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Zaktad Hodowli Bydta

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

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:

Celem badan jest identyfikacja zmiennosci genetycznej (analiza transkryptomu) oraz zwigzku
rozpoznanych zmian polimorficznych (analiza genomu) w genomie bydta, zwigzanych z po-
datnoscig kréw rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej na mastitis, metritis i wystepowanie torbieli
jajnika oraz opracowanie molekularno-populacyjnych indekséw (wskaznikdw) selekcyjnych,
utatwiajgcych prace hodowlang w zakresie tej grupy cech na poziomie stad indywidualnych.

Zatozenia metodyczne:

Podstawowy materiat doswiadczalny bedzie stanowié populacja kréw rasy polskiej holsztyn-
sko-fryzyjskiej odmiany czarno-biatej, utrzymywanych w fermach nalezgcych do zaktaddw do-
$wiadczalnych Instytutu Zootechniki PIB. W ww. gospodarstwach od kilku lat jest realizowany
szczegdtowy monitoring kréw obejmujgcy stosowanie zabiegdw profilaktycznych, prewencyj-
nych, medycznych oraz wystepowanie schorzen, a takze jest przeprowadzane regularne ge-
notypowanie czesci kréow. Materiat kliniczny (tkanka gruczotu mlekowego, endometrium oraz
cysty jajnika, wzglednie prébki mleka, krew) do badania profilu ekspresji gendw dla kazdej jed-
nostki chorobowej zostanie pobrany od 12 kréw (6. o stwierdzonej, najwyzszej podatnosci na
wystepowanie mastitis, metritis i wystepowanie torbieli jajnika oraz grupy kontrolne kréw, obej-
mujgce zwierzeta, ktére nigdy nie chorowaty). Zwierzeta zostang wytypowane na podstawie
wynikéw analizy fenotypowej, rodowodowej i genetycznej uzyskanej z systemu baz danych
PLOWET oraz w bazach Afifarm i Afifarm Net. Biopsje tkanki gruczotu mlekowego bedqg wyko-
nywane w ubojniach na zwierzetach brakowanych w gospodarstwach zaktaddw doswiad-
czalnych Instytutu Zootechniki PIB. Planuje sie réwniez pozyskac komoérki somatyczne z mleka
kréw o najwyzszej podatnodci na wystepowanie mastitis oraz grupy kontrolnej krow. W ramach
badan zostanie przeprowadzone genotypowanie kréw, od ktérych pobrano materiat do ana-
liz RNA-seq. Dodatkowy materiat do$wiadczalny bedqg stanowity genotypy buhajéw oraz krow
rasy holsztynsko-fryzyjskiej zdeponowane w bazie genotypdw SNP Instytutu Zootechniki PIB,
ktére genotypowano z wykorzystaniem mikromacierzy SNP lllumina EuroG LD (przynajmnie;j
w wersji 8). Na podstawie informacji zgromadzonych w instytutowych bazach danych oraz ma-
teriatu pobranego od wytypowanych zwierzgt zostanie wykonanych szereg analizz genomu
(np. GWAS, CNV), transkryptomu (analiza réznicowej ekspresji gendw, analiza ontologii gendw,
analiza szZlakéw metabolicznych, identyfikacji INcRNAs, ekspresji specyficznej dla allelu), meta
analiza danych, a takze analizy z zakresu genetyki populacji. Wyniki postuzg do opracowania
zindywidualizowanych, molekularno-populacyjnych indeksdw (wskaznikdw) selekcyjnych, uta-
twiajgcych prace hodowlang w zakresie ww. cech zdrowotnych w wysokoprodukcyjnych sta-
dach bydta mlecznego.
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Syntetyczny opis wynikdw zadania:

W ramach realizacji zadania kontynuowano charakterystyke fenotypowq, genetyczng i rodo-
wodowq danych gromadzonych w bazach oraz prowadzono analize genomu. Wyniki tych
analiz postuzyty do udoskonalenia algorytmu pozwalajgcego na prowadzenie optymalnego —
z punktu widzenia realizacji zadania — wyboru zwierzgt do pobierania materiatu biologicznego.

W 2021 roku, w bazie PLOWET gromadzono dane fenotypowe dotyczgce wystepowania
trzech schorzeh (mastitis, metritis, torbiele jajnika) w fermach bydta mlecznego nalezgcych do
zaktaddéw doswiadczalnych Instytutu Zootechniki PIB. Sposrdd ok. 5000 rekorddw, najczesciej
jako pojedyncza choroba, wystepowato mastitis (2356 przypadkdw), metritis (1492 przypad-
kéw) oraz cysty jajnika (1127 przypadkdw). W Instytutowej bazie genotypdw znajdujqg sie geno-
typy ok. 2100 krow z zaktaddw doswiadczalnych. 7 tej liczby ponad 1500 kréw znajduje sie na
liscie zwierzgt odnotowanych w bazie PLOWET.

Na podstawie danych, rodowodowych i genomowych, przeprowadzono analize struk-
tury genetycznej populacii kréw. W tym celu, w oparciu o identyfikacje powtdrzen krétkich
odcinkéw homozygotycznosci w genomie, obliczono wspdtczynniki inbredu genomowego
(Fron). Wyniki analizy wskazaty na zwiekszong czestos¢ wystepowania mastitis, metritis i torbieli
jajnika wraz ze wzrostem poziomu zinbredowania. W zwigzku z tym, przy opracowywaniu algo-
rytmu optymalizujgcego wybér zwierzgt, poza wynikami analizy fenotypowej, wartosci hodow-
lanych i spokrewnien krow — kandydatek do pobierania materiatu biologicznego, uwzgled-
niono takze efekt inbredu genomowego. Na tej podstawie wytypowano zwierzeta, od ktérych
pobierano materiat do badan. Regresja na inbred (jako istotny efekt) zostata takze uwzgled-
niona w trakcie opracowywania modelu szacowania parametréw genetycznych i wartosci
hodowlanej pod wzgledem cech zdrowotnych.

W roku sprawozdawczym kontynuowano réwniez badania z zakresu analizy genomu,
m.in. analize asocjacyjng (GWAS) pomiedzy markerami genetycznymi SNP a ww. cechami
(schorzeniami). Do analizy uzyto wartosci fenotypowych cech: mastitis, metritis, torbiele jajnika
i byty one dostepne dla okoto 5000 krow rasy polskiej holsztyhsko-fryzyjskiej. Kazda z kréw zo-
stata zgenotypowana przy pomocy mikromacierzy lllumina BovineSNP50 BeadChip, zawiera-
jacej genotypy 54 609 polimorfizmdw pojedynczego nukleotydu (ang. Single Nucleotide Poli-
morphism, SNP) lub lllumina BovinelD Genotyping BeadChip zawierajgcej genotypy 7931 SNP.
Genotypy osobnikéw zgenotypowanych, przy pomocy mikromacierzy lllumina BovinelD Ge-
notyping BeadChip, zostaty zimputowane do gestosci mikromacierzy lllumina BovineSNP50 Be-
adChip. W dalszej analizie wykorzystano polimorfizmy o minimalnej wartosci MAF>1% oraz mi-
nimalnej jakosci genotypowania >99%. Kryteria te spetnito 46 216 SNP. W rezultacie zidentyfiko-
wano tgcznie 54 SNPs statystycznie istotnie zwigzanych z wystepowaniem cyst na jajniku, me-
tritis i mastitis oraz 19 gendw kandydujgcych zwigzanych z wystepowaniem tych schorzen.
W 2021 roku wystgpity okresowe utrudnienia w pobieraniu tkanek do badah molekularnych
od czesci wytypowanych zwierzgt (szczegdinie w pierwszym pdtroczu i czwartym kwartale),
zwigzane z brakiem mozliwosci wspdtpracy z ubojniami i/lub lekarzami weterynarii wynikajg-
cymi z natozonych kwarantann. Sytuacja ta wymaga zwiekszenia liczby zwierzgt, od ktérych,
zgodnie z harmonogramem zadania, bedq pobierane tkanki w 2022 roku. Pobrany materiat
badawczy postuzyt m.in. analizie jakosciowej i optymalizacji metody izolacji RNA. Z probek tka-
nek w ilosci 0,5 cm x 0,5 cm zamrozonych w ciektym azocie pobierano okoto 1/3 tkanki —
w pierwszym przypadku oraz okoto 1/6 tkanki — w drugim przypadku i wyizolowano RNA z wy-
korzystaniem kitu do izolacji PureLink RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific) wedtug zatgczonej
procedury. Izolat poddano ocenie pod kgtem jakosci i ilosci z wykorzystaniem spekrtofotome-
fru NanoDrop™ 2000/2000c¢ (Thermo Scientific™) oraz aparatu TapeStation 2200 (Agilent). Uzy-
skiwano odpowiednio okoto 123,8 ng/ul, oraz 20,3 ng/ul RNA, co $wiadczy o dostatecznejilosci
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i jakosci RNA pozyskiwanego z tkanek do prawidtowej realizacji badah. Jednak w prébkach,
gdzie do izolacji wykorzystano 2 razy wiecej materiatu wejsciowego uzyskano nizszy wspdtczyn-
nik RIN (6.4), swiadczgcy o wyzszym stopniu zdegradowania uzyskanego RNA, co uzasadnia
prowadzenie izolacji z wykorzystaniem tylko 1/6 pobranego materiatu.

Figura 1. Rozdziat elekiroforetyczny na urzgdzeniu TapeStation 2200. AO marker wielkosci, A1 i B1 prébki.

Gel Images

RIN®
8.2

Rozpoczeto prace nad opracowaniem optymalnego modelu szacowania parametrow gene-
tycznych i wartosci hodowlanej pod wzgledem cech zdrowotnych. Komponenty (ko) wariancji
sZacowano za pomocg programoéw zaimplementowanych w pakiecie BLUPF90, autorstwa
prof. Ignacego Misztala. Parametry genetyczne i fenotypowe szacowano za pomocg modeli
liniowych i progowych, wykorzystujgc programy renumf90 i gibbsf?0 z zaimplementowang me-
todg Bayesa. W trakcie szacowania komponentdw (ko) warianciji wygenerowano 100 000 pré-
bek parametrow. Pierwsze 20 000 prébek usunieto jako tzw. rozruchowe. Na podstawie kolej-
nych prébek obliczono odziedziczalnosci cech zdrowotnosci oraz wspdtczynniki korelacji ge-
netyczneji fenotypowej miedzy nimi. Wszystkie czynnosci, zwigzane z szacowaniem paramen-
téw genetycznych powtarzano wielokrotnie, uwzgledniajgc rézng kombinacije efektéw statych
i losowych. Weryfikacje optymalizacji zastosowanych modeli obserwacji prowadzono w opar-
ciu o wyniki statystyk bayesowskich.

Podsumowanie:

W bazie PLOWET gromadzono dane fenotypowe dotyczgce wystepowania trzech schorzeh
(mastitis, metritis, torbiele jajnika) w fermach bydta mlecznego nalezgcych do zaktadow
dos$wiadczalnych Instytutu Zootechniki PIB oraz genotypowano zwierzeta.

Przeprowadzono szczegdtowq charakterystyke fenotypowq, genetyczng i rodowodowq
danych oraz wstepng analize genomu. Wyniki tych analiz postuzyty do opracowania algo-
rytmu pozwalajgcego na prowadzenie optymalnego, z punktu widzenia realizacji zadania, wy-
boru zwierzgt do pobierania materiatu bioclogicznego, potrzebnego do realizacji kolejnych eta-
pdw zadania. Przeprowadzono takze analize optymalizacji izolacji RNA z tkanek oraz podjeto
prace nad opracowaniem optymalnego modelu obserwaciji do szacowania parametrow ge-
netycznych i fenotypowych cech zdrowotnosci.
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Zadanie 01-10-03-11
Badania nad celem hodowlanym w warunkach selekcji bydta na wiele cech,
ze szczegdlinym uwzglednieniem rasy simentalskiej.

kierownik zadania: prof. dr hab. Andrzej Zarnecki

W okresie sprawozdawczym przeprowadzono badania terenowe dotyczgce kosztéw produk-
cji w 50 oborach hodujgcych bydto rasy holsztyhsko-fryzyjskiej w regionie podlaskim i 30 obo-
rach hodujgcych bydto rasy simentalskiej w regionie podkarpackim. Tabela 1. podaje $rednie
liczby krow w oborach objetych badaniem.

Tabela 1. Liczba kréw oraz ogdlna liczba bydta w badanych oborach.

Rasa

holsztynsko-fryzyjska simentalska

srednia min. max drednia min. max
Krowy 75,00 40 269 22,0 8 53
Bydto 146,94 71 489 43,7 11 108

W ankietach, zbieranych w poszczegdlnych oborach, uwzgledniono m.in. warunki organiza-
cyjno-produkcyjne, liczbe kréw pod kontrolg, wskazniki reprodukcyjne kréow, dtugos$é uzytko-
wania krow, dtugos¢ laktacii, wiek zacielenia, liczbe zabiegdw inseminacyjnych. Uwzgledniono
o0gding ilos¢ wyprodukowanego mleka, biatka i ttuszczu. Ustalono koszty pasz objeto$ciowych
i fresciwych wtasnych i z zakupu, koncentratéw i dodatkédw do pasz. Oszacowano koszty po-
Srednie wyprodukowania 1 | mleka/krowe, 1 kg biatka i 1 kg ttuszczu oraz koszty catkowite wy-
produkowania 1 I mleka, 1 kg biatka i 1 kg ttuszczu.

Tabela 2. Koszty catkowite wyprodukowania mleka i jego sktadnikdw.

Rasa
holsztynsko-fryzyjska simentalska
(N=50) (N=30)
Srednia | min. max | $rednia | min. | max
Koszty catkowite wyprodukowania 11 mieka (zt/1) 087 | 053 115 108 | 061 | 1.49
Koszty catkowite wyprodukowania 1 kg biatka w mleku (zt/kg) 25,05 15,72 35,84 3122 | 18,49 | 45,14
Koszt catkowite wyprodukowania 1 kg ftuszczu w mleku (zt/kg) 21,28 13,03 29,40 26,01 | 14,53 | 3547

Koszt wyprodukowania 1 | mleka byt wyzszy o 21 gr w oborach simentalskich niz w oborach
holsztynsko-fryzyjskich, koszt wyprodukowania 1 kg biatka byt odpowiednio wyzszy o 6,17 zt
i ftuszczu 0 4,73 zt (Tabela 2.).

Dla krow hodowanych w badanych oborach, i podlegajgcych kontroli uzytkowosci, po-
brano z systemu SYMLEK dane obejmujgce ich wartoéci hodowlane. Utworzono zbiory wartosci
hodowlanych 4948 kréw rasy polskiej holsztyhsko-fryzyjskiej z 48 obér z regionu podlaskiego oraz
439 kréw rasy simentalskiej z 30 obér na Podkarpaciu. Zbiory uwzgledniaty wartosci hodowlane
wszystkich cech wchodzgcych w sktad indeksu selekcyjnego PF.

Wartoséci indeksdw PF ztozonych z cech ocenionych konwencjonalnie miaty dia obu ras
podobne Srednie wartosci, jednak ze wzgledu na réznice w konstrukcji indeksow stosowanych
w obu rasach, nie powinno sie ich bezposrednio pordwnywacd.

W przypadku obu ras warto$ci hodowlane wszystkich trzech cech wydajnosci sg ujemnie
skorelowane z kosztami ich produkciji i mieszczqg sie w granicach od -0,541 do -0,391. Ujemne
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korelacje wskazujg na mniejsze koszty produkcji krdw o wyzszej wartosci hodowlanej. Procen-
towe zawartosci biatka i ttuszczu sqg skorelowane dodatnio z kosztami, co sugeruije, ze podno-
szenie warto$ci hodowlanej dla tych cech moze wigzac sie ze wzrostem kosztéw. W wiekszosci
przypadkdw korelacje miedzy kosztem catkowitym produkciji a warto$ciami hodowlanymi sg
nieco wyzsze U rasy simentalskiej.

Zadanie 01-10-04-11
Ocena dobrostanu cielgt utrzymywanych w réznych rodzajach kojcow.

kierownik zadania: dr inz. Dorota Godyn

Cel zadania:

Okreslenie wptywu utrzymywania cielgt parami w budkach zewnetrznych typu igloo, w okresie
po odpojeniu siarg, na wskazniki zwigzane z dobrostanem i produkcyjnosciq. Hipoteza badaw-
cza zaktada istnienie réznic w behawiorze, w przyrostach masy ciata oraz w poziomie hormonu
stresu analizowanym u cielgt utrzymywanych w dwdch réznych rodzajach budek igloo. Za-
ktada sie takze, iz wyniki badan wskazg istotno$¢ zastosowania matoinwazyjnej metody oceny
kortyzolu (badanego w sieci zwierzgt), jako wiarygodnego markera stresu.

W redlizacji wstepnego etapu doswiadczenia skupiono uwage na osigganych przez
zwierzeta przyrostach masy ciata (w zaleznosci od systemu utrzymania), jak rdwniez na walida-
cji metody oceny hormonu stresu w prébkach pobranej od cielgt siersci.

Lwierzeta:

Wraz z pomocqg wykwadlifikowanych pracownikdw ZD IZ PIB Kotbacz Sp. z 0. 0. dokonano wy-
boru zwierzgt do doswiadczenia. Badaniami objeto grupe 12 cielgt rasy holsztynsko-fryzyjskiej,
urodzonych w okresie 17-20 pazdziernika 2021 roku. Doswiadczenie rozpoczeto sie wraz
Z umieszczeniem zwierzgt w budkach typu igloo. Grupe kontrolng stanowity 4 sztuki, ktére po
odpojeniu siarg, w kojcach indywidualnych zlokalizowanych w poroddwce, umiejscowione zo-
staty w budkach pojedynczych (Fot. 1.). Grupe doswiadczalng stanowity cieleta (8 sztuk), ktdre
umieszczane byty w budkach podwdjnych (Fot. 2.) i utrzymywanie parami. Zgodnie ze sche-
matem przyjetym na fermie, zwierzeta utrzymywane sq w budkach przez okres dwdch tygodni,
po tym czasie cieleta trafiajg do kojcdw grupowych.

Fot. 1. Budki pojedyncze (D. Godyn). Fot. 2. Budka podwdjna (D. Godyn).
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Fot. 3. Kojec grupowy (D. Godyn).

Materiaty i metody:

Iwierzeta byty monitorowane przez okres dwdch tygodni od momentu wstawienia do budek.
Kazde zwierze objete doswiadczeniem byto wazone w dniu umieszczenia w nowym srodowisku
oraz po dwodch tygodniach przebywania w budkach. Obserwacje behawioralne, dokony-
wane dzieki zapisom kamer, oraz masa ciata zwierzgt, kontrolowana byta takze w pdzniejszym
etapie odchowu, kiedy to cieleta byty przenoszone z budek do kojca grupowego.

Przed wprowadzeniem cielgt do budek, pobierana byta siers¢ od wszystkich cielgt obje-
tych badaniem. Materiat uzyskiwany byt z okolicy nasady ogona. Wycinano niewielkg ilo$¢
siersci. Dokonywano tego szybko, bez koniecznosci unieruchomienia zwierzgt. Prébki materiatu
biologicznego pobierane byty takze po dwdch tygodniach przebywania zwierzgt w budkach.

Ekstrakcje kortyzolu z wtosdw przeprowadzano na podstawie modyfikowanego protokotu pro-
ducenta i sktadata sie ona z nastepujgcych etapdw:

— nawazenie i przemycie probek wtosdw,

- dezintegracja wtoséw przy pomocy homogenizatora i 2 mm stalowych kulek,

— catonocna ekstrakcja kortyzolu metanolem,

— odparowanie metanolu w urzgdzeniu Speedvac [Eppendorf].

Analize ELISA przeprowadzono zgodnie z protokotem producenta, firmy Arbor Assays, bez od-
stepstw.

Wyniki badah:

Przyrosty masy ciata.

Wstepna analiza wynikéw dotyczy przede wszystkim przyrostéw masy ciata, uzyskanych
przez zwierzeta w badanym okresie. Wyniki te zostaty przedstawione w Tabeli 1. Nalezy zazna-
czy¢, iz po przeniesieniu zwierzgt do kojcdw grupowych stwierdzono 2 upadki w grupie objetej
doswiadczeniem. Byty to cieleta utrzymywane wczedniej, zarbwno w budce pojedynczej
(1 sztuka), jak i podwdijnej (1 sztuka). Ponadto stwierdzono, ze 1 sztuka w grupie do$wiadczalnej
charakteryzowata sie niskg zdrowotnosciq. Wyniki przedstawione w Tabeli 1. nie uwzgledniajg
danych dotyczgcych tego chorego zwierzecia ani cielgt padtych.

Tabela 1. Przyrosty masy ciata cielgt w zaleznosci od systemu utrzymania.

System utrzymania

budki pojedyncze budki podwdjne budki pojedyncze budki podwdjne
Okres monitorowania
p . 14 63
przyrostéw (dni)
Liczba sztuk (n) 3 6 3 6
Sredni dobowy przyrost 238 304 828 827

masy ciata (g)
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Kortyzol w siersci.

Dokonano wstepnej analizy poziomu kortyzolu na wtosach cielgt dla walidacji metodyki
detekciji przy uzyciu komercyjnego zestawu DirectX Cortysol kit firmy Arbor Assays. Ustalono, ze
waga 40+/-10 miligramdw wtosdw na probke/osobnika jest optymalna, po ekstrakcii kortyzolu,
do wykorzystania w zestawie Elisa i miesci sie w przedziale detekcji zestawu.

Whnioski:

Wstepne wyniki badan wskazujg, ze cieleta utrzymywane parami charakteryzujqg sie wyzszymi
przyrostami, niz osobniki odchowywane w kojcach pojedynczych. Dotyczy to pierwszego
okresu odchowu (14 dni). Srednie dobowe przyrosty uzyskiwane w pdzniejszym stadium pro-
dukciji byty na podobnym poziomie u osobnikéw z obydwu badanych grup. Przyjeta metoda
40+/-10 miligramow wtoséw na probke/osobnika jest optymalna dia detekcji kortyzolu przepro-
wadzonej metodq Elisa.

Zadanie 04-10-08-11
Identyfikacja krow mlecznych rasy simental pod wzgledem zawartosci B-kazeiny
typu A2 oraz mozliwosci wykorzystania mleka od nich pochodzgcego do produkcji
napojéw fermentowanych.

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

W ostatnim czasie duze zainteresowanie, ze wzgleddw zdrowotnych, wzbudza rodzaj B-kazeiny
wystepujgcy w mleku. Istnieje 12 genetycznych wariantdw p-kazeiny, jednak najczesciej wy-
stepujgcymi wariantami genetycznymi B-kazeiny (CSN2) sg Al i A2. Badania wykazaty, iz po-
wstajgca w wyniku trawienia kazeiny typu Al B-kazomorfina-7, bedgca waznym bioaktywnym
peptydem o silnej aktywnosci opioidowej, moze wptywad na rozwdj niektérych waznych cho-
réb u ludzi. Wykazano, ze BCM-7 moze by<¢ czynnikiem zwiekszajgcym ryzyko wystgpienia cho-
roby niedokrwiennej serca, miazdzycy tetnic, cukrzycy typu 1izespotu nagtej Smierci niemow-
lgt. Wykazano takze, iz spozycie mleka zawierajgcego kazeine Al daje objawy podobne do
nietoleranciji laktozy, powoduje stany zapalne zotgdkowo-jelitowe, opdzniony tranzyt bodzcdw
oraz zmniejszenie szybkosci i doktadnosci przetwarzania poznawczego.

Intfensywna hodowla bydta mlecznego mogta przyczynic sie do uwydatnienia genetycz-
nego wariantu mleka, ktéry ma niekorzystne skutki u ludzi, dlatego tez konieczne sq dalsze ba-
dania na zwierzetach oraz testy kliniczne na ludziach. ,Mleko A2" przede wszystkim dedyko-
wane jest dla oséb autystycznych oraz alergikéw. Jest to potencjalna grupa odbiorcow, sta-
nowigca nisze sprzedazowq dla mleczarni, ktére czes$¢ lub catosc swojej produkcii chciataby
w przysztodci skierowac¢ na rynek dla tej grupy konsumentdéw. Coraz czesciej konsumenci wy-
bierajg zamienniki mleka krowiego, co moze prowadzi¢ do spadku jego spozycia. Dlatego tez
mleko A2 moze by¢ ciekawq ofertq, jednak skierowanqg do wagskiej grupy odbiorcédw i majgcq
ograniczony rynek zbytu.

Celem prowadzonych badan byta identyfikacja genetyczna zwierzgt pod wzgledem al-
lelu genu p-kazeiny A2. Dokonano takze oceny wydajnosci oraz sktadu chemicznego tego
mleka.
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Zatozenia metodyczne:

Badania prowadzono w ZD IZ PIB w Odrzechowej. W ramach tematu kontynuowano pobiera-
nie materiatu biologicznego (siersci) do badan genetycznych, w celu oznaczenia genu p-ka-
zeiny. Materiat pobrano od 315 zwierzgt, gtdwnie kréw mlecznych oraz cielgt. Wykonano ozna-
czenia w prébach pobranych i przygotowanych do wykonania oznaczeh w 2020 roku. tgcz-
nie, w frakcie dwodch lat badan, pobrano izidentyfikowano 967 zwierzat, w tym: 568 krow
mlecznych, 27 buhajow, 314 cielgt oraz 58 jatéwek.

Allele CSN2 oszacowano stosujgc Allelic Discrimination z sondami TagMan MGB, znako-
wanymi VIC i FAM (system OneStep Real-Time PCR).

W trakcie doswiadczenia okreslano wydajnosc krow, ze wzgledu na wariant pB-kazeiny
(ATAT 1 A2A2), a takze system utrzymania (grupa | - utfrzymywana i zywiona pastwiskowo, grupa
Il — zywiona w systemie TMR). Wyniki wydajnosci oraz podstawowego sktadu chemicznego uzy-
skano na podstawie danych z prébnych udojéw w okresie od maja do wrzesnia. Mleko pod-
czas prébnych udojéw pobierano takze do wykonania szczegdtowych analiz chemicznych:
oznaczeh makroelementow, NNKT, frakcji biatek oraz zawartosci aminokwaséw. Analizy mleka
wykonano zgodnie z przyjetg metodykg w Dziale Analityki Laboratoryjnej — Centralnym Labo-
ratorium 1Z PIB oraz w Matopolskim Centrum Monitoringu Zywnosci (MCMZ) — Wydziat Techno-
logii Zywnosci Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie.

Syntetyczny opis wynikdw:

Przeprowadzona identyfikacja genetyczna pod wzgledem gendw kodujgcych B-kazeine wy-
kazata, iz w populacji bydta w Zaktadzie Doswiadczalnym IZ PIB w Odrzechowej, ok. 15% sta-
nowig homozygoty A1A1, 52,4% to heterozygoty A1A2, natomiast 32,7% zwierzgt to homozy-
goty A2A2.

Uwzgledniajgc podziat na poszczegdine grupy zwierzgt stwierdzono, ze najwiecej homo-
zygot A2A2 jest w grupie cielgt oraz jatdwek i jest bardzo korzystne dla prowadzenia dalszych
prac hodowlanych w kierunku pozyskania jednolitego stada pod wzgledem frekwencji gendw
kodujgcych R-kazeine i produkciji mleka A2.

Tabela 1. llo$¢ pobranych préb materiatu do badan genetycznych iliczba zidentyfikowanych zwierzat pod wzgledem
wariantu genu B-kazeiny.

Wyszczegdlnienie Buhaje Cieleta Krowy Jatéwki Suma
Liczba zgenotypowanych 27 314 568 58 967
zwierzat

ATAI 5 30 101 8 144
ATA2 13 167 299 28 507
A2A2 9 117 168 22 316
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Wykres 1. Frekwencja genu B-kazeiny (ATA1, A1A2 i A2A2) w badanej populacji bydta
w D IZ PIB Odrzechowa Sp. z 0.0. (W %).
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Wykres 2. Procentowy udziat genu B-kazeiny (A1A1, A1A2 i A2A2) w poszczegdinych grupach
bydta w ZD IZ PIB Odrzechowa Sp. z 0.0.
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Na podstawie gromadzonych danych odnosnie wydajnosci krow, nie stwierdzono rdznic
uwzgledniajgc wariant B-kazeiny (ATA1, A2A2) — wystepowaty jedynie réznice ze wzgledu na
system utrzymania. Takze w przypadku pozostatych oznaczanych sktadnikdw (biatko, ttuszcz
laktoza, makroelementy, NNKT, aminokwasy, frakcje biatkowe) rdznice wystepowaty zwazyw-
szy na system utrzymania, a nie wariant B-kazeiny.
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Podsumowanie:

Wyniki uzyskane na obecnym etapie badan przyczyniqg sie do poszerzenia wiedzy na temat
frekwencji poszczegdinych genotypdw p-kazeiny w stadzie bydta mlecznego Zaktadu Do-
Swiadczalnego IZ PIB Odrzechowa oraz wytypowaniu i wydzieleniu kréw homozygot pod wzgle-
dem gendw kodujgcych p-kazeine i produkujgcych mleko A2.

Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, iz réznice zardwno w wydajnosci jak
i w sktadzie chemicznym mieka, wynikaty gtéwnie z zastosowanego systemu utrzymania, a nie
ze wzgledu na wystepujgcy wariant B-kazeiny (ATA1 i A2A2) w mleku.

Otrzymane wyniki wskazujg zatem, iz prace hodowlane w kierunku uzyskania stada jed-
nolitego pod wzgledem wariantu B-kazeiny A2 nie niosg z sobqg ryzyka zwigzanego z obnize-
niem wydajnosci mlecznej czy zawartosci sktadnikdw w mleku.

Zadanie 04-10-09-11
Mozliwos¢ wprowadzenia nowych podindeksdw selekcjnych w celu zwiekszenia
efektywnosci produkcji w zakresie ptodnosci i wskaznikdw opasu bydta miesnego.

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

Nadrzednym celem trzyletniego zadania jest podjecie sie opracowania nowych podindekséw
selekcyjnych w hodowli bydta miesnego w Polsce, uwzgledniajgcych wskazniki wartosci opa-
sowej i rzeznej oraz cechy ptodnosci.

Cel naukowy zadania:

- oszacowanie parametrdw genetycznych cech opasowych irzeznych oraz ptodnosci by-
dta miesnego dla rasy limousine, charolaise i hereford,

- okredlenie zwigzku pomiedzy wskaznikami oszacowanymi przyzyciowo, dotyczgcymi
opasu ze wskaznikami poubojowymi,

- opracowanie wariantéw podindekséw selekcyjnych, uwzgledniajgcych cechy ptodnosci
oraz wskazniki warto$ci opasowej i rzeznej,

— oszacowanie miernikdw efektywnosci ekonomicznej opasu przy uwzglednieniu zmiennych
uwarunkowan rynkowych.

Cel praktyczny zadania:

Celem praktycznym zadania jest zaproponowanie nowych podindeksdw selekcyjnych,
uwzgledniajgcych cechy miesnosci i ptodnosci w aspekcie poprawy ekonomiki produkcii
bydta miesnego. Otrzymane wyniki pozwolg na wybdér optymalnego modelu produkcyjnego
bydta miesnego na poziomie gospodarstwa.

Etapy badawcze redlizowane w roku sprawozdawczym, w kazdym z celdéw badawczych:

1. Anadliza wskaznikdw opasowych irzeznych buhajéw ocenianych w Polsce iich potomstwai.

2. Przeprowadzenie ankiet bezposrednich w gospodarstwach utrzymujgcych bydto ras mie-
snych — préba oszacowania miernikdw efektywnosci ekonomicznej opasu.

3. Pozyskanie danych z GIJHRS, dotyczgcych ubojéw bydta i klasyfikacji pdttusz w ubojniach
w Polsce.
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W ramach realizacji zadania etapowego zgromadzono materiat doswiadczalny, obejmujacy
wyniki rutynowej oceny fenotypowej cech pokroju buhajéw trzech najbardziej licznych ras by-
dta miesnego w Polsce — limousine (LM), charolaise (CH), hereford (HH). Dla kazdej z wybra-
nych ras zostat przygotowany zbiér danych skonstruowany na podstawie informaciji o buha-
jach, ocenianych pod wzgledem cech pokroju i miesnosci. Informacje o buhajach (np. dane
rodowodowe, oceny cech pokroju) zostaty zgromadzone na podstawie informacji zawartych
w systemie eBovis2 — Polskiego Zwigzku Hodowcdw i Producentdw Bydta Miesnego oraz w apli-
kacji uzytkowej — ,,buhaje miesne” — pracownikdw Instytutu Zootechniki PIB, odpowiedzialnych
za ocene wartosci hodowlanej buhajéw ras miesnych.

Utworzono baze danych zawierajgcg dane fenotypowe bydta. W oparciu o te dane
przeprowadzono charakterystyke fenotypowq cech ptodnosci oraz cech pokroju zwigzanych
z lokomocjg. Do edycji danych i przeprowadzania operacji na zbiorach danych opracowano
wtasne oprogramowanie napisane w jezyku R oraz przy wykorzystaniu programu MS Excel.
Oprogramowanie to zostanie wykorzystane w dalszych etapach realizacji badan i umozliwi
szybkqg aktualizacje danych. Liczebnos¢ i struktura danych spetniajg warunki niezbedne do re-
alizacji tego etapu badan.

Na etapie wstepnym, w celu opracowania podindeksu selekcyjnego cech ptodnosci,
przeprowadzono przeglgd literatury i przystgpiono do wyboru cech najczesciej stosowanych
w rekomendowanych w literaturze naukowej podindeksach selekcyjnych ptodnosci w krajach,
w ktérych takie indeksy juz sg stosowane w hodowli. Najczesciej wystepujgcymi cechami w li-
teraturze i mozliwymi do zaimplementowania w polskim systemie oceny byty: tatwos¢ wycie-
leh, ocena porodu, waga urodzeniowa oraz podobnie jak w niektérych krajach, cechy pokroju
zwigzanych z budowq zadu (szeroko$¢ w kulszach, dtugo$¢ zadu, szeroko$¢ w biodrach). Pod-
stawowe informacje dotyczgce charakterystyki dostepnych zbioréw danych w kontekscie wy-
branych cech do utworzenia podindeksu ptodnosci zaprezentowano w Tabelach 1.1 2. Zgro-
madzone dane pochodzqg z oceny przeprowadzonej w latach 2000-2021.

Tabela 1. Liczba dostepnych danych cech ptodnosci w systemie eBovis.

Rasa LM CH HH

Lata oceny 2000-2021 2000-2021 2000-2021
Liczba obserwaciji 322 582 53 661 29 818
Liczba wazeh 487 788 66 748 36 900
Liczba wycieleh 256 966 37 704 22387
Waga urodzenia 237776 34 480 18 068

Tabela 2. Liczebnosci (N), srednie, wartosci minimalne i maksymalne cech zwigzanych z budowq zadu planowanych
do utworzenia podindeksu ptodnosci (lata oceny 2000-2021).

Rasa Cecha Liczba ocen cech pokroju (N) Srednia Min. Max.
Dtugo$¢ zadu 186 352 7.39 2 10
LM Szeroko$¢ w biodrach 190 131 7.54 2 10
Szeroko$¢ w kulszach 183 542 7.28 2 10
Szeroko$¢ zadu 185517 7.36 3 10
Dtugo$¢ zadu 18215 7.36 4 10
CH Szeroko$¢ w biodrach 18 481 7.47 4 10
Szeroko$¢ w kulszach 17 651 7.13 3 10
Szeroko$¢ zadu 18 070 7.30 3 10
Dtugo$¢ zadu 16 098 7.53 5 10
HH Szeroko$¢ w biodrach 15862 7.42 4 10
Szeroko$¢ w kulszach 15437 7.22 3 9
Szeroko$¢ zadu 15486 7.24 4 9
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Przeprowadzono réwniez analize trenddw cech ptodnosci do roku urodzenia. Dla kazdej z ana-
lizowanych cech trendy sq pozytywne. Swiadczy to o postepie hodowlanym w polskiej popu-
lacji bydta ras miesnych i mozliwosci dalszego doskonalenia cech w populacii (Wykres 1.- 3.).

Wykres 1. Regresja liniowa $redniej wagi urodzeniowej w zaleznosci od roku urodzenia.
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Rok urodzenia

Na podstawie danych przedstawionych na Wykresie 1. mozna stwierdzi¢ przejsciowe wahania
masy urodzeniowej cielgt w poczgtkowych latach agregowanych danych (2000-2002),
natomiast od 2003 roku waga urodzeniowa zwierzgt systematycznie i dynamicznie wzrastata,
osiggajac w 2008 roku $rednig wartos¢ okoto 35,8 kg — nastgpit wiec wzrost masy urodzeniowe;j
cielgt wynoszgcy okoto 3 kg. W kolejnych latach, dynamika wzrostu ulegta spowolnieniu —
zwierzeta urodzone pomiedzy latami 2009 a 2021 charakteryzowata waga urodzeniowa od
35,8 kg (2009 rok) do okoto 37 kg (2020 rok).

Wykres 2. Liczba poroddw (oceny od 2 do 6) w zaleznosci od roku urodzenia.
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Wykres 2. przedstawia liczbe poroddw z rozrdéznieniem ich na kategorie, w zaleznosci od roku
urodzenia zwierzgt. Kazdemu z rodzajéw poroddw przypisano ocene od 2 do 6, gdzie 2 to po-
réd skomplikowany, 3 — pordd trudny, 4 — pordd ciezki, 5 — pordd z embriotransferu oraz 6 ozna-
czono jako poronienie.

Podobnej analizie poddano cechy pokroju ocenianych zwierzgt, takie jok dtugosc i sze-
roko$¢ zadu, szeroko$¢ w guzach biodrowych i kulszowych, wtgcznie z okresleniem trenddéw
dla poszczegdlnych cech (Wykres 3.).

Wykres 3. Regresja liniowa cech zwigzanych z budowq zadu w zaleznoéci od roku urodzenia.
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Rok urodzenia

Badano réwniez zaleznosci dotyczgce cech budowy konczyn oraz kondycii (Tabela 3.), aby
okredli¢c ich potencjalng przydatnos¢ do utworzenia podindeksu lokomocji. W tym celu
ustalono wielko$¢ bazy danych, a nastepnie scharakteryzowano najwazniejsze cechy
(tj. obwdd nadpecia, postawa ndg przednich i tylnych oraz kondycja) metodq regresji linowej
wraz okresleniem trenddw.

Tabela 3. Liczebnosci (N), srednie, wartosci minimalne i maksymalne cech zwigzanych z budowg nég planowanych
do utworzenia podindeksu lokomocii (lata oceny 2000-2021).

Rasa Cecha Liczba ocen cech pokroju Srednia Min Max
Obwdd nadpecia 189696 7.53 1 10
LM Postawa nég przednich 197243 7.83 3 10
Postawa nég tylnych 196268 7.79 1 10
Kondycja 203811 8,09 1 10
Obwdd nadpecia 19254 7.78 1 10
CH Postawa nég przednich 19168 7.75 4 10
Postawa nég tylnych 18601 7,52 3 10
Kondycja 19700 7.96 1 10
Obwdd nadpecia 17532 8,20 1 10
HH Postawa nég przednich 16957 7,93 3 10
Postawa nég tylnych 16915 7.91 3 10
Kondycja 18387 8,60 1 10
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Nastepnym etapem badan w temacie badawczym bedzie oszacowanie parametréw gene-
tycznych cech ptodnosci oraz cech pokroju, a kolejnym krokiem opracowanie podindeksdéw
selekcyjnych ptodnosci oraz lokomocii.

Réwnoczesnie z etapem obliczeniowym i wykonywaniem charakterystyki ocen fenoty-
powych cech pokroju, pozyskano informacije z Gtéwnego Inspektoratu Jakosci Handlowej Ar-
tykutdw Rolno-Spozywczych, dotyczgce systemu klasyfikacji tusz rzeznych. GIJHARS dysponuje
danymi o uboju bydta w Polsce. W 2020 roku, ubdj bydta w Polsce prowadzito 209 zaktaddw
ubojowych. W zaktadach tych poddano ubojowi 1 871 457 sztuk bydta. Ubojnie, ktdre nie pod-
legajg obowigzkowi klasyfikowania tusz wotowych i nie byty nadzorowane w tym zakresie —
byto ich 140 — ubity 105 804 sztuk bydta. W zakresie klasyfikacji tusz wotowych, w systemie EU-
ROP, nadzorowano 69 ubojni bydta, w ktérych klasyfikowano tusze wotowe. W ubojniach nad-
zorowanych, ubojowi poddano 1 765 653 sztuk bydta, klasy jakosci nadano 1 740 502 tuszom
wotowym.

W celu scharakteryzowania srodowiska bytowania zwierzgt zostata przygotowana an-
kieta bezposrednia, ktérej poddane zostaty wybrane gospodarstwa (15 sztuk), utrzymujgce by-
dto podanych ras (objete oceng prowadzong przez PZHIPBM). Ankieta dotyczyta informacji
o stosowanych sposobach utrzymania, zywieniu, rozrodzie, utrzymywanych rasach bydta. Do-
konano réwniez szczegdtowej charakterystyki ankietowanych gospodarstw pod wzgledem za-
sobdw ziemi, struktury zatrudnienia.

W analizach statystycznych materiatu pochodzgcego z ankiet dokonano podziatu go-
spodarstw pod kgtem ilosci utrzymywanych zwierzgt. Do analiz wykorzystano 15 ankiet, co od-
powiada tej samej licznie gospodarstw. Wybrane gospodarstwa podzielono ze wzgledu na
liczbe utrzymywanych zwierzgt od 35 do 100 sztuk, w ilosci 8 sztuk oraz gospodarstwa utrzymu-
jgce ponad 100 sztuk bydta w iloci 7 sztuk. Dokonano ogdlnej charakterystyki gospodarstw,
jak réwniez analizy istniejgcych systemow zywienia, utrzymania, rozrodu i dobrostanu.

Zadanie 04-10-10-11
Wykorzystanie alternatywnej populacji referencyjnej w genomowej ocenie wartosci
hodowlanej bydta rasy holsztyrisko-fryzyjskiej.

kierownik zadania: dr inz. Kacper Zukowski

Cel zadania:

Celem badan jest analiza oraz wdrozenie nowych rozwigzan w zakresie budowy populacii re-
ferencyjnej, wykorzystywanej w ocenie genomowej wartosci hodowlanej bydta mlecznego
rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej w oparciu o jednostopniowe modele oceny.

Optymalizacja populacji referencyjnej meskiej (buhaje) w stosunku do aktualnego modelu po-
pulacji referencyjnej wykorzystywanej w:
a. imputacji genotypdw,
b. estymacji genomowej oceny wartoéci hodowlanej z wykorzystaniem modelu dwustop-
niowego oraz jednostopniowego.
Wprowadzenie do populacii referencyjnej kréw:
a. imputacji genotypdw,
b. estymacji genomowej oceny wartoéci hodowlanej z wykorzystaniem modelu dwustop-
niowego oraz jednostopniowego.
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Zatozenia metodyczne:

Populacja referencyjna jest to grupa zwierzgt posiadajgca dane fenotypowe oraz okreslony
wtasny profil genetyczny. Celem populaciji referencyjnej (w modelach dwustopniowych) jest
oszacowanie efektéw markerdw SNP (polimorfizm pojedynczego nukleotydu, ang. Single Nuc-
leotide Polymorphism — w skréocie SNP), zwigzanych z dang oceniang cechqg (krok 1.). Na pod-
stawie oszacowan efektéw SNP (krok 2.) mozZliwe jest uzyskanie doktadnej oceny wartosci ho-
dowlanej juz dla bardzo mtodych osobnikéw (praktycznie zaraz po urodzeniu). Dane fenoty-
powe zwierzgt populacji referencyjnej pochodzg z konwencjonalnej oceny wartosci hodowla-
nejisq estymowane, w zaleznosci od grupy cech, z wykorzystaniem réznych modeli statystycz-
nych. Profil genetyczny zwierzgt w ,,erze genomowej" okresla sie najczesciej z wykorzystaniem
mikromacierzy SNP, ktére winny zawiera¢ ponad 50 000 polimorfizmdw pojedynczego nukleo-
tydu. Mikromacierze sg wtedy okreslane mianem chipow Sredniego pokrycia (medium density
lub MD), przy czym w badaniach naukowych oraz w rutynowych zadaniach dedykowanych
dla bydta mlecznego wykorzystywane sg mikromacierze od 3 000 do 10 000 SNP (low density),
a nawet 800 000 SNP (high density). Istotnym elementem do uzyskania doktadnej genomowej
oceny warto$ci hodowlanej jest sktad populacji referencyjnej. Aktualnie, w wielu krajach w tym
w Polsce, wykorzystuje sie populacije referencyjnq sktadajgcqg sie gtdwnie z buhajéw. W celu
jak najlepszego scharakteryzowania wszystkich zaleznosci wystepujgcych w genomie wraz
zich wptywem na cechy oceniane rutynowo do populaciji referencyjnej wybiera sie wszystkie
uzytkowane buhaje posiadajgce wysokq liczbe corek w ocenie wh, jak i te o niskiej liczbie c6-
rek. Uzyskanie wysokiej doktadnosci oceny wartosci hodowlanej zalezy rowniez od wielkosci
populacji referencyjnej. Z tego tez powodu zawigzywane sgq dedykowane w tym celu organi-
zacje, ktére majqg na celu wspdtdzielenie zwierzat, gtdwnie buhajow populacii referencyjnych.
Takim przyktadem moze by¢ Spdédtdzielnia EuroGenomics, ktérej cztonkiem od 2012 roku jest
Polska, a w chwili obecnejwspdtdzielonych jest ponad 35 000 buhajéw. Zwiekszenie liczebnosci
populacji referencyjnej, przektadajgcej sie na zwiekszenie doktadnosci genomowej oceny,
stato sie w ostatnim dziesiecioleciu istotnym elementem badah obejmujgcych czotowe na
Swiecie hodowle bydta HF. Jedng z gtdwnych propozycji na zwiekszenie doktadnosci oceny,
poprzez zwiekszenie liczebnosci populacii referencyjnej, jest witgczenie do niej krdw ocenia-
nych w krajowych systemach oceny. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku wprowadzania
do oceny nowych cech, takich jak np. mastitis, metritis czy ketoza, ktére sqg nisko odziedzi-
czalne. Dlatego wtgczenie do populacii referencyjnej buhajéw kréw wyddaje sie celowe, mimo
nizszego niz w przypadku buhajéw wspdtczynnika przeniesienia (1 buhaj ~ 7 krow w zaleznosci
od zastosowanego scenariusza oceny), poniewaz krajowe cele hodowlane realizowane sq
réwniez przez strone zenskq.

Syntetyczny opis wynikdw zadania:

W ramach przyjetego harmonogramu prac zostata przeanalizowana oraz oceniona aktualna
struktura populacji referencyjnej. Liczebnos$¢ populacji referencyjnej zalezgca od modelu ba-
dawczego jest zmienna w zaleznosci od analizowanych cech. Dla zwierzgt ocenianych ruty-
nowo, w ramach genomowej oceny wartoéci hodowlanej liczebnos$¢ ta moze wynosi¢ od po-
nad 5 tysiecy buhajow (cechy pokroju oraz cechy ptodnosci przy wykorzystaniu krajowej po-
pulacii referencyjnej) do ponad 35 tysiecy buhajéw (cechy produkcyjne oraz wybrane cechy
pokroju przy wykorzystaniu referencyjnej populacji EuroGenomics).

Analiza roku urodzenia osobnikdéw (gtdwnie ojcowie) w zaleznosci od wielkosci potom-
stwa wykazata, ze najwiecej osobnikdw posiadajgcych najwiekszqg liczbe potomstwa urodzito
sie po 2000 roku (Wykres 1.). Nalezy zwrdci¢ uwage na charakterystyczng linie odciecia (po
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2010 roku), od kiedy rutynowo zaczeto wykorzystywac buhaje selekcjonowane genomowo i to
one w chwili obecnej tworzg gtéwnqg czes¢ populacji referencyjnej uzytkowanej w Polsce.

Kolejnym krokiem analizy byt wybdr zwierzgt do alternatywnych modeli populacii refe-
rencyjnej oraz imputacja. Finalnie, imputowane zbiory zostaty poddane analizom, w ktérych
oceniono doktadno$¢ imputacji oraz frekwencje imputowanych markeréw w zaleznosci od
chromosomu, modelu alternatywnej populacji oraz oprogramowania. Nie zidentyfikowano
istotnych réznic pomiedzy badanymi modelami, a wyniki imputaciji w zaleznosci od chromo-
somu zostaty zaprezentowane na Wykresie 2. Roéznice we frekwencji poszczegdlnych genoty-
pdw SNP nie réznity sie znaczgco w zaleznosci od chromosomu dla zbioru z brakujgcymi obser-
wacjami oraz dla zbioru po imputacii.

Wykres 1. Analiza liczby potomstwa, w zaleznoéci od roku urodzenia osobnikdw wraz z liniq regresji tworzacg linie
odciecia pomiedzy osobnikami selekcjonowanymi na potomstwie (lewa cze$¢ wykresu) oraz selekcjonowanych
genomowo (prawa sfrona wykresu).
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Wykres 2. Analiza frekwencji imputowanych SNP w zaleznosci od chromosomu z wykorzystaniem
oprogramowania findhap.
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Podsumowanie potwierdzajgce osiggniecie zatozonego celu:

Cele zadania zostaty w petni zrealizowane. Zbiory danych wykorzystywane w kolejnych kro-
kach analiz przygotowane i zdeponowane na serwerze Instytutu Zootechniki PIB.

Zaktad Hodowili Trzody Chlewnej

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

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

Cel zadania:

Celem zadania jest ocena metody immunokastracji preparatem Improvac, prowadzonej
w warunkach krajowych. Zastosowana metoda oraz przeprowadzone analizy dadzg komplek-
sowe informacije odnosnie alternatywnej metody kastracji i jej optacalnosci. Ocenie poddana
zostanie uzytkowos¢ tuczna, rzezna i jakos¢ miesa knurkdw, wieprzkdw (kastrowanych chirur-
gicznie) oraz immunokastratdw, a takze zostanie okreslony poziom kortyzolu u analizowanych
zwierzgt. Przeprowadzona zostanie réwniez analiza morfometryczna jgder, okreslenie poziomu
skatolu, androstenonu i lotnych zwigzkdw organicznych, analiza ekonomiczna oraz okredlenie
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 préoba
identyfikacji markera genetycznego, ktéry moze zosta¢ wykorzystany w programach hodow-
lanych do eliminacji knurzego zapachu z populacii aktywnej swin.

Cele etapu:

- typowanie materiatu zwierzecego do badan,

- ocena tuczna, rzezna $win,

— ocena morfometryczna jgder,

- gromadzenie danych oraz materiatu biologicznego do oznaczen laboratoryjnych, morfo-
metrycznych, genetycznych, dobrostanowych oraz parametréw jako$ciowych miesa wie-
przowego,

—  okreslenie poziomu kortyzolu u zwierzgt doswiadczalnych,

- kontynuacja oznaczen dotyczgcych tekstury i jakosci miesa.

Zatozenia metodyczne:

Ocena tuczna przeprowadzona w Stacji Konftroli Uzytkowosci Rzeinej Trzody Chlewnej

(SKURTCh) w uktadzie 3 grupowym:

—  knurki — niepoddane zabiegowi kastracji,

—  wieprzki — poddane chirurgicznej kastracji bez znieczulenia do 7. dnia zycia,

— immunokastraty — dwukrotna iniekcja analogu czynnika uwalniajgcego gonadotropiny
(GNRH).
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W 2021 roku badaniom poddano 60 osobnikéw (po 20 w kazdej grupie):

—  Dysekcja péttusz oraz ocena morfometryczna jgder (jesli wystepuijq). Zostaty zgromadzone
i przeanalizowane cechy uzytkowosci tucznejirzeznej dla 60 osobnikdw. Przeprowadzono
analizy morfometryczne jader, ktére obejmowaty mase, dtugosc, szerokos¢ jgder pozyska-
nych od knurkéw i immunokastratéw. Ponadto, analizowano gruczoty dodatkowe — cew-
kowo-opuszkowe i pecherzykowe.

—  Okredlenie poziomu kortyzolu w szczecinie $win. Pobieranie szczeciny nastepowato dwa
tygodnie po przeprowadzonym zabiegu kastracji u wieprzkéw i knurkdw (grupa kontrolna),
nastepnie dwa tygodnie po kazdej iniekcji preparatu Improvac (immunokastraty) i u knur-
kéw (grupa kontrolna).

—  Przeprowadzenie oceny tekstury miesa u 60 osobnikdw.

— Ocena sensoryczna miesa — okredlenie barwy, marmurkowatosci, zapachu, soczystosci,
kruchosci i smakowitosci miesa surowego i gotowanego.

Dodatkowe zatozenia metodyczne:

- gromadzenie materiatu badawczego (Sliny) — zatozenie metodyczne dodatkowe, w ra-
mach wspodtpracy z Czeskim Uniwersytetem Rolniczym w Pradze,
- badanie ultrasonograficzne miesnia najdtuzszego grzbietu oraz jgder (jezeli wystepowaty).

Kompleksowa analiza zagadnienia immunokastracji pomiedzy poszczegdlnymi obszarami, jak
réwniez wewnaqtrz kazdego z nich, daje realne szanse do podijecia préb wprowadzenia tef me-
tody jako zamiennik kastracji chirurgicznej (bez znieczulenia), bgdz ukierunkowania hodow-
codw, producentdw na alternatywne metody kastracii.

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 hodowecy. Po uzyskaniu odpowiedniej masy ciata, $winie 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 automatdw. llos¢ pobieranej paszy byta scisle kontrolowana. Pozostate warunki
utrzymania i postepowania ze zwierzetami byty zgodne z dotychczasowg metodykg oceny
w stacjach kontroli. W okresie sprawozdawczym przekontrolowano 60 osobnikéw. W tabelach
ponizej przedstawiono wyniki poszczegdinych grup doswiadczalnych jak i zestawienie catej
grupy badawczej (118 osobnikdw — dwa osobniki w trakcie doswiadczenia padty).

Tabela 1. Wyniki oceny tucznej w poszczegdlnych grupach badawczych (Srednia = odchylenie standardowe).

Cecha Knury Immunokastraty Wieprzki

N 40 38 40
Przyrost dzienny w tescie (g) (30-120 kg) 988,95+141,68 1013,16£111,51 995,48+118,84
Zuzycie paszy w tescie (kg) 231,3+42,87 239,97+31,81 261,03£32,51
Dzienne pobranie paszy (kg) 2,67+0,24 2,71+0,24 2,91+0,30
Zuzycie paszy na 1 kg przyrostu (kg) 2,75+0,43 2,70+0,39 2,97+0,48
Dni fuczu (dni) 86,6%13,29 88,618,42 89,78+7,57
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Tabela 2. Wyniki oceny rzeznej w poszczegdlnych grupach badawczych (Srednia £ odchylenie standardowe).

Cecha Knury Immunokastraty Wieprzki
N 40 38 40
Wydajnos¢ rzezna (%) 74,37£2,05 75,45%1,61 76,60%1,91
Masa poledwicy (kg) 6,97+0,84 7.37%0,66 7.92+0,85
Masa szynki zadniej (kg) 11,3940,99 11,750,67 11,91+1,04
Masa szynki wiasciwej (kg) 9,78+0,88 9.98+0,69 9.92+0,97
Szeroko$¢ oka poledwicy (cm) 10,94%0,78 11,24+0,75 11,01+0,83
Wysoko$¢ oka poledwicy (cm) 6,51+0,62 6,430,63 6,46x1,11
Powierzchnia oka poledwicy (cm?) 53,22+4,93 54,7015,74 53,74%£10,96
Srednia grubo$é stoniny z 5 pomiaréw (cm) 1,29+0,34 1,51+0,34 1,74+0,36

Wykonano badanie sensoryczne miesa wybranych knurdw, immunokastratdw, wieprzkdw oraz
loszek, ktdre zostaty poddane ubojowi w zblizonym czasie.

Tabela 3. Parametry oceny sensorycznej miesa wieprzowego przedstawiona w skali pieciopunktowej (5 — bardzo do-

bry; 1 -zty).

Knurki Immunokastraty Wieprzki Loszki
Barwa 1,68 1,86 2,16 1,98
Marmurkowato$¢ 1.4 1,78 1,95 1.74
Zapach miesa 2,64 3,75 3.87 3,46
2;2092?32% 17 21 23 201
Smakowitos¢ 3,12 3.27 3.75 3.0
Krucho$¢ 3.4 3.43 3,65 3.3
Soczystosc 2,76 3.20 3,08 3.4

Ocene morfometrycznq jader przeprowadzono poubojowo w SKURTCh w Chorzelowie.

Tabela 4. Cechy morfometryczne jgder knuréw i immunokastratéw ($rednia + odchylenie standardowe).

Knury Immunokastraty
Jadro Prawe Lewe Prawe Lewe
Masa jadra (kg) 0,2520,06 0,25+0,06 0,07+0,04 0,07+0,04
Masa najgdrza (kg) 0,070,02 0,09+0,12 0,04+0,01 0,04+0,01
Dtugosc¢ jadra (cm) 13,17£1,81 13,46+1,59 8,57+1,60 8,50%1,95
Szeroko$¢ jadra (cm) 7.85%1,61 7,95%1,43 4,89+1,26 5,20%1,48
Obwdd jadra 19,1621,90 19,3242,08 12,0242,52 11,8542,27

Wstepne analizy kortyzolu w szczecinie badanych zwierzgt wskazujg na obnizenie dtugotrwa-
tego stresu u osobnikdw, u ktdérych zastosowano immunokastracje, natomiast najwyzszy poziom
kortyzolu odnotowano u wieprzkéw — osobnikdw kastrowanych chirurgicznie bez znieczulenia.

Androstenon, androstenol, indol i skatol zostaty okreslane w miesie i ttuszczu pozyskanym
od zwierzgt doswiadczalnych. Dane sqg w dalszym ciggu pozyskiwane i w nastepnym roku zo-
stang poddane analizom statystycznym.
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Zadanie 01-11-04-11
Opracowanie systemu tuczu dla rasy ztotnickiej pstrej z wykorzystaniem mieszanek
i dodatkdéw paszowych pochodzenia krajowego w celu produkcji miesa wieprzowego
0 wysokiej jakosci i wartosci prozdrowotnej dla cztowieka.

kierownik zadania: dr hab. Magdalena Szyndler-Nedza

Cel zadania:

Celem praktycznym zadania jest opracowanie szczegdtowej procedury tuczu Swin rasy ztot-
nickiej pstrej, uwzgledniajgcej dedykowane petnoporcjowe mieszanki paszowe z udziatem kro-
jowych komponentéw biatkowych i innowacyjnego dodatku, ktére wraz ze wskazaniem wta-
Sciwej ubojowej masy ciata, bedqg podstawq produkcji wysokojako$ciowego produktu, w po-
staci wieprzowego surowca rzeznego o prozdrowotnej dla cztowieka jakosci. Celem nauko-
wym jest poznanie wptywu opracowanego sposobu zywienia i innowacyjnego dodatku pa-
szowego na status zdrowotny $win oraz szeroko pojetq jakose i trwato$é oksydacyjng miesa
i ftuszczu oraz ocena, czy lub w jakim stopniu poprawa tych cech w miesie przektada sie na
jakos¢ i trwato$¢ wyrobdw wedliniarskich.

Zatozenia metodyczne:

W 2021 roku przeanalizowano dane uzyskane w ramach doswiadczenia pierwszego, przepro-
wadzonego w ZD IZ PIB w Pawtowicach w 2020 roku, dotyczgcego okreslenia optymalnego
sktadu mieszanki paszowej opartej o krajowe zrédta biatka i koncowej (uUbojowej) masy ciata
tucznikdw. Na podstawie sktadu podstawowego i trwatosci oksydacyjnej poledwicy, profilu
kwasdw ttuszczowych w poledwicy i szynce, sity ciecia oraz tekstury poledwicy i szynki, a takze
uzytkowosci tucznej i rzeznej, 96 tucznikdw rasy ztotnickiej pstrej, dokonano oceny wptywu
czynnikéw doswiadczalnych na jako$¢ miesa i parametry wzrostu $win tej rasy. Do analiz wyko-
rzystano program STATISTICA v 12 [StatSoft], Inc. (2014). W oparciu o wyniki analiz z doswiad-
czenia 1. przygotowano metodyke doswiadczenia zywieniowego 2., w tym opracowano re-
ceptury dodatkédw do mieszanki paszowej finiszer, zawierajgcych biologicznie aktywne sub-
stancje pochodzenia rodlinnego, majgce poprawic trwato$é oksydacyjng oraz wartosé diete-
tyczng (prozdrowotnq) miesa. Zastosowano trzy rodzaje dodatkdw paszowych (X, Y, Z), bedg-
cych mieszaning suszy ziotowych i/lub owocowych. Ponadto, do dwdch grup doswiadczal-
nych dodano dodatkowo ekstradowane nasiona Inu.

Doswiadczenie drugie:

Opracowanie sktadu komponentowego i receptury innowacyjnych dodatkéw do paszy, za-
wierajgcych biologicznie aktywne substancje pochodzenia roslinnego o dziataniu antyutlenia-
jgcym i poprawiajgcym trwato$¢ oksydacyjng oraz warto$é dietetyczng (prozdrowotng)
miesa.
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Fot. 1. Warchlaki rasy ztotnickiej pstrej (M. Szyndler-Nedza).

Drugie doswiadczenie wzrostowe, objeto 60 tucznikdw (30 wieprzkdw, 30 loszek) rasy ztotnickiej
pstrej o znanym genotypie RYR1. W trakcie tfuczu wszystkim zwierzetom podawano te samg
mieszanke paszowq z bobikiem (wariant C z 1. doéw.): od 30. do 90. kg masy ciata typu grower
C, a od 90. do 140. kg masy ciata typu finiszer. W ostatniej fazie tuczu, 1j. od 90. kg masy ciata
zwierzeta zostaty podzielone na 6 grup zywieniowych. Grupa kontrolna A tuczona byta mie-
szankqg paszowd finiszer bez dodatku paszowego, a piec¢ kolejnych grup doswiadczalnych (B-
F) otrzymato do mieszanki jeden z dodatkdw ziotowo-owocowch. Uktad dodwiadczenia
2. przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Uktad grup w doé$wiadczeniu 2. dla rasy ztotnickiej pstrej.

Grupa Grupa Grupa Grupa Grupa Grupa
kontrolna | doswiadczal. | doswiadczal. | doswiadczal. | doswiadczal. | doswiadczal.
A B C D E F €

Mieszanka C c c c C C S
Dodatek o
(tgcznie ok. 2% - Dodatek X | Dodatek X+ | Dodatek Y Dodatek Y+ Dodatek Z
mieszanki)
Tucz 0d 30. do 90. kg 10 10 10 10 10 10 6060
— liczba zwierzgt
Tucz od 90. do 140. kg 10 10 10 10 10 10 60
mc
Razem zwierzat 10 10 10 10 10 10 60
doswiadczalnych

+ oznacza mieszanke paszowq zawierajgcq dodatek paszowy oraz ekstrudowane nasiona Inu.

Pobrano prébki pasz doswiadczalnych typu grower i finiszer w celu wykonania analizy sktadu
podstawowego oraz profilu kwasdw ttuszczowych paszy i lotnych zwigzkdw organicznych (LZO)
- tylko finiszer. Analizy te sg wykonywane w Dziale Analityki Laboratoryjnej — Centfralnym Labo-
ratorium IZ PIB. W prébkach paszy oznaczono biatko ogdlne, ttuszcz surowy, popidt surowy i su-
chg mase zgodnie z Rozporzgdzeniem Komisji (WE) nr 152/2009, ustanawiajgcym metody po-
bierania préobek i dokonywania analiz do celéw urzedowej kontroli pasz. Analize kwaséw ttusz-
czowych przeprowadzono metodg chromatografii gazowej aparatem SHIMADZU GC-2010
Plus (Kolumna — Rtx2330, 105 m, 0,32 mm, 0,2 um), zgodnie z P 015 wydanie 2. z dnia 01.03.2016
roku. Lotne zwiqgzki organiczne okreslono metodq rozdziatu chromatograficznego na chroma-
tfografie gazowym Shimadzu GCMS-QP2010 Plus, wyposazonym w kwadrupolowy detektor MS
(El, 70 eV, 250°C) skanujgcy w trybie TIC w zakresie 35-450 m/z oraz niepolarng kolumne Zebron
ZB-5MSi (30 mx0,25 mm 1.D.x0,25 mm), a nastepnie polarng Zebron ZB-WAXplus.

Po uboju zwierzgt, ktére uzyskaty mase ciata 140 kg, pobrano prébki krwi, a nastepnie
okreslono parametry dysekcji tusz i jakos$ci miesa zgodnie z metodykqg stosowang w SKURTCh.
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W prébkach surowicy krwi oznaczono wskazniki biochemiczne (ZZZiP) metodq absorbanciji fo-
tometrycznej, z wykorzystaniem automatycznego analizatora BS-180 (Shenzhen Mindray,
Chiny) i zestawdw diagnostycznych firmy Cormay. We wspdtpracy z UP Lublin rozpoczeto ana-
lizy statusu redox organizmu na podstawie wskaznikdw krwi: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD),
katalaza (CAT), peroksydaza glutationowa (GP), dialdehyd malonowy (MDA). Z pottusz po-
brano i zamrozono prébki miesa (poledwica za ostatnim zebrem — Longissimus lumborum, mie-
sien potbtoniasty szynki — Semimembranosus muscles) w celu wykonania analiz tekstury
(ZHTCh), a takze do analiz chemicznych (CL). Wybrane elementy poéttusz (schab, topatka)
przekazano do zaktadu miesnego w celu wytworzenia wedlin surowo dojrzewajgcych (pole-
dwica i kietbasa). Dodatkowo, zakupiono surowiec wieprzowy (poledwice, szynki i topatki) po-
chodzqgcy od $wih produkcyjnych (nieznana rasa, dalej zwane miesa handlowe) w celu wyko-
nania analiz chemicznych (CL) i tekstury (ZHTCh) — poledwice i szynki — a takze do wytworzenia
w tym samym zaktadzie miesnym analogicznych wedlin surowo dojrzewajgcych. Pozyskano
prébki wytworzonych wedlin surowo dojrzewajgcych pochodzgcych od zwierzgt doswiadczal-
nych rasy ztp i z miesa handlowego (poledwica, kietbasa surowo dojrzewajgce) i przekazano
je do dalszych analiz.

Syntetyczny opis wynikdw:

Na podstawie analizy danych zgromadzonych w ramach doswiadczenia 1. stwierdzono, ze
zwierzeta tuczone mieszankg doswiadczalng C (z bobikiem) do masy ubojowej 140 kg cecho-
waty sie, w poréwnaniu do zwierzgt z pozostatych grup doswiadczalnych A —kontrola, B —tubin,
D - groch, miesem poledwicy o najkorzystniejszych wartosciach w zakresie:

— wskaznika tfrwatosci oksydacyjnej miesa (TBARS) - warto$¢ najnizsza, statystycznie istotnie niz-
sza w poréwnaniu do grupy kontrolnej A,

— profilu tekstury poledwicy - najmniejszg twardo$¢ (Hardness), statystycznie istotnie mniejsza
w poréwnaniu do grupy doswiadczalnej B,

— proporcji kwasdw ttuszczowych PUFA né/n3 - najnizsza warto$¢, statystycznie istotnie nizsza
w poréwnaniu do grupy kontrolnej A.

Iwierzeta te (grupa dosw. C, masa ubojowa 140 kg) charakteryzowaty sie rowniez najlepszymi
(najnizszymi) wartosciami parametréw szynki w zakresie: wycieku termicznego, sity ciecia (firm-
ness, toughness) oraz profilu tekstury tego wyrebu (Hardness, Chewiness). Jednak wartosci te
byty statystycznie istotnie nizsze tylko w poréwnaniu do pozostatych grup doswiadczalnych.

W przypadku uzytkowosci tucznej i rzeznej zwierzgt nie stwierdzono wptywu grupy do-
Swiadczalnej na analizowane parametry. Zgodnie z oczekiwaniem najwiekszy wptyw na te ce-
chy miata masa ubojowa (120, 130, 140 kg). Zwierzeta o ubojowej masie ciata 140 kg cecho-
waty sie statystycznie istotnie najwiekszym pobraniem paszy (kg), przyrostem dziennym w cza-
sie tuczu, wiekszg gruboscig stoniny grzbietowej, masq poszczegdlnych wyrebdw, dtugoscig
tuszy oraz mniejszg miesnosciq tuszy. Nie stwierdzono statystycznie istotnej roznicy pomiedzy
analizowanymi grupami w wykorzystaniu paszy na 1 kg przyrostu.

Na podstawie powyzszych wynikdéw ustalono, ze w do$wiadczeniu 2. zwierzeta tuczone
bedqg mieszankg paszowq C, do masy ubojowej 140 kg.

W ramach doswiadczenia 2., w pobranych prébkach mieszanek paszowych Grower i Fi-
niszer okreslono sktad podstawowy, a w mieszance finiszer dodatkowo profil kwasdw ttuszczo-
wych. Sumy kwasdw ttuszczowych w mieszankach do$wiadczalnych przedstawiono w Tabeli 2.
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Tabela 2. Sumy kwaséw ttuszczowych w mieszankach doswiadczalnych finiszer (g na 100g wszystkich oznaczonych

kwasdw ttuszczowych).

kwas Finiszer A Finiszer B Finiszer C Finiszer D Finiszer E Finiszer F
SFA 25,40 24,20 17,07 23,15 17,15 17,44
UFA 74,60 75.80 82,93 76.85 82,85 82,56
MUFA 24,82 26,49 22,07 27,88 22,02 21,08
PUFA 49,78 49,31 60,86 48,97 60,83 61,48
PUFA-n6 41,84 41,49 27,53 36,95 26,01 27,53
PUFA-n3 7.93 7.82 33,33 12,02 34,82 33,95
DFA 76.58 77.89 86,00 79.08 85,96 85,57
UFA/SFA 2,94 3,13 4,86 3,32 4,83 4,73
MUFA/SFA 0,98 1,09 1,29 1,20 1,28 1.21
PUFA/SFA 1,96 2,04 3,57 2,12 3,55 3.53
PUFA N6/n3 5,27 5,31 0.83 3,07 0,75 0.81

Do dnia 30 grudnia 2021 roku, w ramach do$wiadczenia wzrostowego, tucz kontrolny
ukonczyto 35 sztuk (tj. 60%) Swin ztotnickich pstrych. Zebrane probki zostaty przekazane do
analiz.

Podsumowanie potwierdzajgce osiggniecie zamierzonego celu:

W ramach drugiego roku realizaciji zadania, przeanalizowano dane uzyskane z do$wiadczenia
pierwszego przeprowadzonego w 2020 roku. W oparciu o wyniki tych analiz ustalono, ze
w doswiadczeniu 2. zwierzeta tuczone bedg mieszankqg paszowg C —do masy ubojowej 140 kg.
Przygotowano metodyke doswiadczenia zywieniowego, w tym opracowano receptury
dodatkéw do mieszanki paszowej finiszer, zawierajgcych biologicznie aktywne substancije
pochodzenia roslinnego, majgce poprawi¢ trwatosé oksydacyjng oraz wartos¢ dietetyczng
(prozdrowotnqg) miesa. Zastosowano trzy rodzaje dodatkédw paszowych (X, Y, Z), bedgcych
mieszaning suszy ziotowych i/lub owocowych. Ponadto, do dwdch grup do$wiadczalnych
dodano dodatkowo ekstradowane nasiona Inu.

Przeprowadzono doswiadczenie wzrostowe, ktdre objeto 60 tucznikdw (30 wieprzkdw,
30 loszek) rasy ztotnickiej pstrej o znanym genotypie RYR1. Na prébkach pasz doswiadczalnych
typu finiszer wykonano analizy sktadu podstawowego, profilu kwaséw ttuszczowych paszy
i zidentyfikowano lotne zwiqzki organiczne. Do dnia 30 grudnia, w ramach doéwiadczenia 2.,
tucz doswiadczalny ukonczyto 60% Swih ztotnickich pstrych. Po uboju zwierzgt okreslono
parametry dysekcji ich tusz i jako$ci miesa oraz pobrano prébki miesa iwedlin surowo
dojrzewajgcych w celu wykonania analiz tekstury i analiz chemicznych (w tym lotnych
zwigzkdw organicznych).
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Zaktad Hodowli Drobiu
kierownik: dr hab. Katarzyna Poltowicz, prof. IZ PIB

Zadanie 01-12-05-11
Wptyw immunostymulujgcych dodatkdw do paszy na ksztattowanie sie parametrow
fiziologicznych i status zdrowotny kur niesnych w chowie ekologicznym.

kierownik zadania: dr inz. Ewa Sosnéwka-Czajka

W 2021 roku zakonczono badania, ktérych celem byto okredlenie wptywu dodatku do paszy
immunostymulatordw na ksztattowanie sie odpornosci kur rasy zielonondzka kuropatwiana oraz
rhode island red, utrzymywanych zgodnie z zatozeniami rolnictwa ekologicznego. Na badania
sktadaty sie zasadniczo dwa do$wiadczenia majgce na celu okreslenie wptywu dodatkdw zio-
towych oraz kwasu askorbinowego na status zdrowotny kur rasy zielonondzka kuropatwiana Z-
11 (doswiadczenie 1.) oraz rhode island red R-11 (do$wiadczenie 2.). Kury w obu doswiadcze-
niach utrzymywano na certyfikowanej fermie kur niesnych.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan stwierdzono, ze czynniki doswiadczalne (mie-
szanka zidt o dziataniu immunostymulujgcym oraz kwas askorbinowy) nie miaty istothego
wptywu na wyniki produkcyjne kur rasy zielonondzka kuropatwiana (Z-11) oraz rhode island red
(R-11). Mieszanka ziét o dziataniu immunostymulujgcym korzystnie wptyneta na uktad odpor-
nosciowy doswiadczalnych kur Z-11, o czym Swiadczy wiekszy procentowy udziat Sledziony oraz
grasicy w poréwnaniu z grupq kontrolng oraz ptakami otrzymujgcymi do paszy dodatek kwasu
askorbinowego. Dodatek do paszy kwasu askorbinowego wptyngt na wyzszy poziom leukocy-
téw oraz kompleksu immunoglobulinowego w przypadku kur rasy zielonondzka kuropatwiana,
co przetozyto sie takze na wyzszy poziom immunoglobulin we krwi pisklat wyklutych z jaj zebra-
nych od tych kur.

Zaobserwowano nizszy poziom glukozy we krwi kur rasy rhodei island red otrzymujgcych
do paszy dodatek mieszanki ziotowej oraz kwasu askorbinowego, co moze swiadczy¢ o mniej-
szym zestresowaniu i lepszym dobrostanie kur z grup doswiadczalnych. Obserwowano takze
nizszy poziom glukozy we krwi pisklgt wyklutych z jaj od kur otrzymujgcych do diety mieszanke
z ziét o dziataniu immunostymulujgcym.

Odnotowano wptyw czynnikdw doswiadczalnych na jakos¢ jaj wylegowych. Dodatek
do paszy dla kur rasy zielonondzka kuropatwiana kwasu askorbinowego pozytywnie wptynat
na mase oraz gesto$¢ skorupy jaj. Obserwowano takze korzystny wptyw czynnikdw doswiad-
czalnych na mase z6ttka oraz poziom witaminy E w jajach kur rasy rhode island red.

W przypadku kur rasy RIR dodatek do paszy mieszanki z ziét obnizyt jednakze jakos¢ sko-
rupy jaj wylegowych (grubos¢, gestosé, wytrzymatosé), a dodatek kwasu askorbinowego
wptynat na nizszy poziom w zdttkach jaj PUFA, PUFA-6 oraz PUFA-3 w pordwnaniu z grupg kon-
trolng oraz drugg grupg doswiadczalng.

Nie stwierdzono istothego wptywu dodatku do paszy mieszanki z zidt oraz kwasu askorbi-
nowego na wyniki wylegu piskigt rasy Z-11 oraz R-11.

Wyniki z przeprowadzonych badah wskazujg na odmienng reakcje organizmu kur réz-
nego pochodzenia na zastosowane czynniki doswiadczalne.
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Zadanie 01-12-08-11
Wptyw czynnikéw srodowiskowych na poprawe efektywnosci chowu kur ras
zachowawczych.

kierownik zadania: prof. dr hab. Jézefa Krawczyk

Cel badan:

Celem badah byto okreslenie wptywu zywienia kur ras zachowawczych mieszankami
paszowymi z udziatem roélin strgczkowych na wyniki produkcyjne i jakos¢ jaij.

Badaniami objeto po 120 kuri 12 kogutdw é ras/roddw tj. leghorn (réd H-22), zielonondzka
kuropatwiana (rod Z-11), zéHondzka kuropatwiana (Z-33), sussex (S-66), rhode island red (réd R-
11) oraz rhode island white (A-33). Kury podzielone bedq na cztery powtdrzenia (po 309+33).
Potowa ptakdédw kazdego rodu zywiona byta standardowq petnoporcjowg mieszankg
paszowq (grupa kontrolna — K), a potowa mieszankg wedtug opracowanej na potrzeby
realizacji zadania receptury, w ktérej ograniczony byt udziat soi na rzecz nasion grochu, bobiku
itubinu (grupa doswiadczalna). Mieszanki paszowe zostaty zbilansowane zaréwno pod
wzgledem zawartosci biatka jak i energii metaboliczne;j.

Zebrano i obliczono wyniki produkcyjne kur tj. spozycie paszy (Rycina 1.) oraz liczbe jqgj
(Rycina 2.), wykonano analizy jakosci jaj zniesionych przez kury obydwu grup w 52. tygodniu
zycia. Pobrano takze prébki joj do analiz chemicznych w Centralnym Laboratorium Instytutu
Zootechniki PIB. Nie odnotowano statystycznie istotnych réznic w spozyciu paszy orazilosci znie-
sionych jaj miedzy kurami z grup kontrolnych a doswiadczalnych (Rycina 1.-2.).

W badaniach jakosci jaj stwierdzono wieksze réznice miedzy rasami/rodami kur niz mie-
dzy grupami kontrolnymi i do$wiadczalnymi. Zywienie niosek mieszankg zawierajgcq dodatek
nasion grochu, bobiku i tubinu wptyneto na lepsze wybarwienie zéttek jaj (P<0,01), rozjasnienie
barwy skorup (P<0,01) oraz obnizenie masy i gestosci skorup (P<0,01), co nie wptyneto istotnie
na zmiany ich wytrzymatosci na zgniecenie (P=0,05).

Rycina 1. Spozycie paszy (g/dzien/szt.).
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Rycina 2. Liczba jaj (sztuk/nioske).
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Podsumowanie:

Podsumowujgc ten etap badan mozna stwierdzi¢, ze zastepowanie w mieszankach dla kur ras
zachowawczych importowanej soi nasionami grochu, bobiku i tubinu zywieniu nie obniza nie-
$nosci i nie wptywa na obnizenie jakosci jaj.

Zadanie 01-12-09-11
Opracowanie metod produkcji certyfikowanych kurczqt rzeznych w sezonie zimowym
(w warunkach stresu zimna) w aspekcie produkcyjnosci, dobrostanu, statusu
immunologicznego, poziomu stresu oraz wybranych parametrow jakosci miesa.

kierownik zadania: dr inz. Ewa Sosnéwka-Czajka

Cel badania:

Celem badnia byta ocena efektywnosci odchowu kurczgt rzeznych rasy lokalnie zaadapto-
wanej rhode island red w warunkach dtugotrwatego stresu zimna w chowie ekologicznym.

Materiat doswiadczalny stanowity jednodniowe piskleta rasy rhode island red (RIR), po-
chodzqgce od kur niesnych ekologicznych (w ogdlnej liczbie 300 sztuk), przydzielone do trzech
grup: grupa | — kontrolna, grupa Il — kurczeta w okresie od 6. do 9. tygodnia, ktére poddano
dziataniu stresu termicznego (temperatura obnizona o 15°C w stosunku do temperatur zaleca-
nych) oraz grupa lll — zastosowano ten sam czynnik doswiadczalny w pdzniejszym okresie od-
chowu, 1j. od 9. do 12. tygodnia zycia ptakdw. Wszystkie kurczeta byty utrzymywane zgodnie
z zatozeniami rolnictwa ekologicznego i odchowywane do 12. tygodnia zycia.

Podczas badah zbierano dane dotyczgce warunkdw klimatycznych oraz wynikéw pro-
dukcyjnych kurczgt rzeznych. W ostatnim dniu doswiadczenia przeprowadzono analize poub-
ojowq, wykonano pomiar pHis oraz pHz24 miesni piersiowych i ndg, a takze pobrano probki mie-
$ni piersiowych i nég, w celu wykonania badan dotyczgcych: wycieku chtodniczego, sktadu
chemicznego, profilu kwasdw ttuszczowych, zawartosci cholesterolu, poziomu witaminy C i E
oraz wskaznika TBA. W 6., 9., 10. i 12. tygodniu odchowu pobrano krew od 10 ptakdw z grupy,
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w surowicy krwi oznaczono catkowity poziom immunoglobulin, glukoze, hormony tarczycy, he-
matokryt, dysmutaze ponadtlenkowqg (SOD), dialdehyd malonowy (MDA) oraz poziom korty-
kosteronu. W ww. tygodniach doswiadczenia okreslono takze mase narzgddw limfatycznych
oraz wykonano pomiar temperatury ciata ptakdw. Okreslono réwniez stan kohczyn, upierzenia
oraz przeprowadzono pomiar czasu frwania tonicznego bezruchu. W okresie obnizonych tem-
peratur powietrza przeprowadzono obserwacije behawioralne.

Podsumowujgc dotychczas opracowane wyniki, stwierdzono, ze czynnik doswiadczalny
nie miat wptywu na kohcowq mase ciata kurczgt rzeznych. Kurczeta rzezne z grupy |l, ktérym
zostata obnizona temperatura powietrza w 6.-9. tygodniu odchowu charakteryzowaty sie niz-
szq temperaturg radiacyjng w 6., 9. oraz 10. tygodniu odchowu oraz dtuzszym trwaniem znie-
ruchomienia tonicznego w 9. tygodniu odchowu w poréwnaniu z grupg kontrolng. Tuszki pta-
kéw z grupy Il odznaczaty sie natomiast mniejszym udziatem ttuszczu sadetkowego, podrobdw
oraz watroby w stosunku do tuszek ptakdw z grupy kontrolnej. W przypadku kurczgt rzeznych
z Il grupy doswiadczalnej odnotowano takze nizsze pH miesni piersiowych oraz mniejszy wyciek
miesni ndg w poréwnaniu z grupg |. Kurczeta rzezne z grupy lll, ktérym zostata obnizona tem-
peratura powietrza w 9.-12. tygodniu odchowu charakteryzowaty sie wiekszym procentowym
udziatem $ledziony oraz serca, nizszg temperaturg ciata w 10. oraz 12. tygodniu do$wiadczenia
oraz lepszymi wynikami analizy rzeznej w poréwnaniu z grupq |. Mieso kurczgt z grupy Il odzna-
czato sie natomiast nizszym pHz4 oraz mniejszym wyciekiem miesni ndg w stosunku do grupy
kontrolne;.

Tabela 1. Temperatura ciata (°C) i czas tfrwania tonicznego bezruchu (s) kurczgt rzeznych.

Wyszczegdlnienie Tydzien Grupa SEM
odchowu
| Il 1l
kontrolna 6-9 tyg. obnizona = 9-12 tyg. obnizona
temp. powietrza temp. powietrza
Temperatura rektalna 6 41,64 41,74 41,62 0,06
Temperatura radiacyjna OP* 34,62 a 32,87 A 37,75 Bb 0,60
Temperatura radiacyjna NOP** 30,63 29,38 30,41 0,40
Toniczny bezruch 96,20 94,10 147,30 16,22
Temperatura rektalna 9 41,31 41,53 41,30 0,12
Temperatura radiacyjna OP* 2917 A 19,88 B 28,13 A 0,98
Temperatura radiacyjna NOP** 30,06 A 15,83 B 29,65 A 1,32
Toniczny bezruch 186,11 a 392,40 b 160,20 a 40,37
Temperatura rektalna 10 41,63 41,78 41,58 0,08
Temperatura radiacyjna OP* 29,48 A 18,53 B 16,31 8B 1,22
Temperatura radiacyjna NOP** 32,62 A 12,12 B 13,53 B 1,78
Toniczny bezruch 180,70 126,80 193,90 27,44
Temperatura rektalna 12 42,00 a 41,87 41,52 b 0,08
Temperatura radiacyjna OP* 28,95 Aa 30,41 Ab 16,41 B 1,19
Temperatura radiacyjna NOP** 31,74 A 35,86 B 10,99 C 2,04
Toniczny bezruch 335,00 200,60 227,50 62,04

* Temperatura radiacyjna OP — temperatura radiacyjna opierzonych czesci ciata kurczecia.

** Temperatura radiacyjna NOP — temperatura radiacyjna nieopierzonych czesci ciata kurczecia.
A, b —wartoéci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie istotnie (p<0,05).
A, B —wartoéci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie istotnie (p<0,01).

73



Zaktady Naukowe

Tabela 2. Wyniki analizy rzeznej kurczgt rzeznych.

Wyszczegdlnienie (%) Grupa SEM
| I 1l
kontrola 6-9 tyg. obnizona 9-12 tyg. obnizona
femp. powietrza femp. powietrza

Wydajno$¢ rzezna z podrobami 72,26 71,96 a 73.49 b 0.27
Wydajno$¢ rzezna bez podrobdéw 67.39 67,66 68,56 0,30
Miesnie piersiowe 14,86 A 1523 a 16,23 Bb 0,21
Mieénie nég 19,01 19.17 19,45 0.18
Kosci ndg 7.03 7.03 7.08 0,12
Ttuszcz sadetkowy 1,73 A 1,52 a 0.83 Bb 0,12
Podroby 6,62 A 5,98 Bb 6,42 a 0,09
Watroba 2,40 A 2,08 B 221B 0,03
Zotqdek 3,56 3,23 3,50 0,07
Serce 0.67 0,72 0.71 0,01

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

Tabela 3. pH — mieéni piersiowych i nég kurczgt rzeznych.

Grupa
Wyszezegolnienie konITrolo 6-9 tyg. :Jlbnizono 9-12 Tyg.“c|>bniionc: SEM
temp. powietrza femp. powietrza
Migénie pHis 6,09 A 594B 6,04 0,05
piersiowe PHas 6,26 A 617 A 5988 0,02
Migénie pHis 6,35 6,59 6,44 0,03
nog ™ 6,69A 652 a 6,14 Bb 0,08

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

Zadanie 04-12-03-11
Monitoring wystepowania miopatii miesnia piersiowego w stadach szybko i wolno
rosngcych kurczgt z okresleniem wptywu na wydajnosé poubojowq oraz sensoryczng
i technologiczng jakos¢ miesa.

kierownik zadania: dr hab. Katarzyna Pottowicz, prof. IZ PIB

Cel zadania:

Celem zadania byto okreslenie czestotliwosci wystepowania i nasilenia miopatii i wad miesa
U szybko i wolno rosngcych kurczgt rzeznych oraz zbadanie mikrostruktury i fizykochemicznych
i sensorycznych wtasciwosci obarczonych nimi miesni, a takze okredlenie ich zwigzku z masq
ciata, umiesnieniem i ottuszczeniem ptakdw.

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

Materiat doswiadczalny stanowity pobrane i zabezpieczone w poprzednich etapach
badan miesnie piersiowe powierzchniowe (pectoralis superficialis) szybko i wolno rosngcych
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kurczat brojleréw, przydzielone do grup na podstawie oceny makroskopowej, w zaleznosci od
braku lub wystgpienia miopatii WS (white stripping) z uwzglednieniem stopnia jej nasilenia.

Grupe 0 stanowity miesnie normalne, w ktdérych nie obserwowano wady, natomiast do
grup 112 przydzielono miesnie o odpowiednio matym i srednim jej nasileniu. Wéréd analizowa-
nych miesni nie odnotowano przypadkdéw duzego nasilenia badanej miopati.

Zamrozone w ciektym azocie i przechowywane w zamrazarce (-87°C) prébki pocieto
w kriostacie (HR-Slee) na skrawki o grubosci 10 um, w temperaturze -25°C, i poddano reakgcji
na wykrywanie dehydrogenazy NADPH (diaforazy) metodqg Pearsa oraz reakciji na aktywnose
ATP-azy miozynowej zgodnie z metodykqg Brooke i Kaiser (1970) oraz Guth i Samaha (1972).
W celu okreslenia ttuszczu srodmiesniowego przeprowadzono takze barwienie czerwieniq ole-
istg (Oil red). Badania zostaty przeprowadzone przy uzyciu mikroskopu $wietlnego Nikon E600
oraz programu analizy obrazu Multi Scan 95.

Wyniki badan mikrostruktury miesni piersiowych kurczgt wskazujq, ze wystgpienie miopatii
WS istotnie wptyneto na procentowy udziat witdkien miesniowych o prawidtowej budowie (Ta-
bela 1.). Nie potwierdzono natomiast wptywu badanej miopatii na ich srednice. Najczesciej
obserwowang zmiang histopatologiczng miesni piersiowych kurczat byt przerost wtdkien mie-
Sniowych (wtdkna olbrzymie). Ich udziat byt istotnie wiekszy w miesniach o srednim nasileniu
miopatii WS (grupa 2.) w poréwnaniu do grupy normalnej (grupa 0). Inng obserwowang
zmiang patologiczng w miesniach piersiowych kurczgt obarczonych WS byta atrofia (zanik
witdkien miesniowych). Jednak w tym przypadku, réznic w procentowym udziale wtdkien atro-
ficznych pomiedzy badanymi grupami miesni nie potwierdzono statystycznie. Badania wyka-
zaty rowniez obecnos$¢ zmian w postaci martwicy z fagocytozq. Najwiekszy potwierdzony sta-
tystycznie udziat widkien objetych tg wadg stwierdzono w grupie 2., najmniejszy zas w grupie
miesni normalnych. Procesowi martwiczemu towarzyszyty takze zmiany zwyrodnieniowe takie
jak ujednolicenie struktury wtdkna miesniowego lub jego rozpad. Nasilaniu sie miopatii WS mie-
$ni piersiowych kurczgt towarzyszyty takze zmiany zwigzane z przerostem tkanki tgcznej. W mie-
Sniach piersiowych grupy 2. stwierdzono znaczny wzrost udziatu zrebu tgcznotkankowego
w strukturze miesni oraz sporadyczne nacieki limfocytow.

Tabela 1. Srednica wtdkien migéniowych prawidtowych oraz procent zmian histopatologicznych w migéniu piersiowym
szybko rosngcych kurczgt w zaleznosci od nasilenia miopatii WS.

Cecha 0 1 2 SEM
Wtbkna prawidtowe (%) 99.68 a 96,58 92,46 b 0,03
Wtdkna prawidtowe (um) 59,67 60,62 62,78 0,08
Wtbdkna olbrzymie (%) 0,07 a 2,55 4,77 b 0,10
Wtbdkna atroficzne (%) 0,25 0,41 0,78 0,05
Martwica z fagocytozqg (%) 0,02a 0,66 1,99 b 0,13
Przerost tkanki tgcznej (%) + ++ 0,02
Zmiany zapalne + 0,01

Ponadto, w obrazie mikroskopowym miesni piersiowych zakwalifikowanych do grupy 2., w prze-
ciwienstwie do miesni normalnych, zaobserwowano nagromadzenie ziaren ttuszczu srodmie-
Sniowego, przy czym wyniki te byty zbiezne z wynikami analizy sktadu chemicznego miesa.
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Tabela 2. Srednica wtdkien migéniowych prawidtowych oraz procent zmian histopatologicznych w mieéniu piersiowym
wolno rosngcych kurczgt w zaleznosci od nasilenia miopatii WS.

Cecha 0 1 2 SEM
Wtdkna prawidtowe (%) 100 100 - 0,06
Witdkna prawidtowe (um) 51,27 51,62 - 0,15

Analiza mikrostruktury miesni piersiowych kurczgt wolno rosngcych nie wykazata réznic w wiel-
kosci prawidtowych wtdkien miesniowych pomiedzy grupg normalng (grupa 0) a miesniami
o matym nasileniu wady WS (grupa 1.). Nie stwierdzono tez obecnosci wtdkien olbrzymich ani
innych zmian histopatologicznych w strukturze miesni tych ptakéw (Tabela 2.), przy czym mie-
$nie piersiowe kurczgt wolno rosngcych w wiekszosci przypadkdw kwalifikowane byty jako nor-
malne, za$ wystepujgca u nich sporadycznie miopatia WS wystepowata jedynie w matym na-
sileniu.

Na podstawie przeprowadzonych badanh stwierdzono, ze choé mate lub $rednie nasile-
nie miopatii biatych smug (WS) nie wptywa na wydajno$é poubojowq i technologiczng jakose
miesa, moze jednak determinowac jego wartos¢ odzywczqg oraz niektdre wyznaczniki jakosci
sensorycznej i przez to zmniejszy¢ jego akceptacje wérdéd konsumentow.

Zadanie 04-12-04-11
Wptyw zabiegu sterylizacji kogutdw i zywienia w oparciu o krajowe zrodta
biatka na jakos¢ miesa.

kierownik zadania: drinz. Jolanta Calik

Cel badan:

Celem badan byta ocena wptywu zabiegu sterylizaciji kogutdw i zywienia w oparciu o krajowe
Zzrodta biatka na jakosé miesa.

Materiat doswiadczalny stanowity koguty i kaptony rasy karmazyn/rhode island red
(K-22), utrzymywane w systemie $ciotowym. Doswiadczenie przeprowadzono w Zaktadzie Do-
Swiadczalnym IZ PIB w Chorzelowie Sp. z 0.0. Ptaki po wylegu zwazono i oznakowano znacz-
kami, a nastepnie przydzielono losowo do czterech grup, po 40 sztuk w kazdej grupie. Proce-
dury do$wiadczenia byty zgodne z wymaganiami nadanymi przez Komisje Etyczng nr 515/2021
z dnia 28.04.2021 roku.

Wszystkie ptaki przez caty okres odchowu i fuczu miaty staty, nieograniczony (ad libitum)
dostep do paszy oraz do wody pitnej. Na potrzeby doswiadczenia opracowano receptury
mieszanek paszowych — mieszanke kontrolng (zbozowq z poekstrakcyjng $rutg sojowq) oraz
mieszanke doswiadczalng (zbozowq opartg na krajowych zrédtach biatka).

Ptaki utrzymywano z zachowaniem dobrostanu, w optymalnych warunkach srodowisko-
wych, przy wielkosci obsady wynoszgcej 7 sztuk/mz2. Program szczepien obejmowat szczepienia
przeciwko chorobie Mareka - rzekomemu pomorowi, zakaznemu zapaleniu oskrzeli, chorobie
Gumboro oraz kokcydiozie. Zabieg kastracji zostat przeprowadzony w znieczuleniu miejsco-
wym przez lekarza weterynarii w 8. tygodniu zycia ptakdw, przy masie ciata ok. 580 g. Po za-
biegu ptaki zostaty przeniesione do czystego pomieszczenia, gdzie podano im wode i pasze.
Po zakonhczeniu tuczu, tj. w 24. tygodniu zycia ptakdw, z kazdej grupy wybrano do uboju po
10 ptakdw o masie ciata zblizonej do sredniej w grupie. Kogutki i kaptony przez okoto 12 godzin
przed ubojem nie ofrzymywaty paszy, natomiast miaty zapewniony staty dostep do wody.
Czynno$¢ uSmiercania zostata przeprowadzona przez osobe przeszkolong metodqg dekapita-
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cji. Za pomocqg pH-metru CyberScan 10 okreslono kwasowo$¢ miesni w 15. minucie po usmier-
ceniu ptakdw iich skrwawieniu, a nastepnie zostata przeprowadzona standardowa obrébka
poubojowa (oparzanie, skubanie, patroszenie). Skontrolowano skuteczno$¢ przeprowadzo-
nego zabiegu (brak jgder). Schtodzone tuszki poddano analizie rzeznej wedtug metodyki Zio-
teckiego i Doruchowskiego (1989) po uprzednim okresleniu ich barwy, przy uzyciu spektrofoto-
metru odbiciowego Minolta CR 310.

Uzyskane wyniki zweryfikowano statystycznie, przy uzyciu analizy warianciji (ANOVA). Ob-
liczenia wykonano pakietem statystycznym Statistica 13.1.

Po wykonaniu zabiegu kastracji, w wyniku niedoboru testosteronu w dos¢ krotkim czasie
obserwuje sie zmiany w wyglgdzie i zachowaniu samcdw, co réwniez zaobserwowano w ba-
daniach wtasnych (Fot. 1.-2.). Dotyczyto to drugorzednych cech ptciowych, tj. grzebienia
i dzwonkoéw, ktdre staty sie bladozdtte i w ciggu kilku tygodni ulegaty uwstecznieniu. Ptaki po
przeprowadzonym zabiegu staty sie bardziej spokojne i mniej aktywne.

Fot. 1. Kapton karmazyn/RIR — K-22. Fot. 2. Kogut karmazyn/RIR — K-22.

-

W 24. tygodniu zycia ptakdw, srednia masa ciata byta istotnie wieksza w grupie llli IV (P<0.01),
czyli u kastrowanych ptakdw, przy jednoczesnie istotnie (P<0.05 i P<0.01) mniejszych stratach
masy tuszek podczas ich przechowywania (o 0.54 pkt. proc.). Kaptony wyrdzniaty sie takze
istotnie (P<0.05 i P<0.01) wiekszg wydajnosciqg rzezng z podrobami (Srednio o 0,82 pkt. proc.)
i bez podrobdw (Srednio o0 0,56 pkt. proc.) oraz zawartodcig miesni piersiowych (17,54-17,95%).
Réwniez zawartosé miesni ndg byta istotnie (P<0.01) wieksza u kaptonowanych ptakéw (22,87-
23,25%). W grupach kastrowanych ptakdédw odnotowano istotnie (P<0.05) wiekszy udziat
narzgddw wewnetrznych, a w tym szczegdlnie wagtroby (P<0.01) oraz tendencje do wiekszej
zawartosci zotqgdka i serca. W badaniach nie stwierdzono istotnych réznic w procentowym
udziale kodci ndg. Natomiast kogutki i kaptony rdznity sie istotnie (P<0.01) pod wzgledem
zawartosci ttuszczu sadetkowego, stanowigcego odpowiednio w grupie i ll: 1,351 1,29% oraz
w grupie Il 1V: 2,311 2,21% masy tuszki. Oceniane grupy ptakdw roznity sie takze istotnie (P<0,05
lub (P<0,01) w zakresie barwy tuszek oraz ocenianych partii miesni. Tuszki kaptondw wyrdzniaty
sie istotnie (P<0,05 lub P<0,01) jasniejszg (L*) i bardziej z6ttg (b*) barwg przy mniejszym jej
wysyceniu w kierunku czerwonej (a*). Podobne zaleznosci zaobserwowano u kastrowanych
ptakdw w miesniach piersiowych i nég. Pomiary kwasowosci pH miesni wskazujq, ze zabieg
kaptonowania nie wptyngt na zakwaszenie ocenianych miesni po uboju iich schtodzeniu.
Generalnie, w przeprowadzonych analizach nie odnotowano istotnych réznic pomiedzy
ocenianymi grupami ptakdw w zaleznosci od zastosowanych mieszanek paszowych.
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Rycina 1. Masa ciata (g).
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Rycina 4. Krucho$¢ miesni piersiowych i nég (N)
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Zadanie 04-12-01-11

Okreslenie wptywu wybranych preparatéw bioaktywnych podanych in ovo na
ksztattowanie wskaznikéw wylegowosci drobiu wodnego.

kierownik zadania: drinz. Lidia Lewko

Cel zadania:

Celem badah byto okredlenie wptywu wybranych preparatéw bioaktywnych podanych in
ovo, w okreslonych terminach okresu embriogenezy kaczek, na ksztattowanie wskaznikdw wy-
legowosci, przezywalnosci i zdrowotnosci pisklgt.

Materiatem badawczym w realizowanym zadaniu byty jaja wylegowe kaczek, pocho-
dzqgce ze stada hodowlanego D-11 (kaczka dworka), przeznaczonego do chowu przydomo-
wego. Ptaki te utrzymywane sq w Stacji Zasobdw Genetycznych Drobiu Wodnego Instytutu
Zootechniki PIB ZD Kotuda Wielka.

Kaczki, od ktérych pobierano jaja do iniekcji, utrzymywano w jednakowych warunkach
srodowiskowo-zywieniowych. Od ptakdéw bedgcych w jednakowym wieku pobrano jaja do
dos$wiadczalne] inkubacji (dwa powtdrzenia). Ogdétem dodwiadczalnej inkubacji poddano
360 jaj kaczych.
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W okresie od maja do czerwca 2021 roku przeprowadzono iniekcje witaming K (Vita-
con/Phytomenadionum, 10 mg/ml, Polfa, Warszawa) i preparatem lizozymu o aktywnosci
> 40.000 U/ml (1 g, Sigma-Aldrich).

Utworzono sze$¢ grup doswiadczalnych:

— grupa 1. -kontrolna niepoddana iniekcji (K1)* (30 jaj) (12 doba),

- grupa 2. - doswiadczalna 1 (D1-K1) - iniekcja witaminy K w dawce 10 mg/jajo w 12. dniu
inkubacii (30 jaj),

— grupa 3. - do$wiadczalna 2 (D2-K2) - iniekcja witaminy K w dawce 10 mg/jajo w 20. dniu
inkubacii (30 jaj),

— grupa 4. - kontrolna niepoddana iniekcji (K2)* (30 jaj) (20. doba],

— grupa 5. - doswiadczalna 1 (D1-L1) - iniekcja preparatem lizozymu w dawce 0,1 ml /jgjo
w 12. dniu inkubaciji (30 jaij),

- grupa é. - doswiadczalna 2 (D2-L2) - iniekcja preparatem lizozymu w dawce 0,1 ml /jajo
w 20. dniu inkubacii (30 jaj).

Fot. 2. Przygotowanie do iniekcji — nawiercanie otworu Fot. 3. Oznaczanie jqj i iniekcja do komory
w skorupie. powietrznej $wiezo przygotowanego

roztworu wit. K.

Ly
A

Wszystkie doswiadczenia i badania zrealizowano w Staciji Zasobdw Genetycznych Drobiu Wod-
nego w Dworzyskach, Instytut Zootechniki PIB Zaktad Doswiadczalny Kotuda Wielka. W tutej-
szym Zaktadzie Wylegowym przeprowadzono zgodnie z przyjetymi w nim standardowymi pro-
cedurami inkubacje doswiadczalnych jaj oraz iniekcje.

Uzyskane wyniki sktadajgce sie na ocene wskaznikdw wylegowosci, z uwzglednieniem
rodzaju zastosowanego preparatu bioaktywnego, jego dawki i okresu inkubacii w czasie iniek-
cji opracowano statystycznie za pomocq programu Statistica 10 (StatSoft, 2006). Obliczono
srednie arytmetyczne (x), odchylenie standardowe (SD) i wspdtczynnik zmiennosci (v). W celu
okresdlenia istotnosci réznic miedzy Srednimi dla grup zastosowano test Duncana. Rdznice
uznano za statystycznie istotne na poziomie p<0,05. Przeprowadzono ponadto dwuczynnikowqg
analize wariancji z uwzglednieniem interakcji. Istotnos¢ wptywu kazdego zrédta zmiennosci
oceniono festem F-Snedecora. Wyniki opracowano w formie sprawozdania rocznego z reali-
zowanego zadania.

Naijciezsze jaja natozone pochodzity z grupy doswiadczalnej ptakdw iniekowanej wita-
ming K w dawce 10 mg/jajo w 20. dniu inkubaciji — 92,78 g. Z kolei najnizszg mase natozonych
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jaj odnotowano w grupie K2 (grupa kontrolna niepoddana iniekcji/20. doba) — 87,90 g. W przy-
padku pozostatych grup doswiadczalnych kaczek masa ww. jaj miescita sie w przedziale od
89.48 (iniekcja preparatem lizozymu w dawce 0,1 ml/jajo w 20. dniu inkubaciji) do 92,49 g (in-
iekcja witaminy K w dawce 10 mg/jajo w 12. dniu inkubacji). Wykazano réznice statystycznie
istotne (p<0,05).

W grupie kaczek iniekowanych preparatem lizozymu w dawce 0,1 ml /jajo w 20. dniu
inkubaciji (D2-L2) wykazano najwiekszy stosunek jaj wylezonych do zaptodnionych (90,40%)
i wylezonych do przetozonych (94,40%), przy jednoczesnie najmniejszej iloSci jaj nie wylezonych
(5,60%), pisklgt kalekich (0,37%) i zarodkdw zamartych (4,23%). Odwrotng sytuacje stwierdzono
w grupie doswiadczalnej K-2 (kontrolna, bez iniekcji — 20. doba), w ktdrej odnotowano naj-
mniejszy stosunek jaj wylezonych do zaptodnionych (86,14%) oraz jaj wylezonych do przetozo-
nych (91,99%). Stwierdzono takze najwiekszg ilo$¢ jaj niewylezonych (8,00%), ilos¢ pisklgt kale-
kich (0,86%) i zarodkéw zamartych (8,16%). llo$¢ jaj przetozonych zawierata sie w granicach od
91,83 (K-2) do 95,77% (D2-L2). Wykazano réznice statystycznie istotne (p<0,05).

Zadanie 04-12-06-11
Ksztattowanie sie wybranych cech fizykochemicznych miesa kur i pulard w zaleznosci
od pochodzenia i zywienia.

kierownik zadania: dr inz. Joanna Obrzut

Cel zadania:

Celem badan byta ocena jakosci miesa kur i pulard rhode island red (K-22). Do$wiadczenie
przeprowadzono w Zaktadzie Doswiadczalnym IZ PIB Chorzeldw Sp. z 0.0. Procedury doswiad-
czenia byty zgodne z wymaganiami Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczeh na Zwie-
rzetach.

Ptaki po wylegu oznakowano i przydzielono losowo do czterech grup:

— grupa | —kurki bez sterylizaciji; system utrzymania - §cidtkowy; zywienie — mieszanka standard,

— grupa ll - kurki bez sterylizaciji; system utrzymania — §cidtkowy; zywienie — mieszanka doswiad-
czalng,

— grupa lll = pulardy; system utrzymania — §cidtkowy; zywienie — mieszanka standard,

— grupa lV - pulardy, system utrzymania - scidtkowy; zywienie — mieszanka doswiadczalna.

Ptaki utrzymywano w standardowych warunkach srodowiskowych, przy wielkosci obsady wy-
noszgcej 7 sztuk/mz2. Program szczepieh obejmowat szczepienia przeciwko chorobie: Mareka,
rzekomemu pomorowi, zakaznemu zapaleniu oskrzeli, chorobie Gumboro oraz kokcydiozie.
Przez caty okres odchowu i fuczu kurki/pulardy zywione byty ad libitum. Zabieg sterylizacji zostat
przeprowadzony w znieczuleniu miejscowym przez lekarza weterynariiw 10. tygodniu zycia pta-
kéw, przy masie ciata ok. 1 kg. Tucz ptakdw trwat do 24. tygodnia zycia.

Po zakohczeniu doswiadczenia, z kazdej grupy wybrano do uboju po 8 ptakdw, o masie
ciata zblizonej do $redniej w grupie. Ptaki przez okoto 12 godzin przed ubojem nie ofrzymywaty
paszy, natomiast miaty zapewniony staty dostep do wody. Po uboju sprawdzono skutecznos$é
przeprowadzonego zabiegu sterylizacji (brak jajnika).

Schtodzone tuszki poddano uproszczonej analizie rzeznej wedtug metodyki Zioteckiego
i Doruchowskiego (1989) po uprzednim okresleniu ich barwy, przy uzyciu spektrofotometru od-
biciowego Minolta CR 310. Za pomocg pH-metru CyberScan 10 okre$lono kwasowos¢ miesni
w 15. minucie oraz w 24. godzinie po uboju.
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Uzyskane wyniki zweryfikowano statystycznie przy uzyciu analizy wariancji (ANOVA). Ob-
liczenia wykonano pakietem statystycznym Statistica 12.

W okresie od 10. do 24. tygodnia zycia, pulardy wyrdzniaty sie wiekszg masq ciata niz
kurki. Ostatecznie, masa ciata 24-tygodniowych, sterylizowanych ptakdéw zywionych mie-
szankg doswiadczalng wyrdzniata sie szczegdlnie w pordwnaniu z kurami zywionymi tq samag
paszqg (Rycina 1.).

Rycina 1. Masa ciata (g).
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Jak mozna zauwazy¢ na Rycinie 2. pulardy wyrdzniaty sie rowniez istotnie (P<0,01) wiekszg za-
wartoscig miesni piersiowych jak i nég (P<0,05). Ptaki z grupy I-Il oraz llI-IV réznity sie istotnie
P<0,05 lub P<0,01 pod wzgledem zawartosci ttuszczu sadetkowego (Rycina 3.).

Rycina 2. Zawarto$¢ miesni piersiowych i nég (%). Rycina 3. Zawarto$¢ ttuszczu sadetkowego (%).
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Istotno$¢ réznic: A, B — réznice wysoce istotne (P<0,01); a, b —rdznice istotne (P<0,05).

Kwasowos¢ miesni piersiowych i miesni ndg ptakdw, mierzona 15 minutach po uboju oraz po
24 godzinach chtodzenia tuszek, utrzymywata sie na podobnym poziomie, zardbwno miedzy
kurkami a pulardami zywionymi tymi samymi mieszankami. Biorgc pod uwage barwe tuszki
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(Tabela 1.), wartosci réznity sie istotnie P<0,05 lub P<0,01. Pulardy cechowaty sie jasniejszg
barwg, byty bardziej z6tte i mniej czerwone w poréwnaniu z kurkami.

Tabela 1. Barwa tuszki w skali: L*a*b*.

Wyszczegdlnienie Grupall Grupalll Grupallll Grupa IV

L* 68,21 +1,10Bb 68,25+ 1,52Bb 70,36+ 1,18a 70,88 £ 1,22A
a* 4,29 +0,22A 4,23+ 0,28A 3,62+0,48B 3,40 + 0,428
b* 11,37 £2,14b 13,57 +1,58b 15,74 + 2,52A 18,13+2,40 A

Istotno$¢ réznic: A, B - réznice wysoce istotne (P<0,01); a, b —rdznice istotne (P<0,05).

Podsumowuijqgc, zabieg sterylizacji kurek wptyngt korzystanie na mase ciata i umiesnienie tuszki.
Pomiedzy ocenianymi grupami ptakdéw odnotowano takze zréznicowanie w zakresie wybar-
wienia tuszki, ktéra u pulard byta jasniejsza (L*) i bardziej z6tta (b*), natomiast u kurek bardziej
czerwona (a*). Pod wzgledem wszystkich badanych cech lepsze wyniki uzyskaty pulardy zy-
wione paszq doswiadczalng.

Zaklad Hodowli Owiec i K6z

kierownik: dr hab. Aldona Kawecka, prof. IZ PIB

Zadanie 01-13-03-11

Charakterystyka zréznicowania genetycznego matej populacji na przyktadzie
rodzimej rasy koz karpackich.

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

Fot. 1. Kozy karpackie (M. Pasternak).
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Readlizacja zadania uwzglednia cele szczegdtowe:

— Analize struktury genetycznej populaciji o matej liczebnosci na przyktadzie kéz karpackich.
— Wykorzystanie polimorfizmu biatek mleka koziego w ocenie przydatnosci technologicznej
i dietetycznej surowca.
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Rysunek 1. Rozmieszczenie stad kdz karpackich objetych badaniami.
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Baza danych:

W okresie sprawozdawczym, w utworzonej w frakcie realizacji zadania aplikacji bazodanowej,
gromadzono dane dla catej populacji kéz karpackich. Uaktualniona baza danych zawiera
informacje o 330 kozach i 72 koztach. Aplikacja ta posiada nastepujgce mozliwosci: edy-
cja/dodawanie nowych zwierzgt wraz z walidacjg danych przed zapisem wyswietlanie danych
hodowcdw wraz z filtrowaniem, edycja/dodawanie hodowcéw wraz z walidacjg danych
przed zapisem oraz generowanie ,,Swiadectwa wpisu do ksigg'”.

Swiadectwa dla kéz rasy karpacka przyznawane sqg od stycznia 2010 roku. Do konca
2019 roku $wiadectwo uzyskaty 324 kozy i 63 kozty. Gospodarstwa znajdowaty sie na terenie
wojewddztw: dolnoslgskiego, lubelskiego, tddzkiego, matopolskiego, opolskiego, podkarpac-
kiego, Slaskiego, $wietokrzyskiego i wielkopolskiego. Najwiecej swiadectw wystawiono w 2017
roku dla kéz (91), a w 2018 roku dla koztéw (16).

Kozy z analizowanych gospodarstw byty pod kontrolg uzytkowosci mlecznej i rozptodo-
wej. Oceniono 148 kéz matek — ddj trwat srednio 227 dni (od 111-300 dni), a Srednia wydajnose
mleczna wynosita 269,7 kg mileka. Najwyzsza wydajnos¢ mleczna wynosita 508 kg, najnizsza
92 kg. Zawartos¢ ttuszczu miescita sie w przedziale od 1,24-5,04%, Srednio wynoszgc 2,8%, a za-
warto$¢ biatka w przedziale od 1,77-3,89%, srednio 2,9%. Urodzito sie 216 koZlgt, srednio na wy-
kot przypadato 1,5 koZlecia, z czego 46% stanowity koziotki, a 54% kdzki.

Wykres 1. Srednia dtugo$é doju (dni).
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Wykres 2. Srednia wydajno$é¢ mieka (kg).
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Wykres 3. Zawartos¢ ttuszczu i biatka w mleku (%).
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Andliza polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych:

W roku sprawozdawczym zakohczono analize polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych. W ra-
mach tych dziatah przebadano 249 dorostych osobnikéw kdz karpackich (samice i samce)
w 14 stadach objetych programem ochrony zasobdéw genetycznych (Rysunek 1.). W badaniu
tym przeanalizowano 14 markeréw mikrosatelitarnych zalecanych przez International Society
for Animal Genetics (ISAG) do indywidualnej identyfikacji koz i testowania ich pochodzenia.

Stwierdzono, ze kozy karpackie hodowane w Polsce, charakteryzowaty sie stosunkowo
duzym zréznicowaniem genetycznym, ze $redniq alleli na locus, wynoszgcq 9,143. W analizo-
wanych stadach, $rednia liczba alleli w locus wahata sie w zakresie od 3 do 8.214. Wartosci
heterozygotycznosci obserwowaneji oczekiwanej przyjmowaty warto$ci od najnizszych (odpo-
wiednio Ho=0.439 i He=0.467) do najwyzszych (Ho=0.802 i He=0.743) w zaleznosci od stada.
Wspodtczynnik inbredu (F) wahat sie od -0,166 do 0,046, pozostajgc na stosunkowo niskim pozio-
mie, co $wiadczy o braku zagrozenia chowem wsobnym w badanej populacii.
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Tabela 1. Charakterystyka 14 stad kdz karpackich na podstawie loci mikrosatelitarnych.

Stado N Na Ne Ho He F

1. 6 3.000 2.401 0.560 0.538 -0.042
2. 7 2.714 2.034 0.439 0.467 0.046
3, 38 5.071 3.062 0.656 0.632 -0.031
4, 14 3.214 2.450 0.622 0.526 -0.166
O 19 5.857 3.175 0.647 0.667 0.022
6. 18 5214 3.468 0.690 0.658 -0.050
7. 32 5.857 3.254 0.670 0.655 -0.027
8. 19 5.643 3.405 0.662 0.659 0.001

9. 12 4.786 3.224 0.708 0.661 -0.065
10. 7 3.286 2.664 0.653 0.551 -0.193
11. 13 3.571 2.754 0.687 0.607 -0.127
12. 8 5.286 3.715 0.688 0.685 -0.006
13. 9 6.429 4.269 0.802 0.743 -0.080
14. 47 8.214 4.468 0.714 0.733 0.025

N - liczZba osobnikéw; Na - liczba dlleli; Ne - liczba efektywnych alleli; Ho — obserwowana heterozygotycznos¢; He —
oczekiwana heterozygotycznose; F — wspdtczynnik inbredu.

Polimorfizm biatek mleka koziego:

W ramach zadania, w roku sprawozdawczym, probki DNA 294 kéz réznych ras (karpackich,
anglonubijskich, alpejskich i mieszancéw) poddano analizie genetycznej genu CSN2. Gen
CSN2 o dtugosci ok. 9 tys. nukleotyddw, sktada sie z 8 eksondw i koduje biatko kazeine-p. We-
dtug réznych danych literaturowych posiada od 8-13 réznych alleli, z ktérych niektére mozna
rozréznic wytgceznie na poziomie analiz biatkowych (np. allele B i D). Kozy z allelami A, A1, B, C,
C1, DiE majqg ekspresje biatka CSN2 normalng. Kozy z allelami 0i 01 w uktadzie homozygotycz-
nym nie majg w mleku biatka CSN2. Niektére z alleli byty obserwowane wytqgcznie w lokalnych
populacjach.

Potwierdzono metodg sekwencjonowania otrzymane wczesniej wyniki genotypowania
z uzyciem aparatu real-time PCR (dyskryminacja alleli) i znakowanych sond TagMan MGB dia
alleli 01, 0i C. W tym celu dla wyselekcjonowanych osobnikdw (22) przeprowadzono dwie re-
akcje sekwencjonowania wybranych fragmentéw genu obejmujgcych miejsca polimorficzne
analizowane sondami MGB. Wyniki sekwencjonowania daty identyczny wynik jak w przypadku
metody dyskryminacji alleli tym samym potwierdzajgc poprawnosé dziatania metody genoty-
powania z uzyciem aparatu real-time PCR.

Po przeprowadzeniu reakcji PCR i sekwencjonowania dwdch kolejnych fragmentéw
genu CNS2 u wszystkich badanych osobnikéw, w celu potwierdzenia lub wykluczenia obecno-
Scialleli A, A1, C, C1 oraz E, uzyskano wyniki dla 281 osobnikdw. W badanej populacii nie zna-
leziono allelu E u zadnego osobnika, a analiza haplotypdw wykazata obecnos¢ alleli A, C oraz
C1. Dalsza analiza statystyczna pozwoli na doktadne oszacowanie czestodci poszczegdlinych
genotypow.
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Rysunek. 2. Jedno z analizowanych miejsc polimorficznych w eksonie 9 genu CSN2, pozwalajgce odrdzni¢ allel C od
Cl.

Zadanie 01-13-04-11
Wykorzystanie dodatkdw ziotowych w poprawie zdrowotnosci i wynikéw produkcyjnych
matych przezuwaczy.

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

Cel zadania:

Celem podijetych badan jest zbadanie wptywu wybranych dodatkédw paszowych na
zdrowotnos¢ i wyniki produkcyjne jagniat i kozlgt ras rodzimych oraz na wyniki uzytkowosci
mlecznej kéz karpackich. Zwierzeta ofrzymywaty mieszanke ziotowq, w postaci dodatku suszu
z zidt do paszy tresciwej. W pierwszym roku doswiadczenia planowane byto okredlenie
korzystniejszego udziatu fitododatku do paszy tre$ciwej, w celu wyboru optymalnego modelu
zywienia. W ramach tego etapu zrealizowano ponizsze zadania:

Opracowanie mieszanki ziotowej:

Mieszanki ziotowe (susz) zawierajgce po cztery komponenty
zastosowano jako dodatek do paszy tresciwej dla jagnigt i koz.

Tabela 1. Sktadniki mieszanki ziotowej dla jagnigt i kéz.

Jagnieta Kozy
Koper wtoski Koper wtoski
Jezéwka purpurowa (Echinaceaq) Tymianek
Czosnek Pokrzywa
Tymianek Ostropest

Ocena wartosci pokarmowej pasz:

Analize chemiczng pasz przeprowadzono w Dziale Analityki Laboratoryjnej — Centralnym
Laboratorium 1Z PIB. Okreslono zawarto$¢ suchej masy, popiotu, biatka ogdlnego, ttuszczu
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surowego, wtékna detergentowego neutralnego (NDF); okreslono profil wyzszych kwasdw
ttuszczowych.

Ocena wskaznikdw produkcyjnych:

W Stacji Oceny Trykdw w Kociugach w ZD IZ PIB Pawtowice przeprowadzono czesé
dos$wiadczalng zadania. Jagnieta rodzimych ras owiec — merynos polski w starym typie oraz
merynos barwny ze stad IZ PIB, utrzymywane byty w kojcach grupowych. W kazdej rasie
wyodrebniono 3 grupy (grupa kontrolna oraz dwie grupy otrzymujgce pasze o réznym udziale
dodatku ziotowego).

Pomiary przyzyciowe:

W czasie doswiadczenia wykonano pomiary przyzyciowe (masa ciata, pomiary USG
powierzchni m.l.dorsi, kontrola pobrania paszy). Na poczgtku i koncu tuczu pobrano krew od
wszystkich jagnigt i przestano do laboratorium w celu oceny wskaznikdw fizjologicznych.

Pomiary poubojowe:

Po zakonhczeniu tuczu jagnieta zostaty poddane ubojowi doswiadczalnemu. Analiza rzezna
wykonana zostata wedtug procedur stosowanych w IZ PIB. Ocena poubojowa tuszy objeta
oszacowanie wydajnosci rzeznej, pomiary wyrebdw, okreslenie masy wyrebdw, dysekcje
szczegdtowq udzca. W Tabelach 2.-4. przedstawiono wybrane wyniki oceny tucznej i rzeznej
jagnigt rasy merynos polski w starym typie.

Ocena jakosci miesa:

Pobrane prébki miesnia udica zabezpieczono w celu poddania dalszym analizom sktadu
miesa (analizy: sucha masa, popidt catkowity, ttuszcz wolny, biatko ogdine profil WKT z CLA
cholesterol, kolagen, aminokwasy).

Fot. 1. Tryczki rasy merynos barwny w stacji oceny trykdw w ZD IZ PIB Pawtowice
(W. Malanek).
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Zaktady Naukowe

Grupa Czas tfrwania Masa kohcowa Przyrosty Zuz. paszy/kg Masa tuszy
fuczu (dni) (kg) dobowe (g) przyrostu zimnej (kg)

Kontrolna 69,5 43,8 344,8 4 19,4

Ziota | 69.6 43,8 339.4 4,5 19.4

Ziota ll 68,9 43,0 347,2 4,2 18,7

Tabela 3. Masa wybranych wyrebéw (kg).

Grupa karkéwka anfrykot comber udziec

Kontrolna 0,398 0,725 0,698 3,153

Ziota | 0,429 0,787 0,754 3,324

Ziota ll 0,409 0,777 0,721 3,096

Tabela 4. Wyniki przyzyciowych pomiaréw USG m.l.d.

Grupa Grubos¢ ttuszczu nad m.l.d. (cm ) Sowiameliie el (cm2)
Kontrolna 0,36 8.81
Ziota | 0,30 9.34
Ziota ll 0,35 8,69

Ocena jakosci mleka :

Badania na kozach karpackich przeprowadzono w siedzibie stada ZD IZ PIB Odrzechowa Sp.
z 0.0. Kozy karpackie po odsadzeniu kozlgt (okoto 100. dnia zycia) byty dojone mechanicznie,
od maja do pazdziernika. Na czas trwania badan stado podzielono na grupy doswiadczalne.
Czynnikiem doswiadczalnym byta ilos¢ dodatku ziotowego w paszy tresciwej. W miesigcach
lipiec-sierpien, po okresie adaptaciji do nowej paszy, pobierano probki mleka co dwa tygodnie
do oceny jego jakosci (sktad, zawartos¢ komédrek somatycznych) na aparacie Milcoscan;
obecnie trwa analiza uzyskanych wynikdéw.

Fot. 2. Koza karpacka
(https://odrzechowa.com.pl /zaklad/kozy/kozy.html).
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Ocena wskaznikdw fiziologicznych:

W celu oceny stanu fizjologicznego zwierzat, przed rozpoczeciem pobierania paszy i na zakoh-
czenie eksperymentu przeprowadzono badania krwi — morfologia (leukocyty, erytrocyty, lim-
focyty, ptytki krwi, hemoglobina) oraz biochemia (glukoza, cholesterol, trojglicerydy, fosfoli-
pidy, bilirubina, mocznik, kreatynina, biatko catkowite, albuminy, globuliny, AST, ALT). Wybrane
wskazniki analiz dla jagnigt merynosa polskiego w starym typie przedstawiono na Wykresie 1.

Wykres 1. Wybrane parametry morfologii i biochemii krwi jagniat po podaniu dodatku ziotowego II.

® pobranie |

® pobranie |l

N W A~ O 8 N 00 O

WBC Glukoza Cholesterol Bilirubina catkowita

Zakiad Hodowli Drobnego Inwentarza

Kierownik: prof. dr hab. Dorota Kowalska

Zadanie 04-14-02-11
Opracowanie nowego typu klatek dla krélikéw utrzymywanych w warunkach
podwyzszonego dobrostanu.

kierownik zadania: prof. dr hab. Pawet Bielanski

Cel zadania:

Gtownym celem prowadzonych badan jest przetestowanie standardowych oraz opracowa-
nie nowych typdw 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 wymogdw UE, zapewniajgcych krélikom mozliwos¢ dostepu do wybiegdw
i terendw zielonych.

Grupy doswiadczalne (utworzone w trzecim etapie):

— grupa 0 - budka z wybiegiem o pow. 2 m2 (6 samic),

- grupa | - budka z wybiegiem o pow. 4 m2 (6 samic),

— grupa ll - kojec ziemny z wybiegiem (6 samic),

— grupa lll - kojec ziemny z wybiegiem powiekszonym (6 samic).
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Po wykotach samice byty odsadzane, a w dotychczasowym systemie, w kazdej z grup, utrzy-
mywana byta odsadzona mtodziez.

Wyniki analizy poziomdw kortyzolu we wtosach (zwigzany ze stresem przewlektym, z etapu po-
przedniego z nastepujgcym podziatem (Wykres 1.):

kroéliki popielnianskie utrzymywane w domku z wybiegiem,

kréliki popielnianskie utrzymywane w kojcu z wybiegiem,

kréliki popielnianskie utrzymywane w klatce zlokalizowanej w pomieszczeniu,

kréliki popielnianskie utrzymywane w klatce zmodyfikowanej zlokalizowanej w pomieszcze-
niu.

E

Wykres 1. Wyniki analizy poziomdw kortyzolu we wtosach.
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Fot. 1. Rdzne systemy utrzymania krélikdw doswiadczalnych (P. Bielanhski).
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Zadanie 04-14-03-11
Wartos¢ odzywcza miesa oraz przyswajalnos¢ wapnia z muszli jadalnych slimakow
Cornu aspersum i Helix pomatia w doswiadczeniach na szczurach.

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

Cel zadania:

Na wyspecjalizowanych polskich fermach towarowych Igdowego, jadalnego $limaka szarego
(Cornu aspersum) produkowanych jest, a takze w duzej czesci przetwarzanych w celach eks-
portowych srednio 2 tys. ton Slimakdw, w catej Europie co najmniej 40 tys. ton. Polska jest row-
niez jednym z gtéwnych, swiatowych eksporteréw §limaka winniczka (Helix pomatia).

Tematyka badan dotyczgcych wydajnosci miesnej, wartosci odzywczej i pokarmowej
miesa slimakdw nie jest jeszcze wystarczajgco omdéwiona w dostepnych publikacjach. Dlatego
pierwszym z rownowaznych celdw przeprowadzonych badah byta ocena wptywu réznych po-
ziomdw intensywnosci produkcji jadalnego $limaka szarego (Cornu aspersum) na cechy bio-
metryczne dojrzatych slimakdw towarowych i ich wydajno$¢ miesng oraz wartos¢ odzywczqg
miesa surowego i gotowanego. Nastepnym celem byto zbadanie wartosci pokarmowej biatka
gotowanego miesa slimakdéw oraz zbadanie strawnosci i przyswajalno$ci wapnia z ich muszli
poprzez przeprowadzenie doswiadczeh bilansowych na szczurach dotyczgcych wartosci bio-
logicznej (biatka — BV, strawnosci rzeczywistej — TD i wykorzystania biatka netto - NPU) miesa
dwdch podgatunkéw slimaka Cornu aspersum z populaciji hodowlanych, tj. Slimaka matego
szarego (Cornu aspersum aspersum) i Slimaka duzego szarego (Cornu aspersum maxima),
a takze slimaka winniczka (Helix pomatia) z populaciji naturalne;j.

Celem pozostatych doswiadczen na szczurach byto zbadanie bilansu wapnia z muszli
Slimakdéw, co pozwolito oceni¢ mozliwose wykorzystania muszli w suplementacii diety zwierzgt
i ludzi, w zalezno$ci od wynikéw oceny strawnosci i przyswajalnosci zawartego w nich wapnia.

Zatozenia metodyczne:

Badania przeprowadzono na utrzymywanych od 25 lat, na fermie doSwiadczalnej IZ PIB, ho-
dowlanych populacjach slimaka matego szarego (Cornu aspersum aspersum) i duzego sza-
rego (Cornu aspersum maxima), na towarowych §limakach dojrzatych jesieniq, w wieku 0+,
a w badaniach strawnosciowych, rowniez na reproduktorach w wieku 1+.

W celach poréwnawczych, odpowiednie, wezsze badania, w zakresie sktadu i strawno-
$ci sktadnikdw odzywczych miesa, przeprowadzone zostaty réwniez na dojrzatym $limaku win-
niczku (Helix pomatia) w wieku 2+ i >2+ z lokalnej populacii naturalnej. Doswiadczalne, szescio-
miesieczne cykle produkcyjne Slimaka szarego przeprowadzono w ziemnych, polowych zagro-
dach doéwiadczalnych zasiedlanych w maju, wylegiem wiosennym na poziomie ekstensyw-
nym (200 szt./m?2), standardowym (300 szt./m2) i infensywnym (400 szt./m?2). Jesieniqg pobierano
préby slimakdéw dojrzatych w tych warunkach, a préby zbiorcze ich tuszy, z podziatem na nogi
i worki trzewiowe, zbierano do odrebnych badan chemicznych dotyczgcych warto$ci odzyw-
czej surowych i gotowanych nég slimakdw oraz doswiadczeh na szczurach. Mieso Slimaka ma-
tego szarego (Cornu aspersum aspersum), w wieku 0+ do doswiadczenia I. na szczurach, byto
pozyskiwane w potowie wrzesnia z doswiadczalnego bloku zagréd polowych o powierzch-
niach 4 m2 kazda. Natomiast Slimak winniczek w wieku 2+ i >2+ byt pozyskiwany na wiosne
z populacji naturalne;.

Nastepnie, do badan bilansowych ndég i workéw trzewiowych Slimakdw, zastosowana
zostata metoda bilansowa Thomasa-Mitchella w modyfikacji Egguma (1973). Zwierzetami do-
Swiadczalnymi byty rosngce albinotyczne szczury-samce szczepu Wistar-W. Jedyne zrédto

92



Zaktady Naukowe

biatka w dietach stanowita mqgczka z gotowanego i liofilizowanego miesa Slimakow z partii
nogi i worka trzewiowego. Ze wzgledu na duzg, spowodowang suszg presje gryzoni na slimaki
z niektérych zagrdd, poniesiono duze straty w zagrodach ekstensywnych, udato sie natomiast
z powodzeniem zrealizowac badania poréwnawcze w systemach standardowym i intensyw-
nym, najczesciej stosowanych w technologii towarowej produkciji slimakéw. W przypadku da-
nych, dotyczgcych pomiardw metrycznych i wydajnosci miesnej, przeprowadzono staty-
styczne analizy istotnosci roznic, natomiast sktad chemiczny badano na prébach zbiorczych.

Podsumowanie dotyczgce wydajnosci miesnej i sktadu chemicznego miesa Slimakdw:

Iwiekszenie zageszczenia obsady zagréd polowych wylegiem wiosennym ze standardowej

wartoéci 300 szt./m2 do 400 szt./m?2 powodowato, na ogdt w sposdb statystycznie istotny

(p<0,05) lub wysoko istotny (p<0,01), obnizenie wartosci parametrow morfometrycznych ciata

oraz wydajnosci miesnej u dojrzatych osobnikdw z obu podgatunkdw slimaka szarego, z towa-

rowego zbioru jesiennego.

Slimaki winniczki z mtodszej grupy wiekowej (2+) miaty wyzszg wydajno$é miesng, niz win-
niczki ze starszej grupy wiekowej (>2+). Zawarto$¢ suchej masy, biatka ogdlnego, ttuszczu suro-
wego, wapnia, fosforu i cholesterolu w ugotowanych prébach zbiorczych nég obu podgatun-
kéw Slimaka szarego byta wyraznie wyzsza niz w nogach surowych. Wzrost zawartosci poszcze-
gdlnych sktadnikéw odzywczych w workach trzewiowych po ich ugotowaniu byt mniej wyrazny
niz w nogach obu podgatunkéw Slimaka szarego, i nie dotyczyt biatka surowego. W gotowa-
nych nogach i workach trzewiowych §limaka winniczka z mtodszej grupy wiekowej zawartosé
biatka ogdinego i kolagenu byta wyzsza, a ttuszczu surowego nizsza niz w odpowiednich cze-
Sciach tuszy winniczkdéw ze starszej grupy wiekowe;.

Na podstawie dotychczas zebranych wynikéw analiz préob zbiorczych miesa nie stwier-
dzono wptywu stopnia intensywnosci produkcji slimakdéw towarowych na podstawowe para-
metry warto$ci odzywczej obu czesci tuszy Slimaka szarego.

Stwierdzono natomiast nastepujgce réznice w warto$ci odzywczej pomiedzy nogami su-
rowymi a ugotowanymi:

— udziaty poszczegdlnych frakcji wyzszych kwasdw ttuszczowych w ich profilu réznity sie w za-
leznosci od roku poboru préb, po ugotowaniu ndg obu podgatunkdw Slimaka szarego,
wzrosty w ich profilach WKT udziaty frakcji MUFA i proporcja PUFA6/PUFA3, a zmalaty
udziaty PUFA6 i PUFA3,

- po ugotowaniu workdw trzewiowych obu podgatunkdw slimaka szarego, silnie wzrosty
w ich profilach udziaty PUFA6 i PUFAS,

- powyzsze zmiany udziatdw wymienionych frakciji UFA, tj. MUFA, PUFA3 i PUFAé w ich profi-
lach po ugotowaniu obu czesci tuszy Slimaka szarego byty znacznie wieksze u Slimakéw
dojrzatych, pochodzgcych z warunkdw wiekszej intensywnosci produkciji (400 szt./m2), niz
z mniegjszej (300 szt./m?2),

—  w mtodszej grupie wiekowej (2+) Slimaka winniczka, zardwno w profilu WKT ugotowanych
nog jak i workéw trzewiowych, udziat frakcji PUFA6 byt wyzszy, a PUFA3 znacznie nizszy niz
w starszej grupie wiekowej (>2+). W starszej grupie wiekowej, w pordwnaniu z mtodszq,
duzo wieksza byta proporcja PUFA6/PUFA3.

Powyzsze wyniki mogq by¢ przydatne, w charakterze wskazdwek, dla producentdw Slimakow,
zajmujgcych sie réwniez ich przetwdrstwem spozywczym.
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Podsumowanie wynikdéw dodwiadczeh na szczurach:

Pod wzgledem zawartosci aminokwasdw egzogennych mieso §limakdw jest wysokowarto-
Sciowe, przy czym biatko winniczka (Helix pomatia) jest bogatsze w aminokwasy niezbedne niz
biatko Slimakdédw hodowlanych rodzaju Cornu. Biatko Slimakéw posiada wysokg wartose biolo-
giczng (BV) i wysokq strawnos$¢ rzeczywistqg (TD). Biatko slimakdéw hodowlanych charakteryzuje
sie wyzszg wartoscig biologiczng i lepszym wskaznikiem wykorzystania biatka netto (NPU) niz
Slimaka winniczka. Zgodnie ze wskaznikiem CS (Chemical Score) aminokwasem ograniczajqg-
cym warto$¢ biologiczng biatka w miesie Slimakdw jest metionina. Biatko workdw trzewiowych
Slimaka szarego matego (Cornu aspersum aspersum) i slimaka winniczka ma nieco nizszg war-
tos¢ pokarmowq niz mieso z partii nogi. W przypadku $limaka duzego szarego (Cornu aspersum
maxima) warto$¢ pokarmowa biatka w obu partiach miesa jest rdwnie wysoka.

System chowu ma istotny wptyw na wartos¢ pokarmowq biatka w miesie slimakdw ho-
dowlanych Cornu. Stwierdzono nizszq warto$¢ biologiczng (BV) biatka w miesie, zarbwno z par-
tii nogi jak i workdw trzewiowych, u slimakdw z chowu intensywnego, w stosunku do $limakdéw
z chowu standardowego.

Ze wzgledu na sktad chemiczny i wysokg wartos¢ pokarmowq biatka, worki tfrzewiowe
Slimaka winniczka i §limakdéw hodowlanych jako produkt odpadowy mogg stanowi¢ dodat-
kowe 7zrodto warto$ciowego biatka i wielonienasyconych kwasdw ttuszczowych w paszach dla
zwierzgt. W celu lepszego wykorzystania biatka konieczne bedzie uzupetnienie mieszanek syn-
tetyczng metioning.

Wapnh w muszlach §limakéw matego szarego i duzego szarego charakteryzuje wyzsza
strawnos¢ i retencja w organizmie szczurdw niz wapn pochodzgcy z muszli Slimaka winniczka
i weglanu wapnia, standardowo stosowanego w dietach dla zwierzgt modelowych.

System utrzymania, w przypadku Slimaka matego szarego, nie wptywa istotnie na przy-
swajalno$¢ wapnia z muszli w organizmie szczuréw.

Waph w muszlach $limaka duzego szarego z chowu intensywnego byt istotnie lepiej przy-
swajalny niz waph pochodzgcy z muszli Slimaka tego gatunku z chowu standardowego. Muszle
Slimakdéw hodowlanych stanowig warto$ciowe zrédto dobrze przyswajalnego wapnia i po od-
powiednim przygotowaniu mogg by¢ wykorzystywane jako suplement w diecie cztowieka
i w paszach dla zwierzgt.

Wybrane wyniki szczegdtowe:

Tabela 1. Réznice pomiedzy parametrami morfometrycznymi Slimaka matego szarego (Cornu aspersu aspersum)
w wieku 0+ i wskaznikami jego wydajnosci miesnej przy dwdch zageszczeniach obsad.

— = O ~ ~ ~ 0
£ N L = o) = =8 D2 DR e B
2 o 2 S5 o © 9 9]
9. 8 E E (¥ 2 2 22 20 2% g2 gz 2
2E | 5H 9 2 2 2 gz 99® | 23| 23R | 232
o = o 2 O — O — O — O — o0 O O O O O O oo 0
oM & € b S0 e S0 = E S32| 332|332 | 33E
2019 r
300 26,2 1.9 8,4 6,5 3,6 2.9 76,9 42,9 56,0 124,1
2020.
300 26,2 1,70 8,40 6,40 3,40 27 76,0 40,6 53,5 125,9
400 25,9 1,550 8,00 4,20 3,10 2,6 76,9 38,8 50,4 119,2
2021r.
300 26,0 1,740 8,20 6,50 3,60 2,9 78,90 44,10 55,90 126,84
400 25,6 1,860 7,80 6,00 3,10 2,9 76,30 39,50 51,76 107,38

a, b —rdznice statystycznie istotne (P<0,05); A,B — réznice statystycznie wysoko istotne (P<0,01).
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Tabela 2. Réznice pomiedzy parametrami morfometrycznymi Slimaka duzego szarego (Cornu aspersum maximal)
w wieku 0+ i wskaznikami jego wydajnosci miesnej przy dwdch zageszczeniach obsad.

g 5 g @ @ o] >0 -0 = ~ 0 9
X 2 & S = R D= foka D=
5 o 2 ks b % o5 | 80T S| 8§ 2% 5
. 0 € 0 =) c 2 = 20 €0 <2 c 3=
2E | SE | B 9 9 9 9% | 22| 23| 23¥| 223
0 = 19) 0 — O O o o0 O O O O ®) o0 0
oOf | 5E | =O = = = =E | 222|222 232 | 2=E
2019 r.
300 32,7 3.7 15.8 12,0 6,4 5,6 76,3 40,8 53,5 114,3
2020 .
300 33,20 3,67 16,94 12,94 6,54 5,4 76,15 38,4 50,4 114,32
400 31,50 3,48 15,58 11,98 5,98 4,98 76,3 38,1 49,6 120,4p
2021 r.
300 32,04 3,0~ 14,4A 11,44 6,74 4,74 79,2A 46,3 58,64 141,54
400 30,18 3,78 12,98 9,28 5,78 3,58 71,38 44,5b 62,38 165,88
a, b —rdznice statystycznie istotne (P<0,05); A,B — réznice statystycznie wysoko istotne (P<0,01).
Wykres 1. Zestawienie warto$ci pokarmowej biatka miesa slimakéw z partii nég workdw trzewiowych.
Cornu aspersum maxima  wiek 1+ ‘ ‘
e e ———— s NPUN
Cornu aspersum maxima  wiek 0+ ’
] | ‘ = NPUW
Helix pomatia wiek > 2+
— | | | | | | ‘ ‘ ‘ TDN
Helix pomatia wiek 2+ | ‘ ‘ ‘ ‘ B TDW
Cornu aspersum aspersum wiek 1+ ‘ ‘ ‘ ‘ BVN
— | | | | |
Cornu aspersum aspersum wiek 0+ : : : mBVW
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Legenda: BVW / BVN — warto$¢ biologiczng biatka worka trzewiowego/nogi; TDW/TDN - strawnos¢ rzeczywista biatka
worka trzewiowego/nogi; NPUW/NPUN — wykorzystanie biatka netto jako iloczyn BV i TD.

Wykres 2. Zestawienie wartosci pokarmowej biatka miesa dojrzatych slimakdw Cornu aspersum w wieku 0+ z partii
nog i workdw trzewiowych, z dwédch systemodw produkciji.

120
100
80 m BV worek
BV noga
60 — mTD worek
| ~_ =TD noga
40 mNPU worek
20 - __ ENPUnoga
O -
Maty szary intens. Maty szary standard. Duzy szary intens. Duzy szary standard.
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Zadanie 04-14-04-11
Pilotazowy program wykonania prototypu systemu retencji i filtracji wody poprodukcyjnej
pochodzqgcej z obiektéw hodowlanych suma afrykanskiego.

kierownik zadania: dr inz. Przemystaw Pol

Produkcja rybacka, oparta o chéw i hodowle ryb w obiegach zamknietych, co roku przynosi
duze dochody producentom. Obiekty takie wyposazone sg w doptyw wody, baseny hodow-
lane, systemy filtracji oraz odptyw wody. W ciggu tygodnia wymiana wody w obiegach nie
powinna by¢ mniejsza niz 5% catkowitej objetosci wody w hodowli. W kontek$cie zmian klima-
tycznych i wzrostu populacji akwakultura odgrywa wazng role w bezpieczenstwie zywnoscio-
wym, zatrudnieniu i rozwoju gospodarczym. Intensywne, recyrkulacyjne systemy akwakultury
(RAS) umotzliwiajg oczyszczanie i recykling sciekdw rybnych w celu obnizenia stezenia odpa-
déw w wodzie odptywowej, zmniejszajgc tym samym zanieczyszczenie Srodowiska. Odprowa-
dzanie Sciekéw jest istotnym problemem funkcjonowania obiegdw recyrkulacyjnych, gdzie
brudna woda bez oczyszczania spuszczana jest bezposdrednio do kanalizacji lub wdd grunto-
wych. Taka woda czesto posiada znacznie przekraczajgce normy stezenia azotu ogdlnego,
amonowego, azotanowego, azotynowego oraz fosforandw, ktére w znaczgcym stopniu przy-
czyniqjq sie do eutrofizacji wod gruntowych oraz zakwitdw sinic. Niestety w zaktadach produk-
cyjnych sumow afrykanskich, w zaden sposdb nie jest monitorowany dzienny wptyw $wiezej
wody oraz wielko$¢ odptywu Sciekdw z systemu RAS. Wprowadzone przez Rade Ministréw roz-
porzqdzenia w sprawie optat za podwyzszone i przekroczone wartosci w/w substanciji powo-
duje, ze obiekty hodowlane juz obecnie mogq liczy¢ sie z karami za kazdy kilogram przekro-
czonej substanciji w $ciekach. Dodatkowo, wprowadzony przez Rade Ministrow ,,Program dzia-
tah majgcych na celu zmnigjszenie zanieczyszczenia wod azotanami pochodzgcymi ze zrddet
rolniczych oraz zapobieganie dalszemu zanieczyszczeniu”, nie dotyczy bezposrednio produkcji
rybackiej opartej o systemy recyrkulacyjne, jednak pokazuje, ze w ciggu najblizszych lat row-
niez ryby mogqg zosta¢ objete w/w rozporzadzeniem.

W zwigzku z powyzszym, koniecznym wydaje sie powziecie dziatