtasciwosciach buforujgcych, ograniczajgcego rozwdj bakterii o charakterze patogennym
i majgcego wptyw na stabilizacje mikroflory jelit u odsadzonych prosigt, morfometrie tkanek
przewodu pokarmowego, funkcje fizjologiczne przewodu pokarmowego, w tym aktywnos$é
enzymow rgbka szczoteczkowego i dojrzewanie $luzéwkowego uktadu immunologicznego
oraz parametry produkcyjne i zdrowie rosngcych swin.

Ryc. 1. Schemat badan w etapie I.

Etap |
Badania Badania
laboratoryjne mikrobiologiczne
- przygotowanie preparatu - okreslenie antybakteryj':mg.o dziatania * - dawka niska bedzie odpowiadaa takiemu stezeniu, kiry w sposéb
preparatu - testy in vitro skuteczny hamuje rozwdj bakterii chorobotworczych, dawka wysoka
- wyhdr najoptymalniejszych dawek* hedzie odpowiadat dwukrotnosc niskiej dawki
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| etap badan obejmowat:

a) badania laboratoryjne polegajgce na przygotowaniu preparatu, ktéry zawiera w swym
sktadzie substancje o wtasciwosciach przeciwbakteryjnych i buforujgcych (octan sodowy)
oraz substancje wspomagajgcg, odzywiajacg nabtonek jelitowy (maslan sodowy)
w réznych dawkach i proporcjach. Badano stabilno$¢ roztworéw pod wzgledem pH. Ze
wzgledu na ochrone patentowqg doktadny sktad i proporcije nie jest podany.

badania mikrobiologiczne w celu sprawdzenia skutecznosci biobdjczego dziatania
przygotowanych roztwordw preparatu zostat przeprowadzony test mikrobiologiczny in vitro.
Do badan postuzyty wybrane bakterie Salmonella enterica PCM 2565, Clostridium
perfringens PCM 2486 oraz Escherichia coli PCM 2560 pochodzgce z kolekcji banku
mikrobiologicznego Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnejim. Ludwika Hirszfelda we
Wroctawiu.

b

—

Do hodowli bakterii zastosowano odpowiednio: podtoze agarowe SS, podtoze agarowe
Endo oraz podtoze Wilsona-Blaira. Po namnozeniu kultur bakteryjnych wykonano zawiesiny
w soli fiziologicznej, a nastepnie pobrano 0,5 cm3 kazdej z nich na jatowe szalki Petriego. Szalki
te zalano roztworami badanych zwigzkdw oraz ich mieszaniny na podtozu agarowym o steze-
niu: 0; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 i 2% na wzrost i rozwé] wybranych szczepdw patogennych (Clostridium
Sp.. Escherichia coli, Salmonella Sp.) w hodowli in vitro. Jako kontrole zastosowano zawiesiny
drobnoustrojéw z odpowiednim podtozem mikrobiologicznym.

Wszystkie mikroorganizmy inkubowano w temp. 37°C przez 24 h, przy czym hodowla bak-
terii Salmonella enterica PCM 2486 i Escherichia coli PCM 2560 przebiegata w warunkach tle-
nowych, natomiast Clostridium sporogenes PCM 2486 w warunkach beztlenowych pod war-
stwag 3% agaru. Po okresie inkubaciji przeliczono ilos¢ wyrostych kolonii mikroorganizmdéw na
poszczegdlnych podtozach z dodatkiem badanych substancji o odpowiednim ich stezeniu,
a uzyskane wyniki pordwnano z kontrolg. Hodowle przeprowadzono w trzech powtdrzeniach,
a wyniki zbiorcze usredniono. Liczenie kolonii bakterii wykonano metodg mikroskopowq. Bada-
nia wykonano przy wspdtpracy z Katedrg Mikrobiologii UR w Krakowie.

Opis wynikdw:

W pierwszym etapie badan wykonano preparat, nastepnie sporzgdzono wodne roztwory
o stezeniu: 0; 0,1; 0,2; 0,5; 1 i 2%. Badano pH rozciehczonych roztwordw mierzonych w czasie:
0,1,2, 4,8, 16124 godziny po sporzgdzeniu, utrzymujac preparaty w cieplarce w temperaturze
39,4°C, co odpowiada cieptocie ciata prosiaka. Oznaczenia wykonano na pHametrze CP-411
firmy Elmetron ze szklang elektrodq po wczesdniejszym jej wykalibrowaniu w zakresie pH 4,0a 7,5
wedtug Polska Norma PN-77/A-82058. Roztwory robocze preparatu sporzqadzono w ptynie
fiziologicznym o stezeniu NaCl 0,9% buforowanym fosforanami i zawierajgcym w swoim
sktadzie: KCI, Na2HPO4, KH2PO4. Oznaczenia wykonano w 3 powtdrzeniach.

Tab. 1. pH roztwordw preparatu podczas inkubacji przez okres 24 godzin, w temperaturze 34,9°C-

Czas inkubacii Stezenie preparatu, %

w godzinach 0 0.1 0.2 0.5 1.0 2,0
0 7,36 7.39 7,40 7,44 7.55 7.82
1 7,30 7,32 7,34 7,42 7.50 7.77
2 7.25 7.27 7.29 7.40 7.45 7.72
4 7.18 7,20 7,23 7,38 7,40 7,62
8 6,82 6,85 6,83 7,32 7.36 7.54
16 6,24 6,22 6,25 6,80 6,90 7,35
24 574 576 7,71 6,55 6,66 6,99

*  Srednie odchylenie standardowe pomiardw miescito sie w zakresie od 0,01 do +0,02.
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Wykres 1. Wptyw stezenia preparatu na rozwdj bakterii patogennych w hodowli in vitro wyrazone w CPU 105.

Stezenie 0% Stezenie 0,1% Stezenie 0,2% Stezenie 0,5% Stezenie 1,0% Stezenie 2,0%

14

12

10

N R OO0

o

M Escherichia coli ~ m Clostridium sporogenes 1 Salmonella enterica

Czas inkubacji wynosit 24 h w 37°C. Po zastosowanym czasie w hodowli zliczano wyroste
kolonie na kazdym rozciehczeniu i przeliczono ilosci na 1 ml roztworu wedtug wzoru:

n
L =—2‘=‘1’1 Y. gdzie:
L - liczba mikroorganizmdw w 1g
x — $Srednia liczebnos¢ kolonii w danym rozciehczeniu

y — rozcienczenie
n —ilo§¢ odczytdéw

Podsumowujgc wyniki pierwszego roku badan nalezy stwierdzi¢, ze najskuteczniejszymi
wtasciwosciami hamujgcymi rozwéj bakterii Clostridium, Sallmonella i Escherichia coli okazaty
sie rozciehczenia preparatu w zakresie od 0,5 do 2,0%. Na podstawie uzyskanych wynikéw
zostanie przeprowadzone doswiadczenie in vivo.

Zaktad Systeméw i Srodowiska Produkcji

p.o. Kierownika: dr hab. Jacek Walczak

Zadanie 01-17-03-11
Waloryzacja metod ograniczenia rozpraszania zwiqzkdw azotu z produkcji zwierzecej

Kierownik zadania: dr hab. Jacek Walczak

Postepujaca intensyfikacja produkcji zwierzecej bezposrednio wptywa na jako$¢ srodowiska
naturalnego i zmiany klimatu. Zaréwno ,,Europejski Zielony tad" jak i strategia ,,Od pola do
stotu”, naktadajg na ten sektor gospodarki szereg zobowigzah majgcych ograniczy¢ lub
nawet catkowicie zniwelowac wspomniane oddziatywanie. Mimo, ze w obszarze UE od 1991 r.
obowigzuje juz Dyrektywa Rady, dotyczgca ochrony wdd przed zanieczyszczeniami
powodowanymi przez azotany pochodzenia rolniczego (91/676/EWG) (Dz. Urz. WE L 756
z31.12.1991, s. 1), to jednak w Polsce wdrazajgcy jg program dziatan, majgcy na celu
zmniejszenie zanieczyszczenia wod azotanami pochodzgcymi ze zrédet rolniczych, wdrozono
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w 2017 r. W okresie jego pierwszej ewaluacji wazne staje sie zaproponowanie metod nie tylko
bilansowania azotu, ale réwniez jego rozpraszania, ktérych brak jest w obecnej wersji.

Zatozenia metodyczne:

Zadaniem objeto podstawowe gatunki zwierzgt gospodarskich, jak: $winie, bydto, dréb czys-
tych ras jak i krzyzéwek towarowych, w liczbie 1000 szt., 12 systemdw utrzymania, 4 typy ptyt
i zbiornikdw na odchody, 960 t odchoddw w fazie ptynnej i statej oraz 4 sposoby aplikacji na-
wozdéw naturalnych. Ocene i weryfikacje metod ograniczania rozpraszania zwigzkéw azotu
zrealizowano w oparciu o 4 cele szczegdtowe.

Pierwszy z nich dotyczyt okredlenia efektywnosci metod redukcji rozpraszania azotu z sys-
temow utrzymania bydta, swin i drobiu. Porobwnaniu podlegaty tu wielkosci produkciji i koncen-
tfracja azotu w nawozach naturalnych oraz emisja amoniaku i tlenkdw azotu z utrzymania swin,
bydta i drobiu w niskoemisyjnych technologiach chowu. Grupy doswiadczalne utrzymywano:
nioski — w systemie z podsuszaniem pomiotu, bydto — w systemie podtdg ryflowych iz czestym
usuwaniem obornika, $winie — w systemie cze$ciowo rusztowym i z biofiltrami. Grupy kontrolne
utrzymywane byty w systemach bezéciotowych.

Drugi z celdw obejmowat wptyw rodzaju stosowanych dodatkdw paszowych oraz liczby
faz zywienia na poziom ograniczenia wydalania azotu. Poréwnaniu podlegaty koncentracje
BO w paszach i azotu w odchodach, tak w fazie ptynnej jak i statej, oraz w formie organicznej
i nieorganicznej dla réznych sposobdw zywienia. Grupy doswiadczalne stanowity zywienie 5-
fazowe dla drobiu i zywienie 4-fazowe dla $win, a w przypadku bydta pastwiskowanie. Grupy
kontrolne zywiono standardowymi mieszankami paszowymi.

Redlizacja kolejnego celu polegata na okresleniu mozliwosci redukcji rozpraszania azotu
na drodze modyfikaciji warunkéw przechowywania nawozéw naturalnych. Prace objety tu
okreslenie wielkosci emisji amoniaku i iloSci wymywanego azotu z przechowywania ptynnych
i statych nawozéw naturalnych. Jako grupy doswiadczalne wykorzystano przykrycie obornika
i gnojowicy folig, separacje gnojowicy i fermentacje metanowq. W grupach kontrolnych ana-
logiczne nawozy przechowywano bez modyfikacii.

Ostatni ze zrealizowanych celéw dotyczyt wptywu sposobu aplikacji nawozéw natural-
nych w trakcie nawozenia na wielko$¢ rozpraszania azotu. Jako grup doswiadczalnych uzyto
redlicowych aplikatoréw doglebowych i kgtowego rozrzutnika obornika. Grupami kontrolnymi
byty klasyczne rozrzutniki obornika oraz wozy asenizacyjne.

Dane pomiarowe zbierane w frakcie redlizaciji prac:

— sktad obornika, pomiotu i gnojowicy (NPK, sm, azot organiczny, catkowity, amonowy azo-
tanowy),

- objetos¢ oraz sktad odprowadzonej gnojéwki w trakcie przechowywania,

- zawarto$¢ N i P w dawkach pokarmowych zwierzgt,

— emisje gazéw w jednostce czasu.

Syntetyczny opis wynikdw zadania:

Uzyskane w doswiadczeniu wyniki podsumowuje Tab. 1. Najwiekszg efektywnosciq, w stosunku
do grup kontrolnych, wykazywaty metody przykrywania zbiornikdw na gnojowice i ptyt oborni-
kowych. W ten sposdb redukowano emisje przede wszystkim amoniaku, ale rowniez tlenkéw
azotu. Bardzo wysokqg skutecznos$¢ uzyskaty takze podtogi separujgce dla bydta i cze$ciowo
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rusztowe dla $win. W pierwszym przypadku, dziatanie polegato na odseparowaniu moczu za-
wierajgcego ureaze od katu zawierajgcego wysokg koncentracje niestrawionych zwigzkéow
azotu. W drugim przypadku, dziatanie ograniczato sie do fizycznej zmiany wielkosci po-
wierzchni emisji. Metody te wymagajg jednak sporych naktaddw inwestycyjnych. Zmian orga-
nizacyjnych wymaga zywienie wielofazowe, polegajgce na precyzyjnym doborze poziomu BO
do potrzeb rosngcych zwierzgt i wprowadzeniu dodatkowych etapdw zywienia i samych pasz.
Uzyskane tu redukcje rozpraszania sg w zasadzie bezkosztowe, a nawet redukujqg koszty zywie-
nia. Co istotne, metody te wprowadzajg nizszy tadunek azotu na samym wejsciu do uktadu
bilansowania, stad na dalszych etapach produkcji wolumen uwalnianego azotu, réwniez po-
zostaje nizszy.

Tab. 1. Efektywnos$¢ metod redukcji rozpraszania zwigzkdw azotu do srodowiska.

Lp. Metoda redukcji Sposéb dziatania % redukciji
1. Podsuszanie pomiotu Dezaktywacj urykazy 31,5
2. Podtogi separujgce Eliminacja dziatania ureazy 49,2
3. Podtogi cz. rusztowe Redukcja powierzchni emisji 69,6
4. Zywienie 5-fazowe — dréb Redukcja BO 19,1
5. Zywienie 4-fazowe — tuczniki Redukcja BO 18,4
6. Pastwiskowanie Podsuszanie, redukcja emisji 39.7
7. Przykrycie foliq — gnojowica Redukcja emisji 100
8. Przykrycie folig — obornik Redukcja emisji 95
Separacja gnojowicy Eliminacja ureazy 40,3
10. Fermentacja metanowa Spalanie biogazu 27,7
11. Doglebowa aplikacja Redukcja powierzchni emisji 75,8
12. Rozrzutnik kgtowy Redukcja powierzchni emisji 36,2

Specyficznym rozwigzaniem jest zwiekszenie udziatu pastwiskowania bydta. Przebywanie
na pastwisku eliminuje etapy posrednie przechowywania i aplikacji nawozéw naturalnych,
a zatem i zrédta powstajgcych emisji. Dodatkowo, dzieki szybkiemu wchtanianiu moczu do
gleby oraz efektowi podsuszania nawozu przez czynniki naturalne, ograniczona zostaje
aktywnos$¢ ureazy i emisja amoniaku.

Fot. 1. Separator gnojowicy (J. Walczak).

Fot. 2. Przykrycie zbiornikdw na gnojowice (J. Walczak).
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Fot. 3. Doglebowy, redlicowy aplikator gnojowicy (J. Walczak).

Zadanie 01-17-04-11
Okreslenie potencjatu biogennego obornika oraz mozliwos¢ redukcji szkodliwych
domieszek gazowych towarzyszgcych 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 Scioto-
wych oraz petnoporcjowej mieszanki tresciwej w formie granulatu.

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

Zwierzeta wymienionych ras byty utrzymywane catodobowo w budynkach owczarskich
(z dostepem do okdlnikéw), 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. [Ch], bgdz tylko w okresie jesiennym — ZD IZ PIB Kotbacz sp. z o.0. [K]).
z zachowanym podziatem na poszczegdlne grupy technologiczne (tryki, maciorki, jarki, tryczki,
matki ciezarne i w okresie karmienia jagnigt, jagnieta po odtgczeniu od matek) i wymagang
obsadg (od 0,8 — jarki do 2 m2 — tryki). Zwierzeta zywione w systemie pdtintensywnym (suple-
mentacja dawki pokarmowej paszami tresciwymi stosownie do zapotrzebowania danej grupy
technologicznej), zgodnie ze standardami wynikajgcymi z aktualnych norm Zywienia 1Z INRA.
W pierwszym etapie doswiadczenia okreSlono wartosci nominalne dia mikroklimatu i stezeh do-
mieszek gazowych. W etapie drugim, dwukrotnie w tygodniu, przeprowadzono oprysk podtogi
owczarni (§cidtki) wraz z jej Scianami (do wysokosci ok. T m) wodnym roztworem fermentowa-
nego ekstraktu ziotowego (FHE), w stezeniu okoto 100 ml/1 | wody, a nastepnie zastosowano
suplementacje dawki pokarmowej paszqg treSciwg w formie granulatu. Budynki owczarni wy-
posazone sq w wentylacje grawitacyjng. Okreslono warto$ci temperatury, wilgotnosci wzgled-
nejiruchu powietrza. Pomiary mikroklimatyczne zrealizowano przy uzyciu elekironicznego mier-
nika firmy Testosterm, model Testo 435, w trakcie pomiardw emisji gazdw.
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Pomiar emisji gazowych obejmie oznaczenie stezenia:
- amoniaku,

- dwutlenku wegla,

- flenkéw azotu,

- metanu.

Przeprowadzony w poblizu pomiar (ponizej) wywiewu kalenicowego budynkdw, jeden
raz w miesigcu, za pomocgq sond elekfrochemicznych, stanowigcych autonomiczne elementy
pomiarowe elektronicznego miernika gazow Multiwarn Il firmy Dré&ger, analizatorem stezenia
metanu Tiger Optics i-2000 oraz analizatorem stezenia tlenkdw azotu Horiba APNA-370.

Wyniki przeprowadzonych w | etapie badan wskazujq, iz nominalne parametry mikrokli-
matyczne (N) objetych doswiadczeniem pomieszczen owczarskich (bez zastosowania prepa-
ratow celem poprawy tegoz — oprysk fermentowanym ekstaraktem ziotowym (FHE) i suplemen-
tacja dawki pokarmowej paszq tre$ciwg w formie granulatu [P]) oraz stwierdzone stezenie do-
mieszek gazowych we wszystkich przeprowadzonych pomiarach, cho¢ zréznicowane, ksztat-
tfowaty sie na korzystnym poziomie. Zakres temperatur zmierzonych we wszystkich obiektach
w okresie rocznym zawierat sie w zakresie od 5°C w okresie zimowym do maksymalnie 29°C
w okresie letnim. Podczas sezonu stwierdzono dos¢ znaczne rdznice w szylbkosci ruchu powie-
tfrza, a najwyzsze jego wartosci, osiggajgce maksymalnie 0,9 m/s odnotowano w okresie letnim,
podczas gdy w okresie zimowym analogiczne pomiary byty kilkkukrotnie nizsze. Stwierdzono
podwyzszong (85% w okresie od grudnia do lutego), niemniej akceptowalng wilgotno$¢ po-
wietrza w obiekcie w Chorzelowie. W przypadku obydwu obiektdw zaznaczyta sie dosé wy-
razna tendencja: wartos¢ tego pomiaru byta znaczgco nizsza w okresie letnim, wynoszgc
okoto 60% w poréwnaniu z 80% w zimie.

W Zadnym z pomiardéw nie stwierdzono przekroczenia zalecanego stezenia CO2, a jego
wartoéci zmierzone w okresie od listopada do marca (0,07-0,16%) uznac nalezy za korzystne.
Stezenie amoniaku byto zmienne w zaleznosci od terminu pomiaru i we wszystkich obiektach
wyniosto 0-8 ppm (najwyzsze wartosci wystepujgce sporadycznie), nie wykazujgc rébwnocze-
$nie jakiejkolwiek wyraznie zaznaczonej tendencji. Nie stwierdzono obecnosci siarkowodoru
w zadnym z obiektéw i w jakimkolwiek okresie pomiaru. Zakres wskazanh stezenia CH4 wykazy-
wat dos¢ znaczng rozpietosé 10000-49500 ppb. W Kotbaczu odnotowano jego najnizsze steze-
nie w powietrzu po wymianie $cidftki, tj. w listopadzie i grudniu, a w pozostatych okresach war-
tosci pomiardw byty wyzsze. W owczarni w Chorzelowie — z racji czestszej, dwukrotnej wymiany
obornika - tendencja ta zaznaczyta sie jeszcze w miesigcu czerwcu i lipcu. Wskazuje to na
tendencje do poprawy mikroklimatu budynkdw inwentarskich w zakresie stezenia CH4 przez
okres kilkudziesieciu dni po wymianie scidtki. Wartosci NOx wyniosty maksymalnie 8 ppb, ksztat-
tujgc sie zreguty w zakresie 2-6 ppb, a udziat NO byt zazwyczaj co najmniej 2-krotnie wyzszy od
stezenia NO2. Pomiary udziatu zwiqzkdw azotu w powietrzu owczarni wyrdznity sie najwiekszqg
zZmiennosciq.

Wartos¢ parametréw mikroklimatycznych orazich przebieg w ll. etapie badan — podczas
gdy przez rok zastosowano oprysk podtogi owczarni roztworem fermentowanego ekstraktu zio-
towego [FHE], a w kolejnym sezonie suplementacje dawki pokarmowej paszqg tre$ciwg w for-
mie granulatu [P] — do$¢ mocno koresponduje z analogicznymi warto$ciami nominalnymi
(I etap). Dotyczy to zardwno temperatury, ruchu powietrza, jak i jego wilgotnosci. Konsekwen-
cje tej tendencji stanowity Srednie wartosci roczne tych czynnikéw dla N, FHE i P, ktére dla
obiektu K wyniosty odpowiednio: 14,4, 13,3 i 13,9°C; 0,25, 0231 0,23 m/s; 71,2, 72,31 72,5%
(P>0,05; Tab. 1.). Analogicznie, dla obiektu Ch: 15,3, 14,11 14,6°C; 0,20, 0,2310,23 m/s; 78,4,79.,9
i79,7% (P>0,05; Tab. 2.).
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W przeciwienstwie do powyzszego, oprysk podtogi owczarni (Scidtki) wraz z jej Scianami
(do wysokosci ok. T m) wodnym roztworem fermentowanego ekstraktu ziotowego, skutkowat
istotng redukcjg emisji amoniaku (P<0,01). Stezenie tego gazu w obiekcie K ulegto obnizeniu
Srednio o0 35,5% wzgledem warto$ci nominalnych i o 33,3% poréwnujqc z systemem z suplemen-
tacjg granulatem (Tab. 1.). Przektada sie to na odpowiedniq dzienng emisje NHz w przeliczeniu
na 1 sztuke stada podstawowego, ktéra nominalnie oraz przy suplementacji granulatem osig-
gata wartos¢ 0,01241 0,012 ppm, natomiast w wariancie FHE: 0,008 ppm.

Analogiczne wyniki, uzyskane w owczarni Ch wykazaty tg sama, niemniej wyrazniej za-
znaczong tendencije (Tab. 2.). Stezenie omawianego gazu w wyniku oprysku byto o ponad
potowe nizsze, zardwno w poréwnaniu z warto$cig nominalng (o 56%), jak i w przypadku wa-
riantu P (54,2%). Dzienna emisja NHs w przeliczeniu na 1 sztuke stada podstawowego wyniosta
odpowiednio: 0,0048, 0,0102i0,0104 ppm.

Wyniki przeprowadzonych badan w zakresie redukcji stezenia amoniaku w obiekcie ow-
czarskim wskazujqg, iz zastosowanie roztworu ekstraktu ziotowego spowodowato istotne, 33-56%
obnizenie jego stezenia, na drodze ostabienia dynamiki procesu amonifikacji przebiegajgcej
w oborniku. Substancje czynne zawarte w wyciggu, zapewne majg wptyw na ograniczenie
namnazania sie bakterii i grzybdw odpowiedzialnych za proces rozktadu biatek i obnizenie wo-
lumenu wytwarzanej ureazy, bedqgcej katalizatorem w procesie hydrolityczne] deaminacji
mocznika prowadzgcej do powstania amoniaku.

Wykorzystanie granulatu oraz oprysku FHE miaty takze istotny wptyw na redukcje zawar-
tosci metanu w mikroklimacie badanych obiektow (Tab. 1. 2.). Nominalne srednie stezenie
CHas w owczarniach K i Ch wyniosto 32400 ppb i 24600 ppb, a po zastosowaniu oprysku oraz
wprowadzeniu suplementaciji granulatem przyjeto warto$¢, odpowiednio: 28100 i 28000 ppb
oraz 20400 i 21000 ppb (P<0,01; Tab. 1. 2.). Wielkos¢ redukcji metanu wahata sie w zakresie
13,3 (K, FHE) do 17,1% (Ch, FHE).

Rozpatrujgc sktad chemiczny obornika owczego, we wszystkich etapach doswiadczenia
— N, FHE i P, N organiczny stanowit dominujgcqg frakcje azotu, natomiast jego zawartos¢ byta
istotnie wyzsza w prébkach K. Poczgtkowa zawartos¢ K ksztattowata sie na zblizonym poziomie
bedgc réwnoczesnie wyzszg od stezenia P. Optymalna wartos¢ wspdtczynnika C:N, decydu-
jgcego o efektywnosci zachodzgcych przemian mikrobiologicznych powinna ksztattowac sie
na poziomie 20-30:1. W badaniach wtasnych wyniosta ona 23-26:1, jaki to poziom uznaé nalezy
za korzystny, gdyz pozwala on na uzyskanie znacznej ilosci szybko przyswajalnych form azotu.
Zawarto$¢ suchej masy i pH byty zblizone i wyniosty odpowiednio 29,8-34,5% i 7,6-8,4.

Konsekwencjqg dtuzszego okresu deponowania $cidtki w K — wymiana co 12 miesiecy,
byty wyzsze straty wszystkich zwigzkéw biogennych, w odréznieniu od Ch, gdzie zabieg ten byt
przeprowadzany z dwukrotnie wiekszqg czestotliwodciq — co 6 miesiecy, w wyniku czego straty
te przyjmowaty istotnie nizsze wartosci. Nalezy zaznaczyé, iz wieksza kohcowa akumulacja N,
P, K w oborniku (czestsza wymiana $cidtki) powoduje, ze przy pdiniejszym jego wykorzystaniu
jako nawozu, przy rbwnoczesnym, wtasciwym przechowywaniu i odpowiedniej, niskoemisyjnej
metodzie aplikaciji na uzytki rolne, posiada on wyzszg wartos¢ nawozowd.

Nie stwierdzono wptywu suplementaciji dawki pokarmowej paszg granulowang na war-
tos¢ strat pierwiastkdw biogennych w oborniku owczym (z wytgczeniem N catkowitego,
P<0,05). Tendencja taka wyraznie zaznaczyta sie w przypadku N catkowitego i organicznego
przy zastosowaniu oprysku FHE, gdzie byty one istotnie bgdz wysoko istotnie mniejsze. Przyjmo-
waty wartos¢ od 3,8 (N-org., Ch) do 14,7% (N-catk., K). W przypadku warto$ci nominalnych
i suplementacji granulatem, utrata form azotu z obornika podczas jego deponowania w ow-
czarni byta o okoto 10% wyzsza.
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Podsumowujgc, wykorzystanie petnoporcjowej mieszanki tresciwej w formie granulatu
W zywieniu owiec prowadzi do ograniczenia emisji metanu, natomiast przeprowadzenie opry-
sku ekstraktem ziotowym ponadto skutkuje mniejszymi stratami azotu z obornika, co prowadzi
do istotnego obnizenia koncentracji amoniaku w obiekcie owczarni. Skutkuje to nizszym stop-
niem emisji fowarzyszgcych produkcji owczarskiej domieszek gazowych — metanu i amoniaku
do Srodowiska.

Tab. 1. Poréwnanie nominalnych parametréw mikroklimatycznych oraz stezenia domieszek gazowych w owczarni
ZD IZ PIB Kotbacz sp. z 0.0. ze zmierzonymi po zastosowaniu oprysku FHE oraz suplementacji dawki pokarmowej paszg
granulowanq.

Cecha Parametry nominalne |Oprysk FHE Suplementacja paszg granulowang
Testo 435 14,4 13,3 13,9
Srednia roczna temperatura (°C)

Ruch powietrza (m/s) 0,25 0,23 0,23

% wilg. pow. 71,2 72,3 72,5
Dréger Multiwarn II CO2 (%) 0,09 0,09 0.09

CHa (ppm) 0 0 0

NO (ppm) 0 0 0

H2S (ppm) 0 0 0

NHs (ppm) 3,1Bb 2,0 Aa 3.0 Bb
Dzienna emisja NHs (ppm)/szt.  |0,0124 Bb 0,008 Aa 0,012 Bb
Tiger i-2000 CHs (ppb) 32400 Bb 28100 Aa 28000 Aa
Dzienna emisja CH. (ppb)/szt. 129.6 Bb 112,4 Aa 112,0 Aa
Horriba APNA-370

NO (ppb) 1,2 1,5 1.2

NO2 (ppb) 4,3 3.99 3.9

NOx (ppb) 5,5 55 5,1

a, b, c —réznice istotne przy poziomie a=0,05; A, B, C — réznice istotne przy poziomie a=0,01.

Tab. 2. Poréwnanie nominalnych parametréw mikroklimatycznych oraz stezenia domieszek gazowych w owczarni
2D IZ PIB Chorzeldw sp. z 0.0. ze zmierzonymi po zastosowaniu oprysku FHE oraz suplementacji dawki pokarmowej
paszg granulowang.

Cecha Parametry nominalne |Oprysk FHE Suplementacja paszg granulowang
Testo 435 153 14,1 14,6
Srednia roczna temperatura (°C)

Ruch powietrza 0.20 0.23 0.23
(m/s)

% wilg. pow. 78,4 79.9 79.7
Dré&ger Multiwarn 1| CO2 (%) 0,09 0,09 0,09

CHa4 (ppm) 0 0 0

NO (ppm) 0 0 0

H2S (ppm) 0 0 0

NHs (opm) 2,5Bb 1,10 Aa 2,4 Bb
Dzienna emisja NHs (ppm)/szt. 0,0109 Bb 0,0048 Aa 0,0104 Bb
Tiger i-2000 CH4 (ppb) 24600 Bb 20400 Aa 21000 Aa
Dzienna emisja CH4 (ppb)/szt. 107,0 Bb 88,7 Aa 91,3 Aa
Horriba APNA-370

NO (ppb) 1.4 1,3 1.8

NO: (ppb) 53 4,1 4,2

NOx (ppb) 6,7 5.4 6,0

a, b, c —réznice istotne przy poziomie o= 0,05; A, B, C — réznice istotne przy poziomie a=0,01.
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Zadanie 04-17-01-11
Ekonomiczne uwarunkowania produkcji zwierzecej — ocena potencjatu produkcyjnego
i kondycji ekonomicznej gospodarstw rodzinnych

Kierownik zadania: dr inz. Elzbieta Sowula-Skrzynska

Celem gtéwnym zadania byto okreslenie potencjatu produkcyjno-ekonomicznego gospodarstw
rodzinnych z uwzglednieniem dziatan prosrodowiskowych i zmian w technologiach produkciji
i technikach wytwarzania produktu w ujeciu terytorialnym.

Cel gtéwny realizowano poprzez :

— Andlize przychoddw i kosztéw produkcji zwierzecej w ujeciu terytorialnym uwzgledniajgcg

zmiany w technologii i technikach wytwarzania w gospodarstwach ekologicznych
i konwencjonalnych.
— Inwentaryzacje zmian w fechnologii i technikach wytwarzania w gospodarstwach

ekologicznych i konwencjonalnych.

— Ustalenie, jakie dziatania innowacyjne majgce na celu wzrost dochodowosci gospodarstw,
byty realizowane w gospodarstwach z produkcjqg zwierzecq réwniez ekologiczng, identyfikacje
dziatan na rzecz zrdéwnowazonej produkcji zwierzecej w gospodarstwach rodzinnych.

Badania byty prowadzone w latach 2017-2019. Dane gromadzono w gospodarstwach
ekologicznych i konwencjonalnych. Analizowane obiekty potozone byty w obrebie Polski
potudniowo-wschodnie], potudniowo-zachodnigj i pdtnocno-wschodniej. Badaniami objeto
tgcznie 680 gospodarstw. Dobdr gospodarstw byt celowy, kryterium doboru stanowita
specjalizacja zgodnie z metodykg FADN [Gorqj i Olewnik, 2015] oraz region predystynowany do
przedmiotowej dziatalnosci (region Polski potudniowo-wschodniej, potudniowo-zachodniej oraz
potnocno-wschodniej). Badane obiekty zestawiono w przypadku gospodarstw ekologicznych
w grupy gatunkowe (bydto miesne, bydto mleczne, kury nioski), natomiast gospodarstwa
konwencjonalne przypisano do lll grup zgodnie z rejonizacjq, tj. miejscem pochodzenia danych
(czyli podkarpackie, podlaskie, dolnoslgskie). W oparciu o pozyskane dane analizowano m.in.:
strukfure obszarowq gospodarstw, strukfure wsparcia finansowego gospodarstw oraz wyniki
ekonomiczne wyrazone kosztami pasz, kosztami bezposrednimi i dochodem rolniczym netto.
Ponadto, okredlono poziom zrdwnowazenia oraz zmiany wprowadzane w gospodarstwach
rolnych w zakresie technik i technologii produkcii.

Gospodarstwa ekologiczne:

We wszystkich grupach badanych gospodarstw, na etapie dochodu z dziatalnosci bez doptat,
zanotowano strate, a dopiero po uwzglednieniu otrzymanych subwencji, wygenerowano dodatni
wynik finansowy (dochdd z dziatalnosci), ktéry wahat sie od ponad 16,4 tys. zt (gosp. z produkciji
iqi), poprzez 32,1 tys. zt (gosp. z produkcji mleka) — do ponad 32,6 tys. zt. Dochdd z dziatalnosci,
w przeliczeniu na 1 krowe miesng, byt na poziomie 2,4 tys. zt, a przeliczajgc to na 1 kg zywca
uzyskano warto$¢ 5,61 zt. Z kolei, przeliczajgc to na 1 os. petnozatrudniong uzyskano warto$¢ ponad
21,1 tys. zt, co dato ponad 2,6 tys. zt miesiecznie i byto o ponad 50% nizsze od wynagrodzenia
w gospodarce narodowej w 2016 r. Dochdd z dziatalnosci w przeliczeniu na 1 krowe mleczng byt
na poziomie 2,3 tys. zt, a po przeliczeniu na 1 kg mleka uzyskano warto$¢ 0,55 zt. Przeliczajgc to na
1 0s. petnozatrudniong uzyskano wartosé¢ ponad 14,3 tys. zt, co dato ponad 1,2 tys. zt miesiecznie
i byto o ponad 2,4 krotnie nizsze od wynagrodzenia w gospodarce narodowej w 2016 r. Natomiast
dochéd z dziatalnosci w przeliczeniu na 1 kure byt na poziomie 128,60 zt, a po jego przeliczeniu na
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1 jajo osiggngt wartos¢ 0,70 zt. Przeliczajge to na 1 os. petnozatrudniong uzyskano wartos¢ ponad
10,7 tys. zt, co dato ponad 894 7zt miesiecznie i byto o ponad 3,5 krotnie nizsze od wynagrodzenia
w gospodarce narodowejw 2016 .

Podmioty produkujgce zywiec i mleko uzyskaty wysoki wskaznik zagregowany oceny
stopnia zrbwnowazenia, wedtug 3 wskaznikdw spotecznych, natomiast gospodarstwa z pro-
dukcjq jaj $redni. Gospodarstwa ekologiczne produkujgce zywiec i jaja uzyskaty wysoki wskaz-
nik zagregowany oceny stopnia zréwnowazenia wedtug 6 wskaznikdw Srodowiskowych, te
z produkcjg mleka nawet bardzo wysoki, natomiast badajgc stopien zrdéwnowazenia gospo-
darstw ekologicznych poprzez é wskaznikdw ekonomicznych, stwierdzono, ze jest on niski we
wszystkich specjalizacjach gospodarstw (Tab. 1.).

Tab.1. Wskazniki spoteczne, Srodowiskowe i ekonomiczne do oceny zrdwnowazonego rozwoju w gospodarstwach
utrzymujgcych bydto miesne, bydto mleczne i kury nioski (2016).

Wyszczegdlnienie b. miesne 47,01 szt., b. mleczne 23,11 szt., k. nioski
(wartosci srednie na 1 gospodarstwo) w tym: k. miesne 13,17 szt. | w tym: k. mleczne 14,37 szt. 127,68 szt.

WskazZniki spoteczne do oceny zréwnowazonego rozwoju

Ocena stopnia zriéwnowazenia gospodarstw | 3,33 3.33 2,67
- wskaznik zagregowany (3 wskazniki)

wysoki wysoki Sredni

Wskazniki srodowiskowe do oceny zriéwnowazonego rozwoju

Ocena stopnia zréwnowazenia gospodarstw | 3,83 4,33 38
- wskaznik zagregowany (6 wskaznikow)

wysoki b. wysoki wysoki

Wskazniki ekonomiczne do oceny zréwnowazonego rozwoju

Ocena stopnia zréwnowazenia gospodarstw | 1,5 1.5 1,83
- wskaznik zagregowany (6 wskaznikow)

niski niski niski

Zrédto: badania wiasne

Do okreslenia czynnikdw determinujgcych dochody gospodarstw zastosowano wspdtczynnik
korelacji Pearsona (przy poziomie istotnosci p=0,05). W gospodarstwach z produkcjqg zywca wraz
ze wzrostem: naktaddw pracy ogdtem (AWU) r=-0,30; obsady kréw/ha UR r=-0,18; kosztow
bezposrednich (zt) r=-0,46 i kosztéw catkowitych (zt) r=-0,25 dochdd ulegat zmniejszeniu.
W relatywnie najwiekszym stopniu na poprawe sytuacji dochodowej tych podmiotdw wptywat
wzrost  skali produkcji r=0,53. Wskazane jest obnizenie kosztdéw bezposrednich r=-0,46.
W gospodarstwach z produkcjg mleka wraz ze wzrostem kosztéw bezpodrednich (zt) r=-0,34
i kosztow catkowitych (zt) r=0,22 dochdd ulegat zmnigjszeniu. Stosunkowo w najwiekszym stopniu
na poprawe ich sytuacji dochodowej, rowniez wptywat wzrost skali produkciji r=0,69 i w robwnym
stopniu liczba utrzymywanych kréw/ha UR r=0,69. Natomiast w gospodarstwach z produkcjq jaj
dochdd ulegat zmniejszeniu wraz ze wzrostem powierzchni UR (ha) r=-0,28; naktaddw pracy
ogdtem (AWU) r=-0,41; kosztdw bezposrednich (zt) r=-0,45; kosztéw catkowitych (zt) r=-0,51. Wzrost
skali produkciji r=0,70 w najwiekszym stopniu miat wptyw na poprawe sytuacji dochodowej tych
podmiotdw.

Gospodarstwa konwencjonalne:

Podstawowq kategorig ekonomiczng jest dochdd z rodzinnego gospodarstwa rolnego, od
ktérego zalezy konkurencyjno$¢ gospodarstw (Tab. 2.). Wartos¢ dochodu w odniesieniu do
gospodarstwa zalezy od kierunku produkciji i od wielkosci gospodarstwa, ale nie daje petnego
obrazu sytuacji ekonomicznej rodziny rolniczej. Bardziej obiektywny obraz otrzymamy odnoszgc
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poziom dochodu na osobe petnozatrudniong w gospodarstwie roinym. Z tego punktu widzenia
najkorzystniej wypadajg gospodarstwa owczarskie z wojewddztwa podlaskiego, w ktérych
dochdd rolniczy netto na 1 osobe petnozatrudniong wynidst 31 126,46 zt i byt on zdecydowanie
wyzszy na Podkarpaciu.

Wyliczajgc minimalng skale produkciji, pozwalajgcg uzyskac¢ parytetowy dochdd
z dziatalnosci, odpowiadajgcy dochodowi rownemu Sredniej miesiecznej ptacy krajowej osoby
zatrudnionej poza rolnictwem, ustalono, ze w wojewddztwie podkarpackim nalezato utrzymywad
Srednio okoto 98 matek stada podstawowego. Na uwage zastuguje fakt, ze gtéwne przychody
gospodarstw owczarskich to wszelkiego rodzaju ptatnosci, stanowigce na Podlasiu az 54,76%
i nieco mnigj, bo 44,42% na Podkarpaciu. W strukturze przychoddw srodki finansowe pozyskane
z produkcji owczarskiej, to zaledwie 9,96% w wojewddztwie podlaskim i 15,27% w wojewddztwie
podkarpackim.

Wyniki badan przeprowadzonych w gospodarstwach utrzymujgcych trzode chlewng,
pokazujq, iz produkcja $win w analizowanym okresie byta nieefektywna ekonomicznie niezaleznie
od regionu, w ktérym zlokalizowane byty gospodarstwa. Analizowane obiekty uzyskaty ujemny
dochdd z dziatalnosci w przeliczeniu na 1 loche. Uzyskiwane przez gospodarstwa pozostate
przychody z innych dziatalnosci rolniczych pozwolity uzyska¢ dodatni dochdd z gospodarstwa
rolnego. Dochdd ten w przeliczeniu na 1 osobe petnozatrudniong byt wyzszy anizeliroczny dochdd
osoby zatrudnionej poza rolnictwem.

W tgcznej ocenie wskaznikdw ekonomicznych nalezy stwierdzi¢, ze najlepiej prezentowaty
sie gospodarstwa z bydtem mlecznym potozone w rejonie Podlasia. Duze stada podstawowe
z wysokg wydajnoscig generowaty zyski pozwalajgce 5-krotnie przewyzszy¢ dochody uzyskiwane
Z pracy poza rolnictwem. Doptaty czy subwencije jakie uzyskiwali producenci mleka na Dolnym
Slgsku byty pomostem do niwelowania strat jakie przynosita produkcja mleka. Niemniej jednak
gospodarstwa jako catose byty dochodowe osiggajac bardzo wysoki parytet dochodu. Wynikato
to z faktu, iz gospodarstwa te posiadaty znacznie wiekszg powierzchnie ogding niz wymagata tego
produkcja mleka.

Tab. 2. Wskazniki efektywnosci ekonomicznej w badanych gospodarstwach.

Swinie owce krowy mleczne
PODK PODL PODK PODL PODK PODL DOL

Wojewddziwo

Liczba zwierzat w gosp. (szt.) 11,75 30,37 59,12 127,2 37,64 42,36 42,1
Dochod z dziatalnosciz doptatami 7370|6881 | 31385| 27577| 262516| 5291.95| 123921
/loche/matke/krowe

Dochod rolniczy z gosp. rol./loche 902940 | 949490 | 80804|  697.4| 6123,58| 7379.65| 742180
/matke/krowe

Dochdd rolniczy z gospodarstwa
rolnego/ha UR

Dochdéd rolniczy z gospodarstwa
rolnego/AWU (tys. zt)

4910,20 | 551590 | 2044,48| 1761,68 3444,66 | 7881,79 | 2953,01

74,214 14,091 26,075 31,126 88,234 | 193,818 | 136,587

Zmiany technologiczne w gospodarstwach konwencjonalnych i ekologicznych:

Dziatalnos¢ innowacyjna jest wyznacznikiem nowoczesnosci oraz niezwykle waznym czynnikiem
rozwoju i modernizacji polskiego rolnictwa. W celu zwiekszenia wydajnosci produkcii i obnizenia jej
kosztdw wigze sie ze zmianami, upowszechnianiem wszelkich nowosci, udoskonaleniem standw juz
istniejgcych, a wprowadzanie innowacji przyczynia sie do rozwoju gospodarstw rolnych. Jest to
jeden z moZiwych sposobdw dostosowawczych do warunkéw gospodarki  rynkowej
spowodowany checig uzyskania wyzszych dochoddw.
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Przeprowadzone badania wykazaty, ze w gospodarstwach ekologicznych, ktére
utrzymywaty bydto mleczne oraz miesne zmiany technologiczno-organizacyjne dotyczyty
przede wszystkim dziatu produkcji zwierzecej, ekonomiki i organizacji produkcji oraz dziatu
produkciji roslinnej (Wykres 1.). W przypadku gospodarstw zlokalizowanych w wojewddztwie
podlaskim odnotowano wyzszy odsetek zmian ogdtem wprowadzonych w gospodarstwach
w poréwnaniu z wojewddztwem podkarpackim. W gospodarstwach konwencjonalnych
wybranych do badan, utrzymujgcych owce, $winie oraz bydto mleczne zmiany
technologiczno-organizacyjne, dotyczyty w gtéwnej mierze dziatu produkcji roslinnej (owce,
Swinie), produkcji zwierzecej (bydto) oraz ekonomiki i organizacii produkcji (Swinie) — Wykres 2.
W przypadku gospodarstw utrzymujgcych $winie odnotowano najwyzszy odsetek zmian
ogdtem wprowadzonych w gospodarstwach.

Gtéwnym zrédtem informaciji o mozliwych do wprowadzenia zmianach technologicz-
nych w gospodarstwach ekologicznych byty ODR-y (w przypadku producentédw mileka z woij.
podkarpackiego we wszystkich badanych obiektach ODR-y stanowity gtéwne zrédto informa-
cji). Ponadto producenci ekologiczni najczesciej wskazywali, ze zZrédtem pozyskiwania informa-
cji jest uczestnictwo w réznego rodzaju szkoleniach i kursach. Jako Zzrédto informaciji najczesciej
wymieniano takze telewizje. Na kolejnych migjscach pojawiaty sie takie odpowiedzi jak prasa
czy inni uczestnicy rynku (np. dostawcy srodkéw do produkciji).

Wykres 1. Udziat wprowadzonych zmian w gospodarstwach  Wykres 2. Udziat wprowadzonych zmian w gospodarstwach
ekologicznych (%). konwencjonalnych (%).

Udziat wprowadzonych zmian
w gospodarstwach konwencjonalnych
(%)

Udziat wprowadzonych zmian
w gospodarstwach ekologicznych
(%)

100,00 100,00
80,00 68,55
80,00 67,36 60.21
60,00 60,00
4000 3028 32,74 30,97 40,00
20,00 i i i 20,00
0,00 0,00
produkcja ekonomika i produkcja produkcja  ekonomikai  produkcja
zwierzeca organizacja roslinna zwierzeca  organizacja ro$linna

Zrédto: badania drinz. Anna Borecka

W przypadku gospodarstw konwencjonalnych w produkcji roélinnej, najwiecej dziatan
dotyczyto wprowadzenia nowych maszyn i urzqadzeh do produkcii roélinnej (57 gospodarstw)
oraz nowych srodkdw ochrony roélin i nawozéw (58 gospodarstw). Producencirolni, korzystajgc
w gtébwnej mierze z kredytdw obrotowych kupowali nowe srodki ochrony i nawozy, gdyz zdajg
sobie sprawe, ze ma to ogromny wptyw na plonowanie roélin. Pomimo trudnosci finansowych
na uwage zastugujg dziatania zwigzane z zakupem maszyn oraz urzgdzeh do produkcji
roslinnej (57 obiektéw). Rodzaj zmian zwigzanych z produkcjg zwierzecq dotyczyt poprawy
dobrostanu zwierzgt oraz wprowadzenia zmian w zywieniu zwierzgt poprzez zastosowanie
nowych pasz treSciwych i dodatkdw mineralnych. Powiekszenie stada z wtasnej reprodukcii
dotyczyto gtdwnie produkcji owczarskiej. Przeprowadzenie inwestycji polegajgcych m.in. na
zmodernizowaniu parku maszynowego (14,7% — podlaskie) czy zwigzanych z modernizacjq
pomieszczeh wykorzystywanych do produkcii rolnej (18,1% — podkarpackie) odnotowano
w wiekszych obszarowo gospodarstwach. W wojewddztwie podkarpackim srednio w okresie
badan blisko 20% obiektéw wprowadzito ,rachunkowo$¢”, natomiast w wojewddztwie
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podlaskim nieznacznie mnigj, j. blisko 16%. Na uwage zastuguje fakt, ze objeci badaniami
producenci jagnieciny w regionie Podlasia nie prowadzili w ogdle ewidencji kosztow
i przychodow przy wykorzystaniu komputera, tak jak to miato miejsce w wiekszosci objetych
badaniami gospodarstw.

Zauwazy¢ mozna, iz w wiekszosci przypadkdw zmiany, ktére nie wymagaty wiekszych
naktadéw finansowych oraz pomystowosci byty inicjiowane w wiekszym zakresie. Zaznaczyé
nalezy, ze w przypadku wiekszych gospodarstw zmiany dokonujgce sie w nich przyjmujg
bardziej zintensyfikowane dziatania, a rolnicy rozumiejg konieczno$¢ wprowadzania tych
zmian i wykazujg postawy proinnowacyjne.

Podsumowanie:

Reasumujgc, stwierdzono, ze w gospodarstwach rolnych zaréwno konwencjonalnych jak
i ekologicznych, w strukturze wprowadzanych innowacii, wieksza ich cze$¢ dotyczyta zmian
w zakresie produkcji roslinnej, nastepnie w produkcii zwierzecej oraz w zakresie ekonomiki
i organizaciji.

W przypadku ,innowacji” w produkcji roélinnej najwiecej dziatan dotyczyto wprowadze-
nia nowych maszyn i urzgdzeh do produkciji roslinnej (57 gospodarstw) oraz nowych srodkéw
ochrony roélin i nawozéw (58 gospodarstw). Producenci rolni, korzystajgc w gtdwnej mierze
z kredytdw obrotowych, kupowali nowe $rodki ochrony i nawozy, gdyz zdajg sobie sprawe, ze
ma to ogromny wptyw na plonowanie roslin. Pomimo trudnosci finansowych na uwage zastu-
gujg dziatania zwigzane z zakupem maszyn oraz urzqdzeh do produkcii roslinnej. Wedtug wta-
Scicieli badanych gospodarstw rolnych czynnikiem w gtdwnej mierze hamujgcym rozwdj go-
spodarstwa rolnego sg zbyt niskie ceny zbytu produktdw rolnych.

Tradycyjne postrzeganie rolnictwa i mozliwosci efektywnego nim zarzgdzania poprzez
pryzmat ilosci i jakosci ziemi oraz zaangazowanego kapitatu ulega stopniowej zmianie. Poten-
cjat produkcyjny gospodarstwa, to przede wszystkim zasoby materialnych czynnikdw produkcii
(ziemi, sity roboczej, srodkdw trwatych oraz obrotowych), jak réwniez nabierajgce coraz wiek-
szego znaczenia niematerialne czynniki produkciji, 1j. wyksztatcenie, wiedza, umiejetnosci, kom-
petencje oraz inne czynniki, ktére pozytywnie wptywajg na tworzenie indywidualnego, spo-
tecznego i gospodarczego dobrobytu dostepu do informacji rynkowe;.

Zaktad Biologii Molekularnej Zwierzqt

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

Zadanie 01-18-05-21
Analiza procesdw molekularnych zwiqzanych z odktadaniem sie tkanki ttuszczowej
z zastosowaniem metod sekwencjonowania nastepnej generacji na przyktadzie modelu
swinia domowa

Kierownik zadania: dr hab. Katarzyna Piérkowska, prof. IZ PIB

Celem badan jest poszukiwanie genetycznego podtoza procesdw zwigzanych z odktadaniem
sie tkanki ttuszczowej na modelu $wini domowej. Umotzliwi to dostarczenie nowych informaciji
pomocnych przy opracowaniu skutecznych narzedzi w walce z otytodciq u ludzi. Otytose, ktéra
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w ostatnich latach stanowi powazny problem spoteczny i zdrowotny, sprzyja wystepowaniu
takze innych powaznych schorzeh cywilizacyjnych, takich jak cukrzyca, nadcisnienie czy nie-
wydolno$¢ narzgdowa. Wykorzystanie $wini jako zwierzecia modelowego $wietnie sprawdza
sie w tego rodzaju badaniach ilo$ciowych, poniewaz lepiej odzwierciedla procesy fizjologiczne
zachodzgce w organizmie ludzkim, w poréwnaniu np. do modelu mysiego, ze wzgledu na zbli-
zone proporcje ciata swini i cztowieka. Wykorzystanie w proponowanym projekcie techniki
ATAC-seq, ktéra identyfikuje aktywne transkrypcyjnie regiony chromatyny, pozwoli zweryfiko-
wac hipoteze czy u podtoza tej choroby cywilizacyjnej lezg nowe, dotgd nieznane mechani-
zmy regulacji ekspresji gendw. Dopetnieniem analizy ATAC-seq bedzie ocena transkrypto-
miczna (RNA-seq) tkanki wgtroboweji ttuszczowej. Umozliwi to trafne wskazanie procesdéw me-
tabolicznych wysoce istotnie powigzanych z regulacjg odktadania sie tkanki ttuszczowe.

Zatozenia metodyczne:

Identyfikacja aktywnych procesdéw molekularnych w tkance ttuszczowej oraz wgtrobowe;j,
zwigzana z podwyzszonym poziomem ottuszczenia u $win, byta utozsamiana z wykorzystaniem
technik opartych na sekwencjonowaniu nastepnej generacji (NGS), w tym techniki RNA-seq
oceniajgcej poziom poszczegdinych transkryptdw oraz techniki ATAC-seq identyfikujgcej tran-
skrypcyjnie czynng chromatyne. Do badan wybrano loszki pochodzgce z rasy ztotnicka biata,
charakteryzujgce sie skrajnie niskim oraz wysokim poziomem tkanki ttuszczowej w tuszy. Od
osobnikdw zostaty pobrane prébki watroby oraz tkanki ttuszczowej, z ktérych kolejno wyizolo-
wano RNA oraz przygotowano biblioteki cDNA.

Wyniki:

Wybrane do badan zwierzeta charakteryzowaty sie skrajnie réznymiilosciami tkanki ttuszczowej
w tuszach. Poszczegdine cechy zostaty przedstawione w Tab. 1.

Tab. 1. $rednie parametry ottuszczenia dia loszek wykorzystanych w badaniach.

Cecha Badane loszki

chude ttuste %

n=8 n==8

Mean + SD Mean +SD
Przyrosty dzienne (g) 763,25+ 103 @ 642 £ 98P 16
Dzienny pobdr paszy (kg/day) 3,39 +0,27 3,62+0,12
Wydajno$¢ rzezna 74,20 £1.32¢ 75,9 £ 150 2
Stonina ze skoérqg (kg) 1,64+0.71¢@ 2,61 £0.51 b 37
Stonina szynki ze skérqg (kg) 1,82+ 0.64 2,53 +£0.59 A 28
Ttuszcz otrzewnowy (kg) 0,46+0.13¢@ 0,79 £0.21p 42
grubos¢ stoniny (cm)* 1,65+0.44 ¢ 2,24 +0.47 26
Stonina nad topatkg (cm) 2,30+0.01 a 3,06 £0.01p 25
Stonina w okolocy krzyza | * 1,59 £0.38 a 2,64+0.40° 29
Stonina w okolocy krzyza I 1.39+£0.38a 2,30+0.40°b 40
Stonina w okolocy krzyza lll 1,85+0.38a 2,71 £0.400b 32
Srednia gruboéc stoniny 1,76 £0.38 a 2,59 +0.40 0 31
Grubos¢ stoniny w punkcie K * 1,54 +0.38 2,56 +0.39 @ 40
Grubos¢ stoniny w punkcie C1 * 1,54 +0.38 2,56 +0.39 @ 40
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Po sekwencjonowaniu transkryptomu dla prébek wagtroby oraz ttuszczu otrzymano $red-
nio 62 276 008 surowych odczytéw, a po filtracji 61 480 178. Srednio 71% zostato zmapowane
do eksondéw dla genomu Sscrofall.l GCA_000003025.6. Dla tkanki ttuszczowej zidentyfiko-
wano 103 geny o podwyzszonej ekspresji u osobnikéw, charakteryzujgcych sie wyzszym pozio-
mem tkanki ftuszczowej. Geny te wzbogacaty procesy biologiczne, takie jak: metabolizm cho-
lesterolu (APOB, CES, LEP), odpowiedZ immunologiczna (TBXA2R, CCL4, CXCL10, CXCL9, SPP1),
odpowiedz na obecno$¢ witamin (SPP1, CXCLI10, CD4, LEP), odpowiedz na obecnos¢ czgste-
czek ttuszczu (CD4, CRYAB, TBXA2R, LEP, APOB, CXCLI10, CXCL?), odpowiedz na obecno$¢ hor-
mondw (LEP, APOB, SPP1, CD4, CRYAB, TBXA2R, RHOQ) oraz $ciezke sygnatowq receptoréw
biatek Toll (SPP1, IRF7, CXCL9. CXCLI10, CCL4).

Fig. 1. Analiza funkcjonalna zidentyfikowanych DEGs w tkance ttuszczowej dla osobnikdw bardziej otytych przepro-
wadzona z wykorzystaniem WebGestalt oraz testu Gene Set Enrichment Analysis (GSEA).
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Z kolei w tkance watrobowej, podwyzszong ekspresjg u osobnikdw otytych, charaktery-
zowaty sie geny wzbogacajgce takie sciezki molekularne, jak $ciezka sygnatowa Wnt (CELSRIT,
FZD, MYC), sygnatowa nikotynowego receptora acetylocholiny (MYO64, BCHE, MYH10), sygna-
towa apoptozy (FAS, ATF4, HSPAS5, CRADD), sygnatowa integryn (FGA, FGB, FGG), sygnatowa
odpowiedziimmunologicznej (COLIA1, COLTA2, LAMB2) oraz zwigzana metabolizmu witaminy
B12 (HBAT, HBB, CRP).
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Fig. 2. Analiza funkcjonalna zidentyfikowananych DEGs w tkance ttuszczowej dla osobnikéw o nizszym depozycie ttusz-
czowym przeprowadzona z wykorzystaniem WebGestalt oraz testu Gene Set Enrichment Analysis (GSEA).
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Natomiast geny, ktére wykazywaty negatywnie skorelowang z poziomem tkanki ttuszczowej
ekspresje w tkance ttuszczowej wzbogacaty takie procesy molekularne, jak: $ciezke sygnatowqg
adipocytokin (PCK1), sciezke sygnatowq PI3K-Akt (PCK1 i NGFR), synteze hormondw tarczycy
(DUOX2 i DUOXT), metabolizm hormondéw (HSD17B6, CYPIAI, HSD3BI1, MME, RBP4, DUOX2,
DUOXI, CRABP2) oraz réznicowanie sie komérek ttuszczowych (ADIG, GDF10 i NR4A3). Z kolei
w watrobie, negatywnie skorelowane z poziomem ottuszczenia geny byty zwigzane z takimi
procesami molekularnymi, jak: termogeneza (CPTI), Sciezka sygnatowa PPAR (PCK1, CPTI,
PPARA, FADS2), aktywacja SREBF i miRNA33, regulujgcych homeostaze cholesterolu i lipidow
(PPARA, HMGCR), sciezka sygnatowa adipocytokin (PCKI, CPTI, PPARA), aktywacija lipidéw
(PLCD1, ABHD3, CCLS5, PLATA), wigzanie weglowodandw (SLC2A8, MRC2, P4HA, FBXO6, ENPPI,
FCN2, CD302) oraz procesy kataboliczne lipidow (PCKI1, PLCDI1, CPTIA, PPARA, ABHD3,
ACCA2, PLATA, NUDTI19, HEXB, LPIN3) (Fig. 1.i Fig. 2.).

W tkance ttuszczowej zidentyfikowano 5 INCRNA pozytywnie skorelowanych z poziomem
oftuszczenia (ENSSSCG00000051330, ENSSSCG00000048394, ENSSSCG00000047210, ENS SSCG
00000047442, ENSSSCG00000048856) oraz 3 negatywnie skorelowane z odktadaniem ftuszczu
(ENSSSCG00000003846, ENSSSCG00000047207, ENSSSCG00000041577), z czego jeden ENS-
SSCG00000048856 jest otrologiem ludzkiego INcRNA MALATI, opisywanego wczesniej u ludzi
pod kgtem powigzan z otytosciq. Jego doktadna funkcja w tej chorobie cywilizacyjnej nie jest
Znanad, a badania przeprowadzone na myszach z wytgczonym genem MALATI réwniez nie
daty jednoznacznej odpowiedzi (Carter et al. 2018).

W tkance wagtrobowej zidentyfikowano 6 pozytywnie skorelowanych z ottuszczeniem
INCRNAs (ENSSSCG00000048748, ENSSSCG00000045401, ENSSSCG00000045200, ENSSSCG 0000
0046841, ENSSSCG00000049824, ENSSSCG00000041461) oraz 10 negatywnie skorelowanych
(ENSSSCG00000050178, ENSSSCG00000041743, ENSSSCG00000034990, ENSSSCG00000041596,
ENSSSCGO00000042151, ENSSSCG00000041875, ENSSSCG00000044931, ENSSSCG00000045025,
ENSSSCG00000048719, ENSSSCG00000042140).
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Podsumowanie potwierdzajgce osiggniecie zatozonego celu zadnia:

Uzyskane wyniki pomogg w identyfikaciji procesdw zwiqzanych z regulacjqg ekspresji gendw,
czyli podkreslona zostanie rola dtugich niekodujgcych RNA (IncRNAs). Wyniki RNA-seq bedg
nastepnie konfrontowane z kolejnym, ktére zostang uzyskane w 2021 roku z wykorzystaniem
techniki ATACseq. To pozwoli odpowiedzieé na pytanie czy zidentyfikowane regiony promoto-
rowe w transkrypcyjnie czynnej chromatynie zawsze przektadajq sie na poziom transkryptu.

Zadanie 01-18-06-21
Wptyw poziomu zywienia i suplementacji witaming D, na mechanizmy epigenetyczne
i zmiany w poziomie ekspresji gendw, powigzane ze zmianami anatomicznymi i uktadem
odpornosciowym zwierzqt

Kierownik zadania: dr inz. Ewelina Semik-Gurgul

Zamierzeniem projektu jest analiza zmian epigenetycznych na poziomie metylomu oraz
w poziomie ekspresji czgsteczek mikroRNA i zwigzanych z nimi zmianami w poziomie ekspresii
gendw, ktére mogq wynikac z zastosowanej diety we wczesnym okresie zycia i suplementacii
witaminy D.

Wczesdniejsze badania, przeprowadzone na grupie cieliczek wysokowydajnych ras
mlecznych, dowiodty, ze zywienie modeluje przebieg zmian anatomicznych gruczotu mleko-
wego. Pomiary anatomiczne potwierdzity, ze u cieliczek zywionych do woli wystgpit wzrost
masy catego gruczotu mlekowego, tkanki migzszowej i zrebowej w poréwnaniu do tych cech
okreslonych u cieliczek zywionych restrykcyjnie. Na tej podstawie stwierdzono, ze mechanizm
regulacji rozwoju gruczotu mlekowego jest modulowany poziomem zywienia. Dlatego tez,
w proponowanych badaniach przyjeto hipoteze, iz poziom zywienia we wczesnym okresie zy-
cia modeluje zmiany na poziomie epigenetycznym i w poziomie ekspresji gendw, prowadzgc
do zmian anatomicznych gruczotu mlekowego cieliczek wysokowydajnych ras mlecznych.

Istnieje silna zalezno$¢ miedzy systemem witaminy D a mechanizmami epigenetycznymi.
System witaminy D jest z jednej strony regulowany przez mechanizmy epigenetyczne, a z dru-
giej strony bierze udziat w regulacji zdarzeh epigenetycznych. Epigenetyczna regulacja eks-
presji gendw jest precyzyjnym mechanizmem, a jej deregulacja moze prowadzi¢ do standw
patologicznych. Wptyw witaminy D na prawidtowe funkcjonowanie epigenomu podkresla
centralng role tego hormonu w fizjologii. Jednym z najbardziej podstawowych pytan dotyczg-
cych kontroli ekspresji gendw jest sposdb rozpoznawania, ustalania i usuwania znakdw epige-
netycznych. Regulowanie epigenetycznych zdarzenh moze by¢ dalszym mechanizmmem, dzieki
ktéremu 1,25-D3 moze zapobiegacd i opdzniac rozwdj nowotwordw i chordb przewlektych. Ko-
nieczne jest lepsze zrozumienie wptywu witaminy D na epigenom. Dlatego w przedstawionych
badaniach przyjeto kolejng hipoteze, ze suplementacja witaming D oddziatuje na modyfikacje
epigenetyczne i zmiany w poziomie ekspresji gendw, prowadzgc do poprawy statusu zdrowot-
nego zwierzat.

Potgczenie wynikdw poréwnawczej analizy profilu metylacji DNA w skali genomu z ba-
daniami réznicowej ekspresji na poziomie transkryptomu i zmianami w profilu mikroRNA moze
by¢ interesujace pod wzgledem ustalenia udziatu okreslonych grup gendw w molekularnych
mechanizmach prowadzgcych do obserwowanych zmian w uktadzie odpornoéciowym i ana-
fomicznym, wynikajgcych z zastosowanej diety w okresie wczesnego wychowu i suplementacii
witaming D. W aspekcie zwierzgt gospodarczych proponowane badania, jak dotgd nie byty
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realizowane na $wiecie. W przypadku zwierzgt hodowlanych taka wiedza moze przynies¢ wy-
mierne korzysci ekonomiczne dzieki zastosowaniu metody odzywiania, stymulujgcego osig-
gniecie prawidtowego rozwoju anatomicznego i sprzyjajgcego prawidtowemu funkcjonowa-
niu uktadu immunologicznego.

W pierwszym roku badan, z 52 préb biologicznych (17 prébek parenchymy, 18 prébek
tkanki ttuszczowej oraz 17 prébek watroby), pobranych od cieliczek rasy polska holsztyhsko-
fryzyjska, wyizolowano catkowite RNA oraz RNA wraz z frakcjg mikroRNA z wykorzystaniem
komercyjnych zestawdw Purelink RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific) i Direct-zol RNA
MiniPrep Kit (Zymo Research) (wskaznik integralno$ci RNA — RIN w zakresie od 6,1 do 9,3) oraz
z 48 prob miesnia i ptuca $win otrzymujgcych rézng forme witaminy D w diecie. Dodatkowo
przeprowadzono izolacje 52 préb DNA (Sherlock AX - A&A Biotechnology) z materiatu
biologicznego pobranego od wspomnianych cieliczek. Do przygotowania 48 bibliotek typu
MiRNA-seq z wybranych probek parenchymy, tkanki ttuszczowej oraz wqgtroby wykorzystano kit
NEBNext Multiplex Small RNA Prep Set for lllumina (Setl), zgodnie z zaleceniami producenta.
Zkolei do sporzadzenia 48 bibliotek do analizy poziomu metylacji DNA zastosowano
komercyjny zestaw Ovation® RRBS Methyl-Seq System 1-16 (NuGen). Przygotowano réwniez
48 bibliotek cDNA z mieénia oraz ptuca pobranych od $win otrzymujgcych rézng forme
witaminy D w diecie, z wykorzystaniem zestawu QuantSeq 3" mRNA-Seq Library Prep Kit FWD
for llumina firmy Lexogen. Ocene jakosciowq uzyskanych bibliotek cDNA, miRNA i RRBS
przeprowadzono z uzyciem aparatu TapeStation, natomiast ocene ilosciowqg wykonano
metodqg fluorymetryczng na aparacie Qubit. Biblioteki miRNA i RRBS doprowadzono do
koncentracji 10 nM i potgczono w pule, w zaleznosci od sekwencji przytgczonego indeksu
i typu bibliotek. Przygotowane biblioteki cDNA zsekwencjonowano na aparacie Nextseq 550
(llumina), stosujac opcje pojedynczego odczytu o dtugosci 75 nukleotyddw. Uzyskane dane
zostang nastepnie poddane analizie bioinformatyczne.

Zadanie 01-18-07-11
Genetyka molekularna jako narzedzie w nowoczesnej hodowli zwierzqt — opracowanie
i wdrozenie nowych metod badawczych

Kierownik zadania: dr Agata Piestrzynska-Kajtoch

Metody biologii molekularnej stanowig doskonate narzedzia diagnostyczne, weryfikacyjne
i potwierdzajgce, dzieki czemu majq szerokie zastosowanie w wielu réznych dziedzinach
badan. Zapotrzebowanie na szybkie, wiarygodne testy oparte na metodach biologii
molekularnej ciggle roénie. Ich opracowanie wymaga badan, a komercjalizacja walidacii.

Celem gtdwnym zadania jest opracowanie, walidacja i wdrozenie nowych metod labo-
ratoryjnych z zakresu biologii molekularnej, ktére umozliwig takze badania populacyjne pol-
skich populacii zwierzgt oraz poszerzg oferte Instytutu Zootechniki PIB dla hodowcdow zwierzat,
inspektoratéw i lekarzy weterynarii, producentdw pasz i zywnosci oraz przemystu.

W ramach zadania planowane jest opracowanie kilku metod, 1].: rozréznianie gatun-
kowe miesa i jego produktow pochodzgcych od dzika (Sus scrofa), swini domowej (Sus scrofa
domestica), wykrywanie kretkédw Borrelia sp. u zwierzgt gospodarskich i towarzyszgcych, iden-
tyfikacja mieszancdw lama x alpaka, identyfikacja genetyczna markerdw powigzanych
Z ptcig koniowatych, identyfikacja markeréw umaszczenia podstawowego i wariantdw umasz-
czenia koniowatych i innych gatunkdéw zwierzat, identyfikacja markeréw chordb spichrzenio-
wych koniowatych, genotypowanie/analiza polimorfizmu genu PRNP jeleniowatych oraz me-
tody analizy kariotypu komodrek adherentnych.
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Efektem zadania bedg nowe metody laboratoryjne w ofercie Instytutu Zootechniki PIB
oraz praca doktorska.

Stosowane w projekcie metody badawcze sq z zakresu biologii molekularnej i zalezg od
danego celu szczegdtowego. Materiat do badan zostat czesciowo skolekcjonowany. Materiat
genetyczny pozyskiwany byt gtdwnie metodami izolacji opartymi o kolumienki. W projekcie
wykorzystano lub planuije sie wykorzystac takie techniki, jak: PCR, sekwencjonowanie, RFLP, ge-
notypowanie na ptytkach OpenArray, dyskryminacja alleli, analiza markeréw mikrosatelitar-
nych, analiza ekspresji gendw, wyprowadzanie linii komdrkowych, hodowle kombrkowe.

Przeprowadzono prébe rozréznienia $wini od dzika na podstawie polimorfizmu SNP w ge-
nie NR6A1 (748 nt w sekwenciji AB248749) przy uzyciu techniki Real Time PCR ze specyficznymi
sondami. Zsekwencjonowano fragment genu NR6A 1 zawierajgcego miejsce, gdzie potozony
jest SNP (Ryc. 1.). Wybrano geny i regiony mtDNA, ktére wg réznych zrédet literaturowych i baz
(np. Ensembl, NCBI) réznig sie u $win i dzikbw. Zaprojektowano okoto 70 réznych zestawdw sond
TagMan MGB i starteréw do wybranych gendw, a nastepnie zamdwiono ptytki OpenArray do
przesiewowego testowania populacji w zakresie wybranych markeréw. Rozpoczeto analize
przesiewowq genomu $win i dzikdw na podstawie wybranych markerdw.

Pozyskano pasozyty od koni, pséw oraz kotdw (Fot. 2.). Materiat opisano i skatalogo-
wano, wyizolowano DNA z kleszczy. Wykonano test metody badawczej detekcji fragmentu
genu FLA w uktadzie nested PCR. Produkty reakcji poddawane byty elektroforezie agarozowej
celem detekcji produktéw amplifikacji PCR-in oraz PCR-out. Wykazano obecnos¢ niespecyficz-
nych produktéw w Zzelu agarozowym. W kolejnym etapie prac badawczych zostanie przepro-
wadzona optymalizacja reakcji PCR i weryfikacja metody badawczej.

Wytypowano fragmenty genomu konia, ktére bedqg podlegaty testom molekularnym
w kierunku badania ptci. Zaprojektowano i przetestowano sonde molekularng, specyficzng do
fragmentu genu SRY. Weryfikacja wynikdw z danymi rodowodowymi i wynikami w locus LEX3
wykazata nieprawidtowe wyniki reakcji real-time PCR. Sekwencja zaprojektowanej sondy be-
dzie weryfikowana z informacjami dostepnymi w bazach danych genomu konia, nastepnie
sonda zostanie przeprojektowana.

W zakresie umaszczenia koni zebrano kolekcje materiatu biologicznego oraz zebrano
i zweryfikowano informacje o umaszczeniu dla poszczegdinych préb. Wytypowano proby do
badan umaszczenia podstawowego. Pobrano materiat oraz wytypowano zwierzeta z kolekcji
materiatu od owiec réznigcych sie umaszczeniem nastepujgcych ras: merynos polski w starym
typie, wrzoséwka, owca romanowska, polska owca gdrska barwna, merynos barwny, czarno-
gtéwka. DNA wyizolowano. Zaprojektowano startery do kodujgcego regionu genu MCIR, do-
pracowano warunki reakcji i zsekwencjonowano region kodujgcy i fragment regionu promo-
fora u wybranych zwierzgt (Ryc. 2.). Wyniki sg w frakcie analizy. Zaprojektowano metody do
analizy sekwencji gendw ASIP i TYRP.

Wytypowano fragmenty genomu konia, ktére bedq podlegaty testom molekularnym
pod wzgledem diagnostyki chordb spichrzeniowych MH oraz PSSM. Sprawdzono obowigzu-
jgce w tym zakresie patenty. Na podstawie danych literaturowych okreslono rasy, u ktérych
wystepowaty lub stwierdzono wybrane jednostki chorobowe. Przejrzano kolekcje materiatu
biologicznego w kierunku wytypowania ras i osobnikdéw do badan przesiewowych. Zaprojek-
towano startery do analizy sekwencji wybranych gendw. Wykorzystano materiat pochodzgcy
z kolekcji materiatu LGM od jeleni i saren. Pozyskano materiat od tosi dzieki wspotpracy z PIWet
PIB Putawy. Zakupiono startery i dopracowano reakcje PCR do analizy genu PRNP u saren i je-
leni. Metoda nie zadziatata u tosi. Zamdwiono startery specyficzne wytqgcznie dla tosi. Metoda
specyficzna dla tosi jest w frakcie testowania. Fragment genu PRNP, obejmujgcy niemal caty
region kodujgcy, zostat zsekwencjonowany u okoto 100 jeleni i kikunastu saren. Znaleziono
miejsca polimorficzne réznigce oba gatunki jak i zmienne w obrebie danego gatunku, w tym
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mutacje ciche i niesynonimiczne: 63C>T, 234G>A, 292A>G (292Thr>Ala), 408C>T, 460C>T
(460Arg >Cys), 676C>G (676GIn>Glu) (Ryc. 4.). Niektdére wystepowaty tylko u pojedynczych
osobnikdw. Niektdre ze znalezionych mutacji byty raportowane w innych, wczesniejszych ba-
daniach. Badania sq kontynuowane na wieksze] grupie zwierzgt. Testowaniu podlegac tez
bedg metody izolacji DNA z réznego rodzaju materiatu.

Wynikiem pierwszego etapu zadania w 2020 roku byto zrealizowanie wyznaczonego celu
w postaci izolacji oraz bio-bankowania w temperaturze ciektego azotu nastepujgcych linii ko-
morkowych, ktére zostang przeznaczone do dalszych badanh: 6 linii pierwotnych komorek fibro-
blastéw skéry konia domowego, 4 linii pierwotnych komorek fibroblastéw skéry swini domowej,
2 linii fibroblastéw skéry krélika domowego pobrane z okolicy skéry uszu, 3 pierwotnych linii sar-
koiddw konskich (Fot. 2.), otrzymanych jako materiat odpadowy po zabiegu chirurgicznego
usuniecia guza. Wszystkie otrzymane powyzej linie komodrkowe zostaty otrzymane na zasadzie
migracji komérek ze skrawek tkanki. Ponadto, dokonano izolacji 2 linii komdrkowych chrzgstki
stawowej konia domowego ze stawu pecinowego, izolowanej analogicznie jak powyzej, z do-
datkowym, poczgtkowym etapem pozyskiwania skalpelem warstwy chrzgstki stawowej. Ko-
morki zawiesinowe to komorki krwi oraz pozostate komaorki linii hematopoetycznej, ktére w na-
turalnych warunkach organizmu, ze wzgledu na swojqg ruchliwo$¢, ewolucyjnie utracity ko-
nieczno$¢ wigzania sie z podtozem dla unikniecia procesdéw apoptozy. Do komdrek tych zali-
czamy tzw. PBMC czyli monojadrzaste komérki krwi obwodowej. Nalezg do nich limfocyty B, T,
NK oraz monocyty. Stanowig one liczebnie znaczgcq wiekszo$¢ komorek wykorzystywanych
do analiz prawidtowosci kariotypu w Instytucie Zootechniki PIB. Wyizolowano 4 linie PBMC krwi
obwodowej konia domowego.

Wykonano analizy mtDNA dla 80 alpak i lam. Do dalszych analiz zrezygnowano ze spraw-
dzania cytochromu B, z uwagi na bardzo matg zmienno$¢ badanych osobnikdéw w tym obsza-
rze. W zamian wprowadzono gen DBY. Ofrzymane sekwencje po odpowiednim przygotowaniu
sklastrowano i przygotowano filogramy (Ryc. 4.). Po analizie mtDNA wywnioskowano, ze ana-
liza ta nie pozwala w zaden sposéb odréznic hybrydy w przypadku, gdy matka jest alpakg,
ojciec lamq, a urodzonym dzieckiem bedzie samica. By¢ moze ten problem pozwoli rozstrzy-
gnac¢ GBS. Trwajg dalsze analizy mtDNA i DBY u wiekszej liczby zwierzat. Zostanie réwniez prze-
prowadzona analiza GBS po ostatecznym wyselekcjonowaniu odpowiednich osobnikdw.

Ryc. 1. Fragment sekwencji genu NR6A 1 u dzika.
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Fot. 1. Kleszcz pobrany od kota.

Ryc. 2. Zsekwencjonowany monomorficzny fragment genu MCIR u owiec. Widok z programu BioEdit.
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Ryc. 3. Wybrane miejsca polimorficzne genu PRNP jeleniowatych, od lewej: 63C>T, 292A>G i 408C>T. Analiza
w programie Variant Reporter.
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Fot. 2. Fragment tagodnej neoplazji skéry konia wraz z tkankg otaczajgca przed przystgpieniem do izolacji komorek.
D - cze$¢ dystalna, P - cze$¢ proksymalna fragmentu skéry konia domowego.
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Ryc. 4. Flogram wybranych lam i alpak na podstawie zmiennosci genu DBY.

Phylogram

Brancn lengin: ®  Clagogram O Read

alp4 0
ALPBD
ALP1Z20
ALP140
ALP1S0
ALP1E0
ALP200
ALP220
ALP280
ALP380
ALP3E0
ALP320
alp40 0
alp4 0
alpds D
alps0 0
alp53 0
alpss 0
alp57 0
alpsa 0
alpa 0
alpda 0
alp7an
alp75 0
alp78 0
alp77 0
— LM@ 0.00242004
alps8 0
LM10
LM30
Im4 0
M50
LM110
LM13 0.000024036

Zadanie 04-18-04-21
Wyznaczanie markeréw mtDNA charakterystycznych dla owaddw wykorzystywanych jako
Zrédto biatka w zywieniu zwierzgt monogastrycznych

Kierownik zadania: dr Matgorzata Natonek-Wisniewska

Cel zadania:

— opracowanie i walidacja metod jako$ciowej oraz ilosciowej identyfikaciji owaddw wykorzy-
stywanych jako zrédto biatka w zywieniu zwierzgt monogastrycznych, w szczegdlnosci

macznika mtynarka,
- opracowanie i walidacja metod jakosciowej oraz ilosciowej identyfikacji jak najszerszej

grupy owadow bez podziatu na konkretne gatunki.
Opracowanie testu identyfikacji jakosciowe;:

- owaddw bez wzgledu na podziat gatunkowy,
— magcznika mtynarka.
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Opracowanie testu obejmowato:

- wybdr/modyfikacje metody izolaciji DNA skutecznej dla kazdej postaci biologicznej owada
(larwa, posta¢ dorosta) i niezaleznej od potencjalnego przetworzenia (surowe owady, su-
szone, przetworzone mechanicznie/baryczno-termicznie),

— opracowanie reakcji real-time PCR specyficznej dla danego gatunku/grupy gatunkdw
owadow,

— walidacje testu.

Ekstrakcja DNA:

Metoda izolacji byta dostosowana do rodzaju materiatu tkanki. Do wyekstrahowania DNA

owadow uzyto zestawu Sherlock (A&A Biotechnology), ulepszonego poprzez zastosowanie do-

datku DTT. Ponadto zastosowano dwie wtasne modyfikacje:

— wydtuzajgc czas ogrzewania do 4 h, worteksujgc intensywnie,

- w pierwszym etapie izolacji wytrgcano DNA buforem TE poddajgc dodatkowo wirowania
w odpowiednich obrotach. Dopiero z tak przygotowanego przesgczu izolowano DNA do-
datkowo wydtuzajgc czas ogrzewania i intfensywnie worteksujgc.

Zawarto$¢ otrzymanego DNA okreslono stosujgc Nanodrop 2000. Czystos¢ izolatdéw DNA okre-
§lono na podstawie stosunku absorbancii 260/280.

Reakcja gPCR:

Otrzymane DNA poddano reakcji Real-Time PCR przy uzyciu StepOne Plus Thermal Cycler So-
ftware v2.3 (Applied Biosystems). Zastosowano startery i sondy tamra. Wszystkie analizy wyko-
nano w tfrzykrotnych powtdérzeniach dla niezaleznych izolaciji. Dla wszystkich prébek okreslono
warto$¢ cyklu granicznego (Cr) skorelowang z obecnosciq i pierwotng iloscig materiatu biolo-
gicznego o DNA kompatybilnym z wykorzystywanymi w tescie starteramii sondq. Dla cyklu gra-
nicznego wyznaczono réwniez odchylenie standardowe bezwzgledne (SD), oraz wzgledne
(RSD%) w celu sprawdzenia powtarzalnosci otrzymanego wyniku z niezaleznych izolaciji DNA.

Walidacja testéw:

Specyficznos¢ molekularna metody

Specyfike molekularng metody okre$lono poprzez analize in silico starterdw przy zastosowaniu
narzedzia Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Nastepnie, specyficzno$¢ starterow
sprawdzono doswiadczalnie stosujgc DNA wyekstrahowane z owadéw (w postaci dorostej
i larw), ro$lin oraz miesa.

Liniowos$¢ oraz czuto$¢: granica wykrywalnosci (LOD):

Dla sprawdzenia czutosci metody wyznaczono granice wykrywalnosci oraz oznaczalnosci, na-
tomiast dla sprawdzenia liniowosci testu skonstruowano krzywq standardowq ztozong z anali-
zowanych rozciehczenh i wyznaczono jej wspdtczynnik nachylenia oraz wspdtczynnik korelacii
(R?) i wydajnos¢ PCR (%) wg wzoru: E = [10 (-1 / nachylenie) - 1]. Informacja o liniowosci testu
jest niezbedna do okreslenia potencijalnej mozliwosci zastosowania testu do oznaczen iloscio-
wych.
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Zastosowanie metody do prébek komercyjnych:

Dla petniejszego zobrazowania metody analizowano prébki komercyjnych karm dla gaddéw
moggce zawierac w swoim sktadzie owady.

Analiza ilodciowa:

Dla przeprowadzenia analizy iloSciowej wyznaczono (oprocz liniowosci opisanej wczesniej) od-
chylenie standardowe, wzgledne odchylenie standardowe oraz btgd pomiaru dla powtdrzen
izolacji wykonanych z réznych prébek wyjsciowych (wykonanych z réznych osobnikdéw) ozna-
czanego owada.

Syntetyczny opis wynikdw badania:

Ekstrakcja DNA

llo§¢ oraz jakos¢ DNA uzyskane obiema metodami byty na podobnym poziomie. Stezenie i ja-
kos¢ DNA wahaty sie od 11,16 do 848,43 ng/ul przy absorbanciji miedzy 1,351 1,9 dla pierwszej
modyfikacji oraz 10,563-329,543 ng/ul (A260/280 miedzy 1,42, a 1,93) dla drugiej modyfikaciji.

Izolacja DNA z owaddw jest zazwyczaj ktopotliwa ze wzgledu na obecnos$¢ pancerzykéw
chitynowych. Zwiekszenie masy probki analitycznej, uzycie DTT, dtugiego ogrzewania potgczo-
nego z wydtuzonym worteksowaniem czy izolacja DNA z wyptukanego za pomocq TE pozwo-
lito na otrzymanie izolatdw DNA na tyle, by reakcja PCR byta mozliwa. Prébki przetworzone
miaty korzystniejsze parametry, natomiast ich surowe odpowiedniki, gtdwnie larwy mgcznika,
miaty duzg zawarto$¢ biatka, dlatego testowano izolacje DNA przy zastosowaniu wyptukiwa-
nia DNA za pomocq TE. Pomimo niedogodnosci otrzymane izolaty DNA pozwolity dla wszyst-
kich prébek otrzymad produkt reakcji PCR. Ponadto, dla powtdrzen izolaciji otrzymano pro-
dukty PCR w przyblizonym cyklu, co sugeruje, ze zastosowana metoda izolacji DNA jest powta-
rzalna. O powtarzalnosci testu swiadczy niewielkie odchylenie standardowe i wzgledne odchy-
lenie standardowe. Wielkosci te zostaty omdwione w dalszej czesci sprawozdania.

Przyktadowy test identyfikacji gatunkowej mgcznika mtynarka:

Przyktadowq analize probki przedstawiono na Rys. 1. Dla KN nie otrzymano produktu reakcii.

Rys 1. Wykres dla stezenia podstawowego. Wykres dla rozciehczenia 100x.

Amplification Plot
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»
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A, B - powtdrzenia izolaciji
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Anadliza jakoéciowda. Walidacja. Specyficznod¢ i czutos€ metody, granica wykrywalnoscii ozna-
czalnhosci:

Analiza in silico wykazata, ze proponowane startery sq specyficzne gatunkowo tylko dla
maqgcznikdw. Specyficznos$¢ sprawdzona doswiadczalnie wykazata reakcje pozytywne dia DNA
maqgcznikdw, a dla wszystkich pozostatych gatunkdw brak produktu reakcji lub produkt w bar-
dzo pdinych cyklach - po 40. cyklu. Wyniki przedstawiono jako $redniqg warto$¢ Cr z trzech
niezaleznych izolacji prébek, SD miedzy nimi oraz RSD (Tab. 1.).

Analiza czutos$ci wykazata reakcje pozytywne dla wszystkich rozcienczeh DNA mgcznika
mtynarka miedzy 0,025-25 ng. Odchylenie standardowe wynosito miedzy 1,16-4,92%, co stano-
wito wzgledng niepewnos$¢ pomiaru ponizej 12,46%.

Krzywa standardowa wygenerowana z otrzymanych wynikdw gPCR dla rozciehczen
DNA maqgcznika miata wzér: Cr=-3,374 log c + 33,407, przy wspotczynniku korelacji R2=1 i efek-
tywnosci E=97,888, co wskazywato, ze zastosowany test jest liniowy w catym zakresie badania.
Granice oznaczalnosci (najmniejszq ilos¢ produktu mozliwg do oznaczenia iloSciowego) usta-
lono na poziomie 0,025 ng, co odpowiada stezeniu 0,1%. Granice wykrywalnosci ustalono na
tym samym poziomie, poniewaz nie wykonywano badan dla nizszych stezen.

Test identyfikacji gatunkowej owaddw (18SrRNA)

Anadliza jakosciowa. Walidacja. Specyficznos¢ i czutos¢ metody, granica wykrywalnosci i ozna-
czalnosci:

Analiza in silico wykazata, ze proponowane startery sq specyficzne gatunkowo dia owaddw.
Specyficznoé¢ sprawdzona doswiadczalnie wykazata reakcje pozytywng dia DNA owaddw.
Z reakciji krzyzowych dla DNA ptakdw, ssakdw oraz mieszanki paszowej bez udziatu sktadnika
zwierzecego nie ofrzymano produktu reakcji. Wyniki przedstawiono jako $rednig wartosci Ct
z tfrzech niezaleznych izolacji prébek, dla wynikéw dodatnich wyliczono SD oraz RSD (Tab. 1.).

Analiza probek komercyjnych. Zastosowanie metody do probek komercyjnych:

Dla prébek zawierajgcych mgczniki otrzymano pozytywne wyniki reakcji miedzy 24. do 36. cy-
klem (dla stezen podstawowych), natomiast dla préobek niezawierajgcych magcznikdw nie
otrzymano produktu reakcji lub reakcja zaszta w pdzniejszym cyklu (np. suszone $wierszcze).
W prébkach pozytywnych szybkod¢ zachodzenia reakcji nie byta zawsze skorelowana z dekla-
rowang przez producenta zwartoscig owaddw, stgd wniosek, ze rzeczywista zawartosé nie
zawsze odpowiadata zawartosci deklarowanej na opakowaniu. Probki komercyjne sq ozna-
czone symbolem P.

Analogiczne badania wykonane w celu oznaczenia wszystkich owaddw wskazujg na re-
akcje pozytywne miedzy 17., a 34. cyklem dla stezen podstawowych, natomiast dla probek
niezawierajgcych owaddw reakcja nie zachodszi lub zachodszi po 38. cyklu (Tab. 2.).

Andliza iloSciowa mgcznika mtynarka:

Wyniki dla prébek wykonanych z réznych prébek wyjsciowych (tzn. réznych osobnikdw) przed-
stawia Tab. 3. Btgd pomiaru dla poszczegdlnych probek wynosit okoto 30%.
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Analiza ilo$ciowa oznaczania owadow:

Z Tab. 2. wynika, ze cr dla prébek 100% dla rozcienczenh podstawowych wahato sie miedzy 18.
a 33. cyklem, w zaleznosci od gatunku owada. Przy tak duzej roznicy sygnatu btgd pomiaru
iloSciowego jest bardzo wysoki, dlatego nie kontynuowano badan w tym kierunku.

Podsumowanie:

— Metoda ekstrakcji DNA zestawem Sherlock z DTT oraz wydtuzonym czasem ogrzewania/wor-
teksowania ma zastosowanie do szerokiego spektrum probek zawierajgcych w swoim skta-
dzie owady, niezaleznie od ich biologicznej postaci i sposobu przetworzenia.

— Prezentowane testy pozwalajg na szybkie i skuteczne oznaczenie gatunkowe owaddw oraz
osobno mgcznika mtynarka na podstawie miDNA.

—  Parametry metody wskazujg na wysokqg czuto$e testu, zakres dziatania dla zawarto$ci mgcz-
nika 0,01-100%, specyficzno$¢ biologiczng oraz liniowose.

— Dla oznaczen ilosciowych btgd pomiaru wynosi okoto 30%.

— Test jest skuteczny do produktéw przetworzonych i moze by¢ stosowany do monitorowania
karmy.

Tab. 1. Wyniki reakcji dla oznaczania mgcznika mtynarka z trzech niezaleznych izolacji DNA.

Rodzadj Sktad prébki Rozcienczenia podstawowe Rozcienczenia Interpretacja
probki 100x wyniku
cr$rednia | SD RSD % cr $rednia
S Swierszcz kubanski b.r b.r -
S drewnojad b.r b.r -
S karaczan argentynski b.r b.r -
S mgcznik mtynarek 38,88 0,34 0.88% 41,16 +
S szarahcza wedrowna b.r b.r -
S Swierszcz bananowy b.r b.r -
P suszone larwy magcznika 26,01 1,45 5,58% 30,84 +
P larwy mqcznika 20%, su- 29,86 2,26 7,56% 33,43 +
szone $wierszcze 10%
P suszone larwy magcznika 31,79 0,15 0,46% 35,50 +
P larwy mqcznika 4% 32,40 0,12 0,38% 38,25 +
P maczniki 10% 26,85 0.43 1,59% 33,42 +
P suszone $wierszcze 39.24 0,68 1.72% b.r -
P muchowki/skorupiaki 1 b.r b.r -
P Swierszcze 0,3%, 35,68 0.33 0,91% 40,41 +
maczniki 0,2%
P skorupiaki/owaddw brak b.r b.r -
S mqgcznik 37.76 1,59 4,21% 40,52 +
S drewnojad 41,65 0.65 1,53% b.r -
S Swierszcz kubanski 45,45 2,20% b.r -
S szarancza wedrowna 43,60 2,29% b.r -
S karaczan 41,97 2,38% b.r -
madagaskarski
P brak owaddw/skorupiaki b.r b.r -
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P suszone larwy mgcznika 26,66 0,68 2,56% 33,99 +

P muchoéwki/skorupiaki 2 38,37 0,28 0.72% b.r -

P brak owaddw/skorupiaki, b.r -
skt. roslinne

S larwa macznika 33,83 2,05 6,05% 38,24 +

S larwa drewnojada b.r -

+ zawarto$¢ macznika mtynarka; - brak zawarto$ci mgcznika mtynarka; S — probki surowe, P — przetworzone (prébki
komercyjnie dostepnej karmy dla zwierzgt).

Tab. 2. Wyniki reakcji dla oznaczania owaddw z trzech niezaleznych izolacji DNA.

Rodzaj Sktad prébki Rozciehczenia podstawowe Rozciehczenia Interpretacja
prébki 100x wyniku
sredniacr | SD RSD % srednia cr
S Swierszcz kubanski 32,10 3,40 8.95% 36,18 +
S drewnojad 22,15 0,82 3,70% 26,05 +
S karaczan argentynski 47,75 2,68 8,08% 26,48 +
S magcznik mtynarek 32,44 1.14 3.21% 35,97 +
S szarahcza wedrowna 26,55 0,22 0.82% 29,28 +
S Swierszcz bananowy 28,45 0.25 0.89% 31,74 +
P suszone larwy magcznika 20,34 4,17 20,52% 22,58 +
P larwy mqcznika 20%, su- 25,36 3.37 13,30% 25,37 +
szone $wierszcze 10%
P suszone larwy magcznika 27,46 5,49 19.99% 27,07 +
P larwy mqcznika 4% 27,91 4,97 17.81% 28,38 +
P maczniki 10% 24,34 6,21 20,05% 24,98 +
P suszone $wierszcze 32,12 1,43 4,46% 34,83 +
P muchoweki/skorupiaki 1 31,08 2,57 6,89% 38,56 +
P swierszcze 0,3%, mgczniki 29,68 2,93 9.86% 32,52 +
0.2%
P skorupiaki/brak owadow b.r +
S maqgcznik 31,42 1,10 3.50% 32,99 +
S drewnojad 27,29 6,49 23,79% 27,35 +
S Swierszcz kubanski 29,44 0,93 3.17% 32,26 +
S szarancza duza 24,47 5,72 23,39% 25,33 +
S karaczan madagaskarski 24,77 7.03 28,39% 26,11 +
P brak owaddw/skorupiaki 41,79 -
P suszone larwy mqgcznika 18,91 1,02 5,41% 23,90 +
P muchoéwki/skorupiaki 2 30,40 1,06 3,48% 35,80 +
P brak owaddw/skorupiaki, 44,95 -
skt. roslinne
S larwa macznika 27,08 1,02 3.76% 31,27 +
S larwa drewnojada 23,32 0,29 1.23% 25,79 +
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Tab. 3. Parametry oznaczania ilosciowego DNA mgcznika mtynarka.

Zawartosé macznika miynarka | Oznaczona doéwiadczalnie iloéé | Srednie stezenie | SD | RSD% Btgd pomiaru
100% 112,79 120,52 8,73 | 7,24% 20,52%
100% 118,80
100% 129,99
10% 13,21 13,26 1,16 | 8,74% 32,62%
10% 12,13
10% 14,44
1% 1,23 1,28 0,05 | 3,65% 27,51%
1% 1,33
1% 1,26
0.1% 0,14 0.14 0,02(13,43% |3507%
0.1% 0.11
0.1% 0.15
Zadanie 04-18-08-21
Analiza réznicowa poziomu metylacji RNA oraz poziomu ekspresji gendw tkanek i linii
komdrkowych gatunku Equus caballus
Kierownik zadania: dr inz. Ewelina Semik-Gurgul

Celem projektu jest identyfikacja tkankowo-specyficznych wzordw ekspresji gendw wybranych
tkanek, wywodzqgcych sie z dwdch listkéw zarodkowych pochodzenia endodermalnego (wg-
froba i ptuca) oraz préoby biologiczne dwdch tkanek mezenchymalnych, wywodzgcych sie
z mezodermy (miesieh poprzecznie prgzkowany serca oraz komorki chrzgstki szklistej z po-
wierzchni stawowych konczyn). Analiza transkryptomu zostanie uzupetniona o analize poziomu
metylacji RNA. Jako modyfikacja potfranslacyjna, metylacja RNA odgrywa znaczgcq role w re-
gulaciji poziomu ekspresji gendw, jako jeden ze stosunkowo niedawno odkrytych i mato pozna-
nych mechanizmdéw epigenetycznych. Efektem przeprowadzonych prac bedzie informacja
o poziomie metylaciji RNA oraz o réznicach w poziomie ekspresji wytypowanych gendw, wyko-
rzystana do typowania szlakdw molekularnych charakterystycznych dla fizjologii badanych
tkanek i komdrek. Co wiecej, w przypadku zwierzgt hodowlanych bedqg dodatkowym zrédtem
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, wag-
froby oraz chrzgstki stawowej od szesciu koni w typie zimnokrwistym. Materiat zabezpieczono
poprzez natychmiastowe zamrozenie w ciektym azocie oraz konserwacije z wykorzystaniem od-
czynnika RNA-later. 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. Zdegradowane RNA nie mogto by¢ wyko-
rzystane w dalszych etapach analiz, w zwigzku z czym zaplanowano kolejne pobranie préb.
W 2019 roku pozyskano nowe préby tkanki miesnia sercowego, ptuc, watroby od 10 koni w ty-
pie zimnokrwistym. Nie udato sie uzyskac¢ tkanki chrzgstnej. Z pobranego materiatu wyizolo-
wano catkowite RNA oraz RNA wraz z frakcjg mikroRNA z wykorzystaniem metody Chomczyh-
skiego (trizolowq) oraz komercyjnych zestawdw Purelink RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific)
i Direct-zol RNA MiniPrep Kit (Zymo Research) (wskaznik integralnosci RNA — RIN w zakresie od
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6,9 do 8,9). Dodatkowo przeprowadzono izolacje DNA (Sherlock AX - A&A Biotechnology). Pro-
cedure przeprowadzono wedtug zaleceh producenta. Do analizy transkryptomu tkanki wag-
troby, serca oraz ptuc wytypowano 4 osobniki, dla ktérych uzyskano izolaty RNA charakteryzu-
jace sie wskaznikiem RIN powyzej 7. Biblioteki cDNA przygotowano z uzyciem komercyjnego
zestawu firmy lllumina, TruSeg RNA Sample Prep Kit v2, zgodnie z zaleceniami producenta.
Préby RNA postuzyty rdwniez do przygotowania bibliotek dedykowanych do analizy poziomu
metylacji RNA. W tym celu wykorzystano komercyjny zestaw EpiNext 5-mC RNA Bisulfite-Seq Kit
(EpiGentek). Mimo zastosowania izolatdw RNA uzyskanych réznymi metodami izolacji, dodat-
kowego doczyszczania RNA na kulkach magnetycznych RNACIean XP (Beckman Coulter) oraz
zastosowania modyfikacji metodycznych, z dwunastu planowanych bibliotek udato sie uzy-
skac piec. Podjeto decyzje o przygotowaniu dodatkowych bibliotek typu RRBS oraz miRNA-seq
w celu okredlenia tkankowo-specyficznych wzoréw metylacji DNA oraz charakterystyki profilu
mikroRNA tkanek. Wykorzystano komercyjny zestaw Ovation® RRBS Methyl-Seq System 1-16
(NuGen) oraz NEBNext Multiplex Small RNA Prep Set for llumina (Set1). Sekwencjonowanie bi-
bliotek cDNA oraz 5-mC RNA przeprowadzono na urzgdzeniu HiSeq 4000 (lllumina), stosujgc
opcje pojedynczego odczytu o dtugosci 150 nukleotyddw. Biblioteki typu RRBS i miRNA-seq
zsekwencjonowano z dodatkiem kontrolnego DNA (PhiX) na urzgdzeniu NextSeq 500, réwniez
stosujac opcje pojedynczego odczytu o dtugosci 75 nukleotyddw. Parametry sekwencjono-
wania uwzgledniaty automatyczne mapowanie odczytdw pochodzgcych z DNA wirusa PhiX
w celu kontroli jako$ci otrzymywanych wynikéw w czasie rzeczywistym. Otrzymane po sekwen-
cjonowaniu nastepnej generaciji dane, poddano obrdbce bioinformatycznej. Na podstawie
uzyskanych wynikdw oceniono zalezno$¢ pomiedzy poziomem metylacji miejsc CpG a profi-
lem ekspresji gendw w oparciu o réznice w poziomie metylacji 1330 miejsc metylacyjnych
i zmian w poziomie ekspresji 809 gendw pomiedzy tymi samymi prébami tkanki ptuca, wgtroby
i serca. Aby uwzgledni¢ réznice w sposobie regulacji ekspresji gendw przez metylacje w zalez-
nosci od poziomu ekspresji genu, stawke gendw podzielono na geny o wysokiej, sredniej i niskiej
ekspresji na podstawie analizy rozktadu i odchylania standardowego ekspresji wszystkich ge-
néw (>1 znormalizowany odczyt sekwencyjny). Geny o wysokiej ekspresji reprezentowaty
Il kwartyl (Q3) obserwacji, natomiast geny o niskiej ekspresji | kwartyl (Q1). Dodatkowo,
uwzgledniono takze podziat miejsc CpG w zaleznosci od ich lokalizacji w sekwencji genu, tj.
w sekwenjach kodujgcych biatko (tzw. ,ciele genu”) i w promotorze genu (T1SS1500), jako ze
metylacja w tych czes$ciach genu moze powodowac przeciwng regulacje ekspresji genu. Dla
wszystkich analizowanych gendw przeprowadzono analize korelacji zmian w poziomie mety-
lacji poszczegdlnych miejsc CpG ze zmianami poziomu ekspresji gendw, w ktérych dane miej-
sce metylacyjne jest zlokalizowane. Normalnos$¢ rozktadu zbioru danych oceniono w oparciu
o test Shapiro-Wilk’a. Dla wszystkich danych okre$lono wspdtczynniki korelacji Pearson’a
i Spearman’a oraz ich istotno$¢ (Tab. 1.). Przeprowadzone analizy wykazaty znikomy zwigzek
Zmian w poziomie metylacji ciata genu i zmian poziomu ekspresji tego genu. Taki brak zalezno-
sci byt obserwowany niezaleznie od bazowego poziomu ekspresji genu. Natomiast wyrazng
negatywng zalezno$¢ zaobserwowano pomiedzy poziomem metylaciji sekwencji promotoro-
wych genu a poziomem jego ekspresji w wiekszosci par tkanek i na réznych poziomach eks-
presji (Tab. 1.). Wynik ten sugeruje ztozone zaleznosci pomiedzy metylacjq i ekspresjg gendw,
ktére sq wypadkowq ich poziomu ekspresji, lokalizacji miejsca metylowenego w sekwenciji
genu oraz potencjalnie innych czynnikdw regulacyjnych i epigenetycznych. Niemniej jednak,
ofrzymane wyniki potwierdzajq istnienie negatywnej zaleznosci pomiedzy metylacjq sekwenciji
promotorowych i ekspresjg gendw w genomie.
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Tab. 1. Zalezno$¢ pomiedzy poziomem metylacji miejsc CpG a profilem ekspresji gendw pomiedzy tymi samymi
probami tkanki ptuca, watroby i serca.

Liczba Liczba | Srednia Srednia Korelacja | Istotnos¢ | Korelacja Istotnos¢
sekwencjiCpG | gendw | réznica réznica Pearson’a | Pearson’a | Speraman’'a | Speraman’a
W poziomie W poziomie
metylacii (%) | ekspresji genu
Poréwnanie dla tkanek ptuca i serca

Hypermetylacja | 1330 809 33.675 -621.684 -0.032 0.247 -0.019 0.478
Hypometylacja | 909 580 -32.794 82.563 -0.065 0.050 0.001 0.970
Hypermetylacja | 1203 735 133770 -406.094 0024 | 0410 |-0.006 0.829
W ,,Ciele genu
Hypometylacja | 802 5211 30647 71934 0034 |0337 |-0002 0.958
w ,Ciele genu
Hypermetylacja | 59 40 33.238 -261.603 0017 |o0898 |-0.085 0.524
promotora
Hypometylacja | 54 37 32,692 235.793 0469 | <001 |-0011 0935
promotora

Poréwnanie dla tkanek ptuca i wagtroby

Hypermetylacja | 1154 669 38.682 -4019.657 -0.091 0.002 -0.127 < .001
Hypometylacja | 820 509 -34.150 152.707 -0.074 0.033 -0.080 0.021
Hypermetylacja | 1052 606 | 38433 4064042 | -0089 |0004 |-0117 < 001
w ,Ciele genu
Hypometylacja | 748 472 | 34025 145511 0085 |0020 |-0.068 0.062
w ,,Ciele genu
Hypermetylacja | 63 45 38.776 5078151 |-0251 |0047 |-0213 0.094
promotora
Hypometylacja | 47 20 -36.825 234763 0165 |0267 |-0.178 0.231
promotora

Poréwnanie dla tkanek serca i watroby

Hypermetylacja | 1425 801 39.509 -2154.829 -0.049 0.066 -0.136 < .001
Hypometylacia | 1445 812 | -35413 160.432 0007 | 0781 -0.056 0.032
Hypermetylacja | 1260 710 | 39 448 2249 631 0045 |0.107 |-0.131 < 001
w ,,Ciele genu

Hypometylacja | 1326 749 | 35743 164.654 0009 | 0.731 -0.068 0013
w ,Ciele genu

Hypermetylacja | 110 70 38.405 2085889  |-0.192 | 0044 |-0.258 0.007
promotora

Promoter hypo | 60 36 -34.249 187.732 0.141 0.283 0.137 0.296

Przeprowadzono réwniez walidacje wynikdw sekwencjonowania bibliotek RRBS i cDNA.
Do potwierdzenia danych uzyskanych z sekwencjonowania bibliotek RRBS, wytypowano cztery
regiony wykazujgce réznicowg metylacje DNA pomiedzy analizowanymi tkankami, znajdujgce
sie w sgsiedztwie lub w obrebie loci: TSPANS, A1BG, ERRFI1 oraz PNN. W celu przeprowadzenia
iloSciowej analizy metylaciji poszczegdlnych miejsc CpG, wyselekcjonowanych z wykorzysta-
niem techniki RRBS, fragmenty DNA obejmujgce te miejsca poddano klonowaniu w wektorze
plazmidowym, a poszczegdline klony poddano sekwencjonowaniu metodqg Sangera. Walida-
cje poziomu ekspresji wybranych gendéw (TSPANS8, A1BG, ERRFIT oraz PNN) przeprowadzono
metodq real-time gPCR. Oznaczenie poziomu ekspresji przeprowadzono na aparacie Quant-
Studio Real-Time PCR. Dla wszystkich danych okreslono wspdtczynniki korelacji Pearson'a
i Spearman’a oraz ich istotnos¢. Rdznice w poziomie metylacji sekwencji CpG okreslone me-
todqg klonowania molekularnego w odniesieniu do metody RRBS wynosity od 0.00% do 25.70%,
z zachowaniem kierunku i tendencji obserwowanych zmian dla wszystkich analizowanych re-
giondéw (Tab. 2.). Wspdtczynnik korelacji Pearson'a i Spearman’a pomiedzy tymi warto$ciami
byt dodatni, i wynidst odpowiednio 0.965 oraz 0.954. Analiza technikg real-time gPCR, w odnie-
sieniu do wynikdw uzyskanych z sekwencjonowania NGS, potwierdzita podwyzszony poziom
ekspresji w tkankach watroby w odniesieniu do tkanek serca i ptuca gendw TSPANS8, ERRFI1
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i AIBG oraz obnizony w przypadku tfranskryptu PNN w tkankach wagtroby w odniesieniu do
tkanki serca (Tab. 3.). Wspdtczynnik korelaciji pomiedzy tymi wartosciami rowniez byt dodatni,
i wynidst odpowiednio 0.94210.819.

Tab. 2. Procent metylaciji sekwencji CpG w obrebie czterech analizowanych regiondw, okreslony na podstawie
danych uzyskanych z sekwencjonowania bibliotek RRBS oraz z zastosowaniem metody klonowania molekularnego
(s —serce, p — ptuco, w - watroba).

Gen TSPANS AI1BG
Metoda NGS (%) :(;’o)nowanle molek. ?;;nlco NGS (%) :(;’o)nowonle molek. ?;;nlca
Grupa s 78,03 84,13 6,09 70,37 69,17 1,20
Grupa p 23,81 22,50 1,31 75,35 81,25 5,90
Grupaw - - - 24,87 33,21 8,34
pVss 54,23 61,63 7.40 - - -
P VS W - - - 50,48 48,04 2,44
SVSW - - - 45,50 35,96 9.54
Gen ERRFIT PNN

Klonowanie molek. Réznica Klonowanie molek. Réznica
Metoda NGS (%) %) %) NGS (%) %) %)
Grupa's 97.81 99.17 1,36 95,86 98,13 2,26
Grupa p 73,93 76,25 2,32 - - -
Grupa w 41,83 39.44 2,39 48,75 50,00 1,25
pVss - - - - - -
P VSW 32,10 36,81 4,71 - - -
SVSW 55,98 59,72 3.75 47,11 48,13 1,01

Tab. 3. Dane liczbowe przedstawiajgce wzgledngilo$¢ transkryptéw analizowanych gendw, okreslonych na podstawie
danych uzyskanych z sekwencjonowania bibliotek cDNA oraz obliczonych na podstawie wynikdw reakciji real-time
gPCR (s - serce, p — ptuco, w — wgtroba).

Gen TSPANS8 AlIBG AI1BG

Metoda RNA-seq | Real-Time PCR RNA-seq | Real-Time PCR RNA-seq Real-Time PCR
Grupa s 65,10 4,72 460,27 55,79 - -

Grupa p 3605,33 7,48 - - 82,24 2,79

Grupaw - - 43464,56 | 3607,57 83201,65 3607,57

Gen ERRFI1 ERRFI1 PNN

Metoda RNA-seq | Real-Time PCR RNA-seq | Real-Time PCR RNA-seq Real-Time PCR
Grupa's 74,36 2,16 - - 602,32 6,41

Grupa p - - 689,44 9,61 - -

Grupaw 1861,08 31,80 3545,87 31,80 380,36 1.17
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Zadanie 04-18-09-21
Wptyw suplementaciji paszy witaming D na status zdrowotny oraz procesy biologiczne
zachodzqce w tkankach mtodych i dojrzatych szczuréw (Rattus sp.) — Analiza genomiczna
z zastosowaniem NGS (Next Generation Sequencing)

Kierownik zadania: dr hab. Maria Oczkowicz, prof. IZ PIB

Celem prowadzonych badan byta ocena wptywu suplementacji witaming D na status
zdrowotny oraz procesy biologiczne zachodzgce w rdéznych tkankach u szczuréw poprzez
analize transkryptomiczng.

Zatozenia metodyczne:

Materiat doswiadczalny. Badania na zwierzetach obejmowaty dwa doswiadczenia - na
szczurach mtodych i dojrzatych.

Doswiadczenie |.

Materiat zwierzecy stanowity szczury laboratoryjne szczepu Wistar (samce i samice) w wieku
poczgtkowym ok. 12 miesiecy. Doswiadczenie zostato przeprowadzone na 36 szczurach, po
12 szt. w grupie (po 4 szczury w klatce), w pomieszczeniach z kontrolowanym mikroklimatem.
Zwierzeta byty zywione do woli izobiatkowymi i izoenergetycznymi granulowanymi paszami,
ktére roznity sie jedynie zawartodciqg witaminy D (0, 1000, 5000 1U/kg). Doswiadczenie trwato
90 dni. Zwierzeta byty wazone indywidualnie na poczgtku do$wiadczenia, co 2 tygodnie,
i w ostatnim dniu. Po zakohczeniu do$wiadczenia wszystkie zwierzeta z kazdej grupy zostaty
u$pione za pomocqg dwutlenku wegla. Pobrane zostaty prébki krwi oraz wybrane tkanki do
badan genomicznych i biochemicznych (miesnie ud, tkanka ttuszczowa, krew, wgtroba, serce,
tkanka kostna [kos¢ udowal], szpik kostny [kos¢ udowa], naczynia wiehcowe, fragmenty
mozgu).

Doswiadczenie |l.

Materiat zwierzecy stanowity szczury laboratoryjne szczepu Wistar (samce i samice) w wieku
poczatkowym ok. 5-6 tygodni (zaraz po odsadzeniu). Doswiadczenie zostato przeprowadzone
na 36 szczurach, po 12 szt. w grupie (po 6 szczurdw w klatce). Uktad grup, czas trwania
do$wiadczenia, oznaczane parametry oraz sposdb gromadzenia prébek materiatu
biologicznego — jak w doswiadczeniu |.

Wyniki prac badawczych:

Trzymiesieczna suplementacja witaming D u szczurdw mtodych doprowadzita do uzyskania
frzech grup reprezentujgcych deficytowy, niewystarczajgcy i wystarczajgcy poziom witaminy
D we krwi. U szczurdw dojrzatych, pomimo stosowania tych samych dawek, co u szczuréw mto-
dych, zakresy te obejmowaty poziom niewystarczajgcy (wg Endocrine Society), poziom wy-
starczajgcy oraz poziom bardzo wysoki. Wyniki analizy masy ciata i poszczegdinych narzgddw,
parametrow hematologicznych i biochemicznych krwi, a takze ocena histopatologiczna nerki
i wgtroby oraz analizy wytrzymatosci kosci wskazujg na niewielki efekt suplementacji witaming
D, jedynie po zastosowaniu dawki podwyzszonej, na te cechy.
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Andliza RNA-seq:

Analiza ta nie wykazata istotnych (p-adjusted<0.05) réznic w poziomie ekspresji gendw w mé-
Zgu pomiedzy badanymi grupami osobnikéw. W miesniu u osobnikdw mtodych zidentyfiko-
wano jedynie 6 gendw o istotnie réznym poziomie ekspresji (geny: Timp3, KIf5, Tet3, Cygb,
Clstn1, Atglél1) pomiedzy osobnikami niesuplementowanymi a osobnikami ofrzymujgcymi
w paszy 5000 U/kg, natomiast nie stwierdzono réznic pomiedzy osobnikami otrzymujgcymi stan-
dardowq ilos¢ witaminy D (1000) kg a pozostatymi grupami. W wgtrobie u osobnikdw mtodych
nie stwierdzono istotnie statystycznych réznic, natomiast u osobnikéw dorostych zidentyfiko-
wano 35 gendw o istotnie réznej ekspresii, ale tylko u samcoéw. U samic nie stwierdzono istot-
nych zmian.

Andliza funkcjonalna:

Dalszej analizie funkcjonalne] poddano 35 gendw zidentyfikowanych w poréwnaniu prébek
pochodzgcych z wgtroby od dojrzatych szczurdw ptci meskiej (grupa bez suplementacii vs
grupa 5000 U/kg). Analiza z zastosowaniem programu STRING (https://string-db.org/) (Fig. 1.)
wykazata szereg konkretnych procesdw biologicznych, w ktére zaangazowane sg geny
o zmienionej ekspresji pod wptywem witaminy D.

Fig. 1. Wyniki analizy funkcjonalnej gendw o zréznicowanej ekspresji z zastosowaniem programu STRING.
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Wsréd najwazniejszych procesdw i szlakdw regulowanych przez witamine D w watrobie
wymieni¢ nalezy: GO:0070857 regulation of bile acid biosynthetic proces (kolor turkusowy), GO:
0008203 cholesterol metabolic proces (kolor ciemno zielony), rno01100 Metabolic pathways
(kolor jasnozielony), rmo04710, Circadian rhythm (kolor czerwony), mo04979 Cholesterol
metabolism (kolor niebieski), rno00140 Steroid hormone biosynthesis (kolor z6tty), rno03320 PPAR
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signaling pathway (kolor rézowy). Z kolei geny, dla ktérych odnotowano najwyzsze zmiany
ekspresji pod wptywem wysokiej dawki witaminy D3 to: Paqgr7, Hsd17b2,nDbp, Amtl, Insigl,
Tmem 252, Mpi, Smdt1. Nastepnie, wykonalismy analizy gendw cyp2rl, vdr oraz cyp27bl
w tkankach (mézg, watroba, ttuszcz, nerka) u wszystkich osobnikéw z eksperymentow, w celu
sprawdzenia efektu suplementaciji (Fig. 2., 3.), wieku oraz ptci (Fig. 4., 5.). U szczuréw mtodych
zaobserwowalismy niewielki efekt dawki witaminy D, jedynie istotne statystycznie rdinice
odnotowalismy u samic w nerce i wqgtrobie dla genu cyp27b1 oraz u samcdw w nerce dla
genu cyp2rl. Duzo silniejsze efekty zaobserwowalismy po poréwnaniu samcéw do samic —gen
vdr ulegat okoto 10-krotnie silniejszej ekspresji u samic niz u samcoéw. Z kolei gen cyp27b1 ulegat
siiniejszej ekspresji u samcdw. Efekty suplementacji u szczurdw dojrzatych wydajqg sie nieco
silniejsze niz u szczuréw mtodych. U samcdéw szczurdw dojrzatych, otrzymujgcych 5000 U/kg
witaminy D w paszy, obserwowalismy spadek ekspresji genu vdr w nerce, wzrost w waqtrobie
oraz spadek genu cyp27b1 w watrobie i ttuszczu. Jedli chodzi o efekt ptci, to odnotowalismy
podobne zaleznosci, jak w przypadku mtodych szczurdw: w watrobie, gen vdr ulegat znacznie
silniejszej ekspresji U samic niz u samcoéw. Podobny trend byt obecny w przypadku cyp2rl we
wszystkich badanych tkankach, natomiast ekspresja cyp27b1 byta nieco wyzsza u samcodw
w nerce (réznice nieistotne statystycznie po podziale na grupy suplementacyjne).

Fig. 2. Wptyw suplementacji witaming D na ekspresje gendw w réznych tkankach szczuréw mtodych, z podziatem na
ptcie oraz grupy suplementacyjne.
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Fig. 3. Wptyw suplementacji witaming D na ekspresje gendw w réznych tkankach szczurdw dojrzatych, z podziatem na
ptcie oraz grupy suplementacyjne.
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Fig. 4. Wptyw ptci na ekspresje gendw w réznych tkankach szczurow mtodych, z podziatem na grupy suplementacyjne.
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Fig. 5. Wptyw ptci na ekspresie gendw w rdznych tkankach szczurdw dojrzatych, z podziatem na grupy
suplementacyjne.
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Podsumowanie:

Przeprowadzone wyniki sugerujg niewielki wptyw trzymiesiecznej suplementacji witaming D na
ogdlne cechy zdrowotnosci. Brak suplementacji nie wywotat zmian we wzroscie czy masie
ciata zwierzgt. Niewielki wptyw suplementacji na mase serca zaobserwowano u szczurdw
mtodych. Badania biochemiczne, hematologiczne oraz histopatologiczne sugerujg jedynie
niewielki wptyw suplementacji na pojedyncze parametry. Jesli chodzi o wytrzymatos$e kosci, to
suplementacja przyczynita sie do zwiekszenia sity elastycznosci kosci, jednak nie do sredniej
gestosci kosci (mbp). Wptyw suplementacji witaming D na te parametry mozna okresli¢ jako
niewielki/umiarkowany. Na uwage zastuguje fakt odmiennego poziomu ekspresji gendw,
zwigzanych z metabolizmem witaminy D i receptora witaminy D u samic i samcdw oraz
zidentyfikowanie w analizie RNA-seq gendw o zréznicowanej ekspresji jedynie w waqtrobie
u samcow dojrzatych.

Uzyskane wyniki pokazuijg, ze:

— osobniki mtode majg wieksze zapotrzebowanie na witamine D niz osobniki dojrzate (tylko
u mtodych brak suplementacji wywotat deficyt),

- trzymiesieczna suplementacja jest niewystarczajgca, aby zaobserwowad wyrazne zmiany
na poziomie fenotypowym,

- w watrobie samcdw dojrzatych suplementacja wysokg dawkg witaminy D wywotuje
zmiany ekspresji gendw wigzanych z biosyntezq cholesterolu i kwaséw zdétciowych,
biosyntezy ttuszczy oraz ryfmem okotodobowym,
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- efekty suplementacji witaming D na poziomie ekspresji gendw sg rézne u osobnikow
meskich i zenhskich, co wskazuje na koniecznos¢ uwzgledniania tego czynnika
w badaniach i zaleceniach odnoénie suplementacii,

- efekty suplementacji witaming D na poziomie ekspresji gendw sq widoczne jedynie przy
bardzo wysokim poziomie witaminy D w osoczu.

Zadanie 04-18-13-21
Analiza proteomiczna miesa wieprzowego i wotowego w odniesieniu do jego parametrow
jakosci

Kierownik zadania: dr Grzegorz Smotucha

Celem niniejszych badan jest identyfikacja réznic w profilu biatkowym pomiedzy probkami
miesa pochodzgcymi od $wih ras charakteryzujgcych sie rézng jakoscig miesa (putawska, WBP
lub PBZ), a takze pomiedzy prébkami miesa pochodzgcymi od bydta ras Limousine, mieszan-
cow PHF, ZB oraz analiza ich zwigzkéw z parametrami jakosci miesa. Proponowane badania
pozwalajqg lepiej zrozumiec wptyw zakresu i intensywnosci zmian glikolitycznych i proteolitycz-
nych w miesie na jego jako$¢. Wytypowanie specyficznych biatek zwigzanych z okreslonym
zakresem parametrow jakosci miesa moze umozliwic¢ szybkq i jednoznaczng ocene jego jako-
$ci, zastepujgc aparaturowq, czasochtonng analize tekstury.

Zatozenia metodyczne:

Materiatem do analizy profilu biatkowego przy uzyciu elekiroforezy 2DE bedqg fragmenty mie-
$nia najdtuzszego grzbietu — Longissimus dorsi, pobrane od dwdch ras $win charakteryzujgcych
sie réznq jakoscig miesa (putawska, wielka biata polska — wbp lub rasa wbp zostanie zamie-
niona na polskg biata zwistoucha - pbz ze wzgledu na dostepno$c materiatu), po 5 osobnikdéw
z kazdej z badanych ras. Probki do analizy pobierane bedq od kazdej ze sztuk w trzech okre-
sach: bezposrednio po uboju, 45 min. po uboju, 24 h oraz 48 h po uboju. W poszczegdlnych
okresach pomiarowych przeprowadzone zostang analizy dotyczgce jakosci miesa. Wszystkie
Swinie (loszki niespokrewnione) pochodzq ze stacji kontroli uzytkowosci trzody chlewnejw Cho-
rzelowie, gdzie utrzymywane bedg w jednakowych warunkach $srodowiskowych i zywienio-
wych przez caty okres tuczu, czyli do uzyskania wagi okoto 100 kg.

W przypadku miesa wotowego materiatem do analizy profilu biatkowego bedqg frag-
menty miesnia — Longissimus dorsi, pobrane od bydta miesnego rasy Limousine oraz mieszan-
cdw rasy PHF, ZB, o udokumentowanym pochodzeniu i bedgce pod statg kontrolg uzytkowo-
Sci. Zwierzeta zostang podzielone na trzy grupy doswiadczalne po 5 sztuk w kazdej: K (kon-
tfrolna), D1 oraz D2. Prébki do analizy zostang pobrane od kazdej ze sztuk w trzech okresach:
24 h, 7 dni oraz 14 dni po uboju. W poszczegdlnych okresach zostang przeprowadzone analizy
dotyczgce jakosci miesa.

W grupie kontrolnej — K — zwierzeta bedqg zywione standardowq dawkqg zywieniowq dla
krobw mlecznych. Zwierzeta z grupy doswiadczalne] - D1 — oprdcz pastwiska bedqg zywione
dawkg wzbogacong o dodatek chronionych wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych
(kwasy omega-3 i -6). Okres zywienia doswiadczalnego wynosi¢ bedzie 60 dni. Zwierzeta
z grupy doé$wiadczalnej — D2 — oprécz pastwiska bedq zywione dawkg wzbogacong o zestaw
ziot zwiekszajgcych zernos$¢ oraz parametry miesa wotowego. Okres zywienia do$wiadczal-
nego wynosi¢ bedzie 60 dni.

Zaktada sie, ze w okresie prowadzenia badah kontrolnemu bojowi zostang poddane
buhajki i cieliczki w wadze co najmniej 380-450 kg.
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Andlizy przewidziane podczas realizacji zadania:

Analiza parametrdw jakosci miesa wieprzowego i wotowego.

1.
2. Przygotowanie préobek do izolacji biatek.
3. Izolacja biatek.
4. Oczyszczanie wyizolowanych biatek oraz oznaczanie ich stezenia.
5. Anadlizy biatkowe Zeli 2D:
a) Ogniskowanie izoelektryczne (IEF);
b) SDS-PAGE;
c) Wybarwienie biatka oraz analiza komputerowa skandw otrzymanych zeli (DIGE
opcjonalnie);

d) Anadliza LC-MS (Chromatografia cieczowa potgczona ze spekirometrig mas).
e) Andliza typu Western blot — walidacja wynikow.

Syntetyczny opis wynikdw zadania:

W pierwszym etapie realizaciji zadania pozyskano materiat z mie$nia najdtuzszego grzbietu od
dwaodch ras swin: 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 poddane ocenie stacyjnej wg metodyki, a analiza parametrow jakosci
miesa wieprzowego obejmowata:
- wodochtonnos¢ miesaq,
— parametry barwy w systemie CIE L*a*b*:
intensywno$¢ barwy miesa:
a — wysycenie barwy miesa w odcieniu czerwieni
b — wysycenie barwy miesa w odcieniu z6ttym
L - jasnose,
—  pHmiesq,
- zawarto$¢ ttuszczu srédmiesniowego [%],
— andliza parametréow tekstury (test sity ciecia Warner-Bratzler i profilowa analiza tekstury
(ang. TPA — Texture Profile Analysis),
— andliza przewodnictwa miesa.

Probki zostaty zabezpieczone i przygotowane do dalszych analiz proteomicznych.

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 dajacej najlepszg jakose
wyizolowanych biatek, jak rowniez najwieksze ich stezenie. Zastosowanie w/w metod izolacji
okazato sie wydajne, lecz zastosowane sktadniki buforéw zatrzymywaty migracje biatek na
paskach IPG oraz zelu.
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Fot. 1. Zel 2D wybarwiony barwnikiem Coomassie Brilliant Blue R-250 przy uzyciu dwdch metod izolacii biatka RIPA buffer
i Tissue Extraction Reagent I. Na prébkach brak widocznych spotdw biatkowych lub sg w matejilosci (G. Smotuchal).

W celu poprawy izolowanego biatka zastosowano zmieniong metode izolacii biatek, da-
jaca lepszg wydajnose.

Do izolacji z tkanki miesniowej uzyto bufor 6 M mocznik, 2 M tiomocznik, 2% CHAPS i 30 mM
Tris-HCI pH 7.5. Inne testowane bufory pienity sie podczas homogenizacji i nie daty dobrego
odzysku dla biatek btonowych. Lize komdrek przeprowadzono z uzyciem homogenizatora me-
chanicznego na lodzie w 3-4 cyklach: 5 s homogenizaciji, 15 s prébka odpoczywa na lodzie.

Dodatkowym etapem (polepszajgcym jakos¢ wyizolowanego biatka) jest sonifikacja
przez 15 minut w sonifikatorze, nastepnie 20 minut wirowania przy 20 000 x g w 4°C. Po odwiro-
waniu gruzu komaérkowego, nalezy zrobi¢ precypitacje chloroform/metanol. Po precypitacii
prébke trzeba rozpusci¢c w ammonium bicarbonate, 30 mM Tris-HCI pH 8 lub 10 mM HEPES pH
8, juz tym razem bez detergentdw i mocznika.

Zastosowanie tej metody izolacji eliminuje rowniez czynniki, ktére majg wptyw na pdzniej-
szq identyfikacje biatek przy uzyciu metody LC-MS.

Wszystkie pobrane prébki od dwdch ras $wih zostaty wyizolowane oraz oznaczono w nich
stezenie biatka metodqg Bradforda.

Fot. 2. Zel 2D wybarwiony barwnikiem Coomassie Brilliant Blue R-250 przy uzyciu zmienionej metodyki izolacji biatek
(G. Smotucha).

Camane
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Probki z pierwszego pobrania zostaty poddane rozdziatowi na paskach IPG z immobilizo-
wanym pH, a nastepnie rozdzielono je wg wielkosci.

Poizolacjiirozdziale biatek pochodzgcych z pobranych prébek od dwdch ras swin, otrzy-
mane zele 2D sg analizowane przy uzyciu programu SameSpot2D wykrywajgcego spoty biat-
kowe w Zelu oraz dokonuije sie ich poréwnania pomiedzy badanymi prébkami. Analiza ta po-
zwala na wykrycie réznic w ekspresji danego biatka. Takie spoty biatkowe sg wycinane z zelu,
zabezpieczane i poddawane dalszej analizie LC-MC. W frwajgcych badaniach wycieto 10
spotdw biatkowych réznigcych sie ekspresjq pomiedzy badanymi prébkamii przestane do dal-
szych analiz ich oznaczenia.

Fot. 3. Analiza Zeli 2D przy uzyciu programu SameSpot2D (G. Smotucha).
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Czesc spotdw biatkowych wycietych z zelu zostata wystana do analiz LC-MS w celu we-
ryfikacji jakosci otrzymanych izolatdw biatkowych i poprawnosci wyciecia spotéw biatkowych
oraz wstepnej identyfikacji biatka. Po otrzymaniu wynikéw z analiz LC-MS zostang przeprowa-
dzone analizy walidacyjne otrzymanych wynikdw (Western blot).

Zadanie 04-18-14-21
Charakterystyka epigenetyczna genomu komorek chrzestnych gatunku E. caballus
w warunkach in vitro zwiqzanych z procesami starzenia

Kierownik zadania: dr hab. Tomasz Zgbek, prof. IZ PIB

Celem pracy jest identyfikacja zmian w metylacji genomu komadrek chrzestnych koni, pocho-
dzgcych z réznych pasazy komadrkowych, ktére sg odzwierciedleniem epigenetycznych zmian
towarzyszgcych starzeniu sie chondrocytdw w warunkach in vitro.

Wykonano andalize biocinformatyczng odczytdw NGS w ramach eksperymentu RRBS na
liniach komdérkowych chondrocytdw konhskich pasazowanych w warunkach dtugoterminowej
hodowli jednowarstwowej oraz analize ekspresji wybranych gendw podlegajgcych réznicowe;j
metylacji w zaleznoéci od numeru pasazu.

Analiza odczytéw sekwencyjnych genomowego DNA komodrek chrzestnych po konwers;ji
bisulfitowej ujawnita obecno$¢ 1880 miejsc w sekwenciji DNA wykazujgcych spadek metylacii
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oraz 2256 miejsc DNA wykazujgcych wzrost metylacji w regionach kodujgcych genomu zalez-
nie od numeru pasazu (Tab. 1.).

Tab. 1. Miejsca hypo- (DMS hypo) oraz hypermetylowane (DMS hiper) w liniach komérek chrzestnych z poczgtkowych
pasazy, zidentyfikowane metodg RRBS.

Typ jednostki tfranskrypcyjnej DMS hypo DMS hyper
sekwencje mRNA 1669 1805
INCRNA 177 428

rRNA 3 4

mMiRNA 14 12

SNORNA 6 0

SNRNA 5 3
pseudogeny 6 4

Zidentyfikowane geny zwigzane z réznicowqg metylacjg miedzy wczesnymi a pdznymi pa-
sazami chondrocytdw majg miedzy innymi udokumentowane znaczenie dla procesdw zwig-
zanych z kontaktowaniem sie i tworzeniem srodowiska komérek chrzestnych w warunkach in vi-
fro oraz procesamiimmunologicznymi charakterystycznymi dla patologicznych zmian chrzgstki
stawowej. W celu weryfikacji potencjalnego znaczenia réznicowej metylacji DNA dla aktyw-
nosci gendw, w zaleznosci od wczesnego bqgdz pdznego pasazu komdrek chrzestnych, prze-
prowadzono analize ich réznicowej ekspresji. Lokalizacja miejsc o réznicowe] metylacji DNA
(DMS), pokrywajgca sie z lokalizacjg sekwencji kodujgcych oraz udokumentowane znaczenie
bioclogiczne gendw zwigzanych z wystepowaniem DMS, byto podstawg w typowaniu gendw
do analiz réznicowej ekspresji. W efekcie, analizie ekspresji poddano 20 gendw zwigzanych
z biologig tkanki tgcznej (ADAM17, ADAMTS2, AXIN2, BMP4, BMPR2, BRD7, CHST11, CLMP,
COLTTAT1, COLI5AT, COLT6AT, CRY2, CTIN, DCBLD1, DOTIL, JAK3, MMP16, NADSYNT, NFATCT,
TGFB1), sposrdd ktdrych 13 wykazato zrdznicowany poziom aktywnosci w zaleznosci od numeru
pasazu komorek chrzestnych w dtugoterminowej hodowli jednowarstwowe;.

Zastosowanie metody RRBS pozwolito scharakteryzowac zmiany w metylaciji DNA istotne
dla mechanizmu regulacii ekspresji gendw transksrypcyjnie zaangazowanych w procesy zwig-
zane z utratq fenotypu (odréznicowywania) chondrocytdw w warunkach dtugoterminowej
hodowli w monowarstwie. W przeprowadzonych badaniach ewidentny zwigzek pomiedzy
zréznicowang ekspresjg i metylacjg DNA w zaleznosci od numeru pasazu chondrocytdéw kon-
skich wykazano miedzy innymi dla gendw JAK3 i NFATC1 (przyktad Rys. 1.), ktére sg zaangazo-
wane w procesy immunologiczne, a w literaturze udokumentowano ich znaczenie w patologii
choréb chrzgstki stawowe.
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Rys. 1. Wzrost metylaciji w regionie promotorowym genu NFATC1 (A) zwiqzany ze spadkiem aktywnosci tego genu (B)
w zaleznosci od numeru pasazu w warunkach dtugoterminowej hodowli komdrkowe;.
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Zaktad Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwaciji

Kierownik: prof. dr hab. Zdzistaw Smoragg

Zadanie 01-19-04-21
Zastosowanie nukleofekcji do uzyskania potencjalnie transgenicznych mezenchymalnych
komadrek macierzystych oraz potencjalnie transgenicznych zarodkdéw, ptoddw i/lub
potomstwa klonalnego u $win

Kierownik zadania: dr hab. Marcin Samiec, prof. IZ PIB

Cel zadania:

Weryfikacja zdolnosci jader nukleofekowanych i dwukrotnie modulowanych epigenetycznie
komodrek BM-MSCs do pokierowania rozwojem in vivo potencjalnie transgenicznych zarodkéw
Swini uzyskiwanych w wyniku klonowania somatycznego.

Zatozenia metodyczne i syntetyczny opis wynikdw:

W trzecim etapie realizaciji niniejszego zadania badawczego, przeprowadzano zabiegi uzyski-
wania potencjalnie transgenicznych zarodkdw $winiz oocytdw zrekonstruowanych z jgder szpi-
kopochodnych mezenchymalnych komdérek macierzystych (BM-MSCs), ktére uprzednio pod-
dano zardwno transgenizaciiin vitro z uzyciem wariantu programowego U-23 (wysoka efektyw-
no$¢ nukleofekciji) oraz komercyjnej konstrukciji genowej pmaxGFP (Amaxa Biosystems, Lonza
Bioscience), jak i dwustopniowej (sekwencyjnej) modulacji epigenetycznej za posrednictwem
trichostatyny A (TSA; niespecyficzny inhibitor deacetylaz histondw chromatyny jgdrowej).
Przed wykorzystaniem jako zrodta dawcdw jgder w procedurze klonowania, rozmrozone
subpopulacje modulowanych epigenetycznie, a nastepnie nukleofekowanych komdrek BM-
MSC:s, ktdére poddawano zahamowaniu kontaktowemu podziatéw mitotycznych po osiggnie-
ciu stanu petnej konfluenciji, byty one jednoczesénie poddawane powtdrnej modulacii epige-
netycznej poprzez ich 24-godzinng inkubacje w pozywce uzupetnionej 50 nM TSA. W wyniku
pokrycia gestq, pojedynczg warstwqg catej dostepnej powierzchni dna butelki lub szalkihodow-
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lanej, przylegajgce cisle zardbwno do siebie, jak i do polistyrenowego lub kolagenowego sub-
stratu nukleofekowane komaérki BM-MSCs podlegaty 24-godzinnej inhibicji kontaktowej migracji
i proliferacyjnego wzrostu. W tych warunkach cykl mitotyczny komadrek BM-MSCs byt sztucznie
synchronizowany w fazach G1/G0. Do klonowania somatycznego byty uzyte tfransfekowane
komorki pochodzgce z trzy- lub czterokrotnie pasazowanych linii klonalnych.

Zrédtem oocytdw byty jajniki loszek i loch uzyskiwane w lokalnej rzezni. Niedojrzate oocyty
Swini byty pozyskiwane metodg aspiracji z antralnych pecherzykdédw jajnikowych o srednicy 2-6
mm. Wyselekcjonowane do dojrzewania mejotycznego in vitro (IVM) oocyty w stadium peche-
rzyka zarodkowego (GV) byty hodowane w grupach liczgcych 40-50 sztuk, w 500 uL pozywki
TCM 199, uzupetnionej 10% surowicy ptoddédw bydlecych (FBS), 10% ptynu wyizolowanego z an-
tralnych pecherzykdw jajnikowych swini (pFF), mieszaning aminokwasdw egzogennych i endo-
gennych (2% EAA oraz 1% NEAA), a takze 62,5 ng/mL rekombinowanego zasadowego czyn-
nika wzrostu fibroblastow cztowieka (rh-bFGF), 30 ng/mL rekombinowanego epidermalnego
czynnika wzrostowego cztowieka (rhEGF), 1T mM/L cyklicznego dibutyryloadenozynomonofos-
foranu (dwumaslan cAMP; db-cAMP), 0,2 IU/mL ludzkiej gonadotropiny menopauzalnej (hMG)
oraz 10 mlU/mL hormonu folikulotropowego $wini (pFSH). Po okoto 20-21 godzinach, oocyty
byty przenoszone do tej samej pozywki hodowlanej, lecz pozbawionej db-cAMP oraz hMG
i pFSH. W tych warunkach fizykochemicznych oocyty byty hodowane in vitro przez kolejne 22-
23 godziny, az do czasu osiggniecia dojrzatosci jadrowej i cytoplazmatycznej w stadium meta-
fazy Il. podziatu mejotycznego. Dojrzate in vitro oocyty, z wyraznie wyodrebnionymi ciatkami
kierunkowymi |. rzedu i jednolicie granulowang cytoplazmag, niewykazujgcg zmian nekrotycz-
nych lub apoptotycznych, stanowity zrédto biorcdw dla jgder nukleofekowanych i dwustop-
niowo modulowanych epigenetycznie komdrek BM-MSCs w klonowaniu somatycznym $win.
Uwolnione z komdrek wzgdrka jajonosnego oocyty byty enukleowane przy zastosowaniu me-
tfody mikrochirurgicznej, wspomaganej chemicznie (z uzyciem demekolcyny, a nastepnie cy-
tochalazyny B). Enukleowane oocyty $wini byty rekonstruowane z jgder nukleofekowanych
i dwukrotnie transformowanych epigenetycznie komdrek BM-MSCs. Do sztucznej aktywacji re-
konstytuowanych oocytéw byt zastosowany protokdt jednoczesnej fuzjii aktywacii elektryczne;j
(F/A). W protokole tym, impulsy prgdu statego, ktére indukowaty fuzje komplekséw ooplast-
komodrka BM-MSC, byty robwnoczednie bodzcami inicjujgcymi aktywacje rekonstytuowanych
oocytdéw. Elektroporacja bton plazmatycznych enukleowanych oocytéw oraz komédrek BM-
MSCs byta przeprowadzana w izotonicznym roztworze dielekiryku o podwyzszonym do 1 mM/L
stezeniu jonéw Ca?+, z uzyciem dwdch generowanych bezposdrednio po sobie impulséw prgdu
statego o natezeniu pola elektrostatycznego 120 V/mm i czasie frwania 60 ps kazdy. Uzyskane
w wyniku F/A cybrydy klonalne byty inkubowane przez 2-3 godziny w pozywce NCSU-23 uzu-
petnionej 5 ug/mL cytochalazyny B, 0,8% albuminy surowicy bydlecej (frakcja V; BSA-V) oraz
mieszaning aminokwaséw egzogennych i endogennych (2% EAA oraz 1% NEAA). Bezposred-
nio po inkubaciji w obecnosci cytochalazyny B, zarodki klonalne w stadium 1-blastomerowym
byty transferowane chirurgicznie do drég rozrodczych (jajowoddw) zsynchronizowanych hor-
monalnie loch-biorczyn.

Ogodtem, do zabiegdw klonowania somatycznego wyselekcjonowano 268 (96,8%) doj-
rzatych in vitfro oocytéw spoérdéd 277 oocytdw zakwalifikowanych do IVM. Do jajowoddw
3 zsynchronizowanych hormonalnie loch-biorczyh transferowano tqcznie 252 (94.0%) efektyw-
nie zrekonstruowanych zarodkdw klonalnych sposrdéd 268 dojrzatych in vitro oocytéw podda-
nych enukleaciji, rekonstrukcji z jgder komadrek BM-MSCs, sztucznej aktywacii, a nastepnie dzia-
taniu cytochalazyny B. Srednia liczba zarodkéw chirurgicznie przeniesionych do jednej bior-
czyni wynosita 84. W 30.-35. dniu po transferze zarodkdw klonalnych byty przeprowadzane ba-
dania ultrasonograficzne (USG) loch-biorczyh w celu potwierdzenia lub wykluczenia cigzy.
U ciezarnych loch-biorczynh, badania USG byty powtdrzone w odstepie 15-dniowym, w celu
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weryfikacji tempa rozwoju ptoddw klonalnych lub oceny stopnia resorpciji pecherzy ptodo-
wych.

Podsumowanie i wnioski:

1. Przydatno$¢ nukleofekowanych i dwukrotnie modulowanych epigenetycznie komorek
BM-MSCs do klonowania somatycznego $win byta weryfikowana w oparciu o ocene
zdolnosci jgder tych komoérek do pokierowania przed- i poimplantacyjnym rozwojem
potencjalnie transgenicznych zarodkdéw klonalnych, transferowanych chirurgicznie do
drég rozrodczych 3 samic-biorczyh.

2. Na podstawie diagnostyki USG, przeprowadzonej u wszystkich loch-biorczyn,
potwierdzono obecnos¢ pecherzy ptodowych w macicy jednej z trzech samic,
poddanych transferowi potencijalnie transgenicznych zarodkdéw klonalnych (Ryc. 1.).
Wskazuje to na odsetek ciezarnych loch utrzymujgcy sie na poziomie 33,3% w okresie
przypadajgcym miedzy 30. a 35. dniem po fransferze potencjalnie transgenicznych
zarodkdw klonalnych do jajowoddéw samic-biorczyn. Z kolei, powtdérna diagnostyka
ultrasonograficzna ciezarnej lochy-biorczynh w okresie przypadajgcym miedzy 45. a 50.
dniem po tfransferze zarodkédw klonalnych wskazywata na symptomy zaawansowanej
resorpcji pecherzy ptodowych.

Ryc. 1. Ultrasonogramy potwierdzajgce obecno$¢ ptoddw klonalnych w macicy ciezarnej lochy-biorczyni nr 19
(diagnostyka USG przeprowadzona miedzy 30. a 35. dniem po transferze potencjalnie transgenicznych zarodkdw
klonalnych do drég rozrodczych samicy-biorczyni).

Zadanie 01-19-06-11
Wptyw parametrdw jakosciowych nasienia seksowanego na ptodnosc¢ inseminowanych
jatéwek i kréw mlecznych

Kierownik zadania: dr hab. Piotr Gogol, prof. IZ PIB

Celem pracy jest lepsze poznanie strukturalnych i metabolicznych zmian odpowiedzialnych za
spadek jakosci nasienia seksowanego oraz okreslenie zaleznosci pomiedzy badanymi parame-
trami jakosci nasienia seksowanego a ptodnoscig inseminowanych samic.
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Zatozenia metodyczne:

Badania prowadzone sg na dostepnym komercyjnie nasieniu seksowanym buhajéw rasy holsz-
tynsko-fryzyjskiej. Wykonuje sie badanie podstawowych cech nasienia takich jak koncentracja
plemnikdw i ruchliwo$¢ z uwzglednieniem szczegdtowych parametréw kinetycznych (system
CASA). Jednoczesnie przy wykorzystaniu technik mikroskopii fluorescencyjnej, cytometrii prze-
ptywowej i luminometrii ocenia sie zmiany apoptotyczne, stres oksydacyjny, aktywnosé meta-
boliczng oraz stan chromatyny plemnikéw. W celu okredlenia zdolnosci zaptadniajgcej sekso-
wanego nasienia przeprowadzane sg inseminacje jatdwek i krow.

Syntetyczny opis wynikdw:

W okresie sprawozdawczym zakupiono do badan seksowane nasienie buhajow rasy holsztyn-
sko-fryzyjskiej (18 stomek w ZD IZ PIB Kotbacz sp. z 0.0 i 10 stomek w ZD IZ PIB Chorzeldw sp.
Z 0.0.). Pochodzito ono od é buhajéw. Nasienie przeznaczone do oceny plemnikdw in vitro
zostato przewiezione do laboratorium ZBRK w Balicach celem wykonania przewidzianych me-
fodykg analiz. Wyniki dotychczas przeprowadzonych analiz nasienia seksowanego zamiesz-
czono w Tab. 1.1 2. W celu oceny zdolnosci zaptadnigjgcej nasienia seksowanego przeprowda-
dzono inseminacje 467 jatéwek i kréw. Z tego 279 zabiegdw inseminacji przeprowadzono
w ZD IZ PIB Kotbacz sp. z 0.0., a 188 w ZD IZ PIB Chorzeldéw sp. z 0.0. Po 35 dniach od zabiegu
inseminacji przeprowadzano badanie USG na cigze. Wyniki uzyskane na podstawie dotych-
czas wykonanych badan wskazujqg, ze wskaznik zacieleh dla nasienia seksowanego waha sie
od 10,7% do 85,7% (Tab. 3.)

Tab. 1. Parametry jakosciowe nasienia seksowanego (ruch i ATP).

lp. Buhqj Ruch postepowy  Ruch szybki Predkos¢ ruchu .ATP (spadek po
(minw dawce) (minw dawce)  (VCL) 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 Megabit sex 17331 0.96 0.82 96,17 -51.8
7 Maldeves sex 117228 0.91 0.82 98,42 -73.8
8  Maldeves sex 117230 1.13 0,98 94,83 -60,7
9 Missouri sex - - - -65,8
10 Sutton sex 17068 2,32 2,11 117.78 -82,7
11 Sufton 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
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22 Francisco sex 3.01 217 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 91,53 -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
31 All Star sex 18109 (Chorzeldw) 0,96 0.83 97,72 -59.5
30 B,Iock Gold sex 118094 (Chorze- i i i 528
I6w)
33 Greenway sex 17306 (Chorzeldw) - - - -850
34  Jeepson sex 16292 (Chorzeldw) 0,91 0,80 99,09 -70,2
35 Mayflower sex 19108 (Chorzeldw) 1,69 1,48 109,00 -
36 Baltic Starsex 17122 (Chorzeléw) 1,68 1,50 114,17 -
37  Firebird sex 19281 3.75 3,27 100,08 -
38 Supersire sex 19311 3,85 3,41 97,52 -
39 Enterprise sex 119043 5,27 4,39 86,47 -
40  Windmill 190130 (Chorzeléw) 5,48 5,04 100,96 -

Tab. 2. Parametry jakosciowe nasienia seksowanego (apoptoza, btony komdrkowe, chromatyna).

Btony komdrkowe

Lp. Buhai Plemniki p—y Uszkodzona
apoptotyczne chromatyna
zywe twe zamier.
1 Moizlla sex 2,46% 42,87% 38,78% 18.34% 1,05%
2  Mayfower sex 18046 5,23 38,37% 51,51% 10,13% 1,60%
3 Luksus sex 14,72% 35,62% 26,80% 37.58% 1,02%
4 Pharo sex 18043 5,15% 34,26% 53,14% 12,60% 0,62%
5  Megabit sex 18109 2,14% 35.29% 50,75% 13,96% 1,99%
6  Megabit sex 17331 27.21% 30,30% 56,12% 13,58% 1.29%
7 Maldeves sex 117228 3.62% 33.79% 59.86% 6,35% 1,64%
8 Maldeves sex 117230 2,45% 43,27% 49,19% 7.53% 0.88%
9 Missouri sex
10 Sutton sex 17068 40,62% 44,41% 39.34% 16,25% 0.32%
11 Sutton sex 17079 1.07% 35.23% 2117%  43,60% 0.59%
12 Greenway 17356
13 Hondo sex 1,05% 41,51% 46,07% 12,42% 0.31%
14 Baylaboy sex 18,09% 30,63% 58,03% 11,33% 1.75%
15 All Star sex 18109 8,49% 25,45% 34,41% 40,14% 0,47%
16 Tenpin sex S-C 0.1% 7.,48% 84,86 7.66%
17 Lundy sex 1,92% 30.07% 65,44% 13,48% 1,10%
18 Windmill sex 170921 4,86% 39.33% 46,34% 14,33 2,25%
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 S-C 8.39% 9.65% 80,36% 10,00%
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23 Surprise sex 8.39% 25,23% 64,39% 10,38% 1,08%
24 Dreamweaver sex S-C 7,05% 9.26% 82,45% 8,29%

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 (Chorzeldw) 19,42% 27,31% 5502% 16,47% 0,47%

32 Black Gold sex 118094 (Chorzeldw)
33 Greenway sex 17306 (Chorzeléw)

34 Jeepson sex 16292 (Chorzeldw) 13,50% 40,73% 50,35% 8.92% 0.94%
35 Mayflower sex 19108 (Chorzeldw) 18,53% 6496% 16,51% 1,.30%
36 Baltic Star sex 17122 (Chorzeldw) 25,47% 4525%  29,28% 1,06%
37 Firebird sex 19281 19.09% 25,36% 55,55% 1.31%
38 Supersire sex 19311 19.70% 36,87% 43,43% 1,65%
39 Enterprise sex 119043 S-C 12,43% 83,14% 4,43%

40  Windmill 190130 (Chorzelow) 26,61% 48,04% 25,35% 2,09%

Tab. 3. Wskazniki zacieleh uzyskane dla nasienia seksowanego.

Lp.  Buhqj Liczba samic inseminowanych Wskaznik zacielen (%)
1 Mozilla 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 Soltan sex 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
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28 Corsair sex 69 42,0
29 Abro sex 43 721
30 Pharo sex 18325 40 65,0
31 All Star sex 18109 (Chorzeldw) 63 39.7
32 Black Gold sex 118094 (Chorzeléw) 63 55,6
33 Greenway sex 17306 (Chorzelow) 17 35,3
34 Jeepson sex 16292 (Chorzeldw) 73 49,3
35 Mayflower sex 19108 (Chorzeldw) 65 354
36 Baltic Star sex 17122 (Chorzeléw) 68 39.7
37 Firebird sex 19281 19 60,2
38 Supersire sex 19311 4] 68,3
39 Enterprise sex 119043 119 63,9
40 Windmill 190130 (Chorzeldw) 55 50,9

Zadanie 01-19-07-11
Wykorzystanie kriokonserwacji nasienia w programie hodowlanym Gesi Biatej Kotudzkiej®

Kierownik zadania: dr hab. Mirostaw Lisowski

Celem zadania jest ochrona puli genowej gesi Biatej Kotudzkie|® ex situ oraz wykorzystanie zo-
mrozonego nasienia w celu poprawy efektywnosci zaptodnienia.

W efekcie przeprowadzonych prac badawczych zgromadzono ponad 21 ml nasienia
pobranego od 10 gesiordw, pochodzgcych z rodu W-11 oraz 17,7 ml nasienia od 10 gesioréw
z rodu W-33 - tgcznie 38,79 ml.

Srednia objeto$¢ nasienia pobranego od osobnikdw z pierwszego z roddw wynosita
0,22 ml, natomiast drugiego 0,19 ml. £tgcznie pobrano 119 ejakulatdéw nasienia czystego, a ko-
lejnych 13 zostato wyeliminowanych z powodu zanieczyszczenia katem. W 56 przypadkach nie
udato sie pobrac nasienia z powodu zakohczenia jego produkcii przez poszczegdine osobniki.
Srednia ruchliwo$é¢ plemnikdw w nasieniu $wiezym wynosita 60%, po schtodzeniu 50%, i 40% po
rozmrozeniu nasienia. Koncentracja plemnikdw w pobranym nasieniu zawierata sie w prze-
dziale od 220,0 do 540,0, $rednio — 370,0 (n x 0¢/ml).

Do oceny fragmentacji chromatyny plemnikéw gesich wykorzystano cytometr przepty-
wowy. W analizowanych prébkach stwierdzono srednio 84,4% plemnikdw prawidtowych (od
27,3 do 99,04) i 15,6% plemnikdw z uszkodzong chromatyng.

Pobrane, czyste nasienie zamrozono w parach ciektego azotu. Stworzono biorepozyto-
rium nasienia w liczbie 152 stomek o pojemnosci 0,25 ml kazda, utworzone z 119 ejakulatow
gesioréow.

Stwierdzono réwniez duzg zmiennos¢ osobniczg cechy, jakq jest wytrwato$é w produkcii
nasienia przez gesiory. Konsekwencjg tego jest mozliwos¢ doskonalenia tej cechy na drodze
selekcji. Informacja ta powinna zosta¢ wykorzystana przez IZ PIB ZD Kotuda Wielka, a cecha
wytrwatodci w produkcji nasienia przez gesiory uwzgledniona w programie hodowlanym (se-
lekciji).

160



Zakiady Naukowe

Zadanie 01-19-08-21

Poprawa efektywnosci pozaustrojowego uzyskiwania i kriokonserwacji oocytéw swini
poprzez redukcje zawartosci lipidéw

Kierownik zadania: dr inz. Katarzyna Poniedziatek-Kempny

Celem badan jest poprawa efektywnosci pozaustrojowego uzyskiwania zarodkdw swini i ich
kriokonserwaciji poprzez regulacje zawartosci lipiddw. Zaktada sie, ze dzieki zastosowaniu
takich zwigzkéw, jak forskolina, L-karnityna lub siarczan fenazyny, joko suplementéw do
pozywki do hodowli in vitro oocytdw, mozliwe bedzie obnizenie zawartosci lipidow w tak
hodowanych oocytach, jak rowniez w uzyskanych zarodkach.

W pierwszym etapie badah poszukiwano optymalnej koncentracii forskoliny, L-karnityny
i siarczanu fenazyny jako suplementéw do pozywki do dojrzewania oocytéw. W tym celu do
medium do hodowli oocytéw dodawano forskoline o koncentracji 10 uM i 15 uM lub L-karnityne
o koncentracji 0,5 mg i 1 mg lub siarczan fenazyny o koncentracii 0,025 uM i 0,05 uM. Oocyty
uzyskiwano z jajnikdw pochodzgcych od loszek po uboju. Aspiracje pecherzykdw o wielkosci
3-6 mm przeprowadzano za pomocq strzykawki o poj. 10 ml z dotgczong igtg o Srednicy 1,2
mm. Oocyty wraz z ptynem pecherzykowym aspirowano przy pomocy medium
manipulacyjnego TCM-199 Hepes (Tissue Culture Medium 199 Hepes), wzbogaconego 10%
surowicqg ptoddw cielecych (FCS-fetal calf serum). Pozyskane oocyty, prawidtowe
morfologicznie (Fot. 1.) poddawano dojrzewaniu w pozywce z dodatkiem dwdch réznych
stezen forskoliny (10 yM i 15 uM), L-karnityny (0,5 mg i 1 mg) lub siarczanu fenazyny (0,025 uM
0,05 yM ) — grupy doswiadczalne - lub bez dodatku tych suplementéw — grupa kontrolna.
Hodowle oocytdw prowadzono przez 42-44 godzin, do osiggniecia stadium metafazy Il (Fot.
1.). Efektywnos$¢ dojrzewania ococytdw $wini badano na podstawie oceny dojrzatosci jgdra
oocytu przy zastosowaniu barwienia DAPI. W tym celu dojrzate oocyty $wini, pozbawione
komodrek wzgdrka jajonosnego, po uprzednim umieszczeniu ich na kilka minut w roztworze PBS
z dodatkiem 0,1% hialuronidazy, utrwalano w 4% paraformaldehydzie przez 60 minut,
w temperaturze pokojowej, iprzeptukiwano trzykrotnie w 200 ul roztworu PBS-PVP (sl
fiziologiczna buforowana fosforanami z dodatkiem poliwinylopirolidonu w ilo$¢ 0,1 mg/ml PVP).
Nastepnie, oocyty inkubowano w rosngcym gradiencie (50-, 70-, 100%) Vecta Shield z DAPI
w (DAPI- 4', 6-tiamino-2-fenylindol) w celu wybarwienia DNA chromatyny i ciatka kierun-
kowego. Ocene przeprowadzano pod mikroskopem epifluorescencyjnym za pomocq filtra
o dtugosci fali 358-461 nm. Chromatyna i ciatko kierunkowe w oocytach wybarwiaty sie na
kolor niebieski (DAPI) (Fot. 2.).

Ocenie dojrzatosci jgdrowej oocytéw przy zastosowaniu barwienia DAPI poddawano
tgcznie 200 oocytdw dojrzatych w dwdch testowanych stezeniach wszystkich trzech zwigzkéw:
forskoliny, L-karnityny i siarczanu fenazyny oraz 99 oocytdw kontrolnych. Wyniki badanh
dotyczgce dojrzewania oocytdw $wini w obecnosci forskoliny, L-karnityny i siarczanu fenazyny
przedstawiono w Tab. 1-3.

Tab. 1. Ocena dojrzatosci oocytdw swini hodowanych w medium o dwdch koncentracjach forskoliny.

Forskolina Liczba oocytdéw ocenionych/liczba powtérzen Oocyty z pierwszym ciatkiem kierunkowym (M II)
(%)

0mM 33/3 90,9
10 mM 26/3 80,8
15 mM 44/3 63,6
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Tab. 2. Ocena dojrzato$ci oocytdw swini hodowanych w medium o dwdch koncentracjach L-karnityny.

L-karnityna Liczba oocytéw ocenionych/ liczba powtérzen = Oocyty z pierwszym ciatkiem kierunkowym (M I1)
(%)

0 mg 33/3 90,9

0,5mg 29/3 96,6

1 mg 40/3 97.5

Tab. 3. Ocena dojrzatosci oocytdw swini hodowanych w medium o dwdch koncentracjach siarczanu fenazyny.

Siarczan Liczba oocytéw ocenionych/liczba powtdrzen  Oocyty z pierwszym ciatkiem kierunkowym (M II)
fenazyny (%)

0mM 33/3 90,9

0,025 mM 24/3 95.8

0,05 mM 37/3 75,7

W badaniach wstepnych dotyczgcych pierwszego etapu zaobserwowano tendencje
do uzyskania wyzszego odsetka dojrzatych oocytdw w grupie doswiadczalnej, w ktérej
zastosowano dodatek L-karnityny, zardbwno o koncentracji 0,5 mg jaok i 1 mg w stosunku do
oocytéw grupy kontrolnej. Stwierdzono tendencje do uzyskania wyzszego odsetka dojrzatych
oocytdbw w grupie doswiadczalnej, w ktdrej pozywke wzbogacono dodatkiem 0,025 uM
siarczanu fenazyny w stosunku do oocytéw grupy kontrolnej. Zarbwno w przypadku forskoliny
jak i siarczanu fenazyny optymalne dla dojrzewania oocytdw Swini wydaje sie by¢
zastosowanie nizszych koncentracii tych zwiqzkéw.

Fot. 1. Oocyt $wini: niedojrzaty (a) oraz dojrzaty in vitro (b). Obraz w mikroskopie $wietlnym.
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Fot. 2. Oocyty dojrzate w stadium metafazy Il w pozywce z dodatkiem forskoliny (a), L-karnityny (b), siarczanu
fenazyny (c) oraz oocyt z grupy kontrolnej (d). Obraz w mikroskopie fluorescencyjnym, po wybarwieniu DAPI.

W nastepnym etapie rozpoczeto badania dotyczgce poziomu aktywnych form tlenu
(ROS) w dojrzatych oocytach $wini. W tym celu oocyty po uzyskaniu dojrzatoéci w warunkach
in vitro pozbawiano komodrek wzgdrka jajonosnego poprzez umieszczenie ich na kilka minut
w roztworze PBS z dodatkiem 0,1% hialuronidazy. Nastepnie, gamety wybarwiano w roztworze
CM-H2DCFDA w pozywce hodowlanej o stezeniu 5 ul/ml w ciemnosci przez 30 min.
W temperaturze 39°C i atmosferze 5% tlenu i 5% dwutlenku wegla. Po tym czasie oocyty
przeptukiwano 2 x po 5 min w temp. 39°C, w ciemnosci w pozywce manipulacyjnej (20% FCS
w PBS) oraz umieszczano na szkietkach. Przygotowano 53 preparaty w grupach
dos$wiadczalnych oraz 20 w grupie kontrolnej. W pdzniejszym etapie badan preparaty bedg
oceniane pod mikroskopem fluorescencyjnym i bedzie okre$lana zawartos¢ aktywnych form
tlenu.

Przygotowano rowniez materiat do jakosciowej i iloSciowej oceny lipidow. W tym celu
oocyty $wini po uzyskaniu dojrzatosci in vitro pozbawiano komobrek wzgdrka jajonosnego
poprzez umieszczenie ich na kilka minut w roztworze PBS z dodatkiem 0,1% hialuronidazy,
a nastepnie utrwalano przez 3 godz. w 4% formaldehydzie, przez 3 godz. w temperaturze
pokojowej, i ptukano 3-krotnie po 15 min. w PBS. Ufrwalono 232 oocyty w grupach
dos$wiadczalnych oraz 52 w grupie kontrolnej. Nastepnie, gamety zamrozono w kulkach w 2%
glicerolu i umieszczono w ciektym azocie. W dalszym etapie oocyty zostang poddane ocenie
jakosciowej i ilosciowej zawartosci lipiddw za pomocg analizy widmowej, pod mikroskopem
konfokalnym. Badania te sg prowadzone we wspbtpracy z Zaktadem Biologii i Obrazowania
Komorki Instytutu Zoologii i Badan Biomedycznych Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.
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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 byto ustalenie dopuszczalnego czasu i techniki uzy-
skania poubojowo szpiku kostnego lub tkanki ttuszczowej u $wini, krowy i konia z ktérych izolo-
wane byty MSC. Ponadto, opracowanie warunkdw kriokonserwacji komoérek MSC wyizolowa-
nych ze szpiku kostnego lub tkanki ttuszczowej pobranych poubojowo i przyzyciowo (kontrola)
U $wini i poubojowo u konia i krowy oraz ocene funkcjonalng uzyskanych MSC po uboju po-
przez ich odréznicowanie w iPSC tylko u $wini. Celem zadania byto réwniez opracowanie me-
tody izolacji MSC ze szpiku pobranego od krowy.

Zatozenia metodyczne:

pobieranie poubojowo szpiku od: a) konia, b) swini, c) krowy,

— izolacja komorek MSC ze szpiku,

— opracowanie metody izolacji MSC ze szpiku krowy,

- wyprowadzenie linii pierwotnej MSC trzech gatunkdw zwierzat i hodowla in vitro,

- potwierdzenie mezenchymalnego charakteru wyprowadzonych linii komérek MSC na po-
ziomie biatek, przy uzyciu cytometrii przeptywowej — CD90,CD73,CD105,CD31,CD34 (co
najmniej 3 markery) i immunocytochemii — z uwagi na wyniki odbiegajgce od oczekiwa-
nych,

— kriokonserwacja MSC wyizolowanych ze szpiku kostnego pobranych poubojowo i przyzy-
ciowo $wini i poubojowo konia i krowy,

- lipofekcja MSC $wini z uzyciem egzogennych czgsteczek DNA kodujgcych biatka SOX2,
KLF4, Oct4 i c-myc, przy wykorzystaniu technologii CRISPR/Cas — ustuga UP Poznan,

— odréznicowanie MSC w kierunku komorek iPSC,

- potwierdzenie pluripotentnego charakteru wyprowadzonych linii komdrek MSC na pozio-

mie biatek, przy uzyciu cytometrii przeptywowej — SSEA4, TRA1-60, TRA1-81 — nie wykonano

ostatniego punktu z uwagi na niepomysline odrdznicowanie w iPSC.

Podsumowanie wynikdw:

Ustalono dopuszczalny czas i techniki uzyskania poubojowo szpiku kostnego u $wini, konia
i krowy, z ktérych izolowane bedg MSC - z naszych badan wynika, ze do 6 godz. od po-
brania szpiku mozliwe jest zatozenie hodowli MSC in vifro o prawidtowej morfologii.

— Opracowano izolacje MSC ze szpiku pobranego od krowy.

— Opracowano warunki kriokonserwaciji MSC wyizolowanych ze szpiku kostnego pobranych
poubojowo i przyzyciowo (kontrola) — zalecamy mrozenie w 10% FCS/DMSO w pudetku do
mrozeniu Mr Frosty.

— Ocena morfologiczna MSC po uboju — markery CD MSC izolowanych ze szpiku po uboju

U $wini w wiekszosci nie odbiegajg od ekspresji obserwowanej w komédrkach izolowanych

ze szpiku pobranego przyzyciowo. CD73 analizowany na cytometrze przeptywowym wy-

kazywat negatywny wynik — prawdopodobnie p/ciato jest niespecyficzne dla $wini, gdyz
immunofluorescencyjnie wynik byt pozytywny. Podobna interpretacja dotyczy CD105 —
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cytometrycznie uzyskano wynik negatywny zardwno przyzyciowo, jak i poubojowo. Jed-
nak przyzyciowe MSC barwione immunofluorescencyjnie daty wynik pozytywny. MSC ko-
nia dla vimentinu, CD13 i CD34 wykazujq niejednoznaczng ekspresje. Nie byto mozliwosci
poréwnania wynikdw z komoérkami pozyskanymi przyzyciowo. MSC pozyskane z macicy
réznig sie analizowanymi markerami w stosunku do szpiku — wynik na dwdch osobnikach
nie pozwala na wycigganie wnioskow.

- Odréznicowanie MSC w kierunku komorek iPSC - nie uzyskano — najprawdopodobniej przy-
czyng niepowodzenia moze by¢ brak odpowiedniej pozywki umozliwiajgcej utrzymanie
stabilnych linii komorek iPS $wini, jak réwniez staby potencjat proliferacyjny komoérek me-
zenchymalnych po rozmrozeniu. Dane te zgadzajg sie z wynikami uzyskanymi przez inne
zespoty badawcze za granicg (Technische Universitdt MUnchen), dlatego nie uwazamy
za uzasadnione kontynuowanie badan.

Fig. 1. Anti-CD105 expression of pig MSCs (magnification: 400x) 3A) staining with DAPI, 3B) staining with anti-CD105
anfibody, 3C) micophotograph after merging.
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Zadanie 04-19-10-21
Uzyskanie transgenicznych swin z knock-out (KO) genu miostatyny (MSTN)

Kierownik zadania: dr hab. Jacek Jura, prof. IZ PIB

Zgodnie z przyjetym harmonogramem do zadania, w Katedrze Biochemii i Biotechnologii UP
w Poznaniu zostata opracowana, przetestowana na komadrkach somatycznych in vitro i przy-
gotowana do fransfekcji konstrukcja genowa KO MSTN | w technologii CRISPR/Cas9. Konstruk-
cje genowq wprowadzano na drodze mikroiniekcji z zastosowaniem mikroskopu odwrdco-
nego, wyposazonego w system optyczny Nomarskiego, przy pomocy mikromanipulatoréw me-
chanicznych Leica. Stezenie konstrukcji KO MSTN | wynosito 4 ng/ul — optymalne stezenie kon-
strukciji w technologii CRISPR/Cas? stosowane do transfekcji zygot $wini.

Na potrzeby realizacji zadania, ZD I1Z PIB Zerniki Wielkie sp. z 0.0. przygotowat 36 zsynchro-
nizowanych i superowulowanych samic dawczyn, zgodnie z ustalonym protokotem. Do inse-
minacji dawczynh zygot stosowano nasienie wyselekcjonowanych knuréw. Jednoczesnie, jako
matki zastepcze przygotowano 30 loszek biorczynh, ktdére zsynchronizowano z cyklem rujowym
dawczyn zygot do transfekcii. W rezultacie przeprowadzonych zabiegdw superowulacii u daw-
czyn uzyskano 784 komorki jajowe. Przed przeprowadzeniem transfekciji, uzyskane komorki ja-
jowe oceniano morfologicznie i poddawano wirowaniu w celu uwidocznienia przedjgdrzy. Do
wirowania wybierano komérki jajowe z wyraznie widocznymi dwoma ciatkami kierunkowymi
oraz z prawidtowg morfologicznie cytoplazmg. Wyselekcjonowane zygoty poddano wirowa-
niu przez 5 minut z sitg 14 000 g. Nastepnie, pod mikroskopem przeprowadzano drugi etap se-
lekcji, przeznaczajgc do transfekcji wytgcznie zygoty z widocznymi na ostonce przejrzystej licz-
nymi plemnikami oraz uwidocznionymi przedjgdrzami. Zabieg transfekcji — wprowadzenie kon-
strukcji genowej KO MSTN | do jednego z przedjgdrzy wykonano na 564 zygotach. Po przepro-
wadzeniu zabiegu fransfekcji, zygoty ponownie poddawano ocenie morfologicznej. Do prze-
niesienia, do jajowoddw zsynchronizowanych loszek biorczyn, wyselekcjonowano 422 zygoty.
Wyselekcjonowane zygoty wprowadzono do jajowoddw 15 loszek biorczyh. Badania na pro-
$nosS¢C wykazaty cigze u 11 biorczyn. Od zaproszonych loszek biorczyn polbrano i skonfekcjono-
wano wtosy z cebulkami, na ktérych zostang wykonane w Zaktadzie Biologii Molekularnej Zwie-
rzgt Instytutu Zootechniki PIB, analizy dla gendw SETD2,TBX2, IGF2i RYR 1.
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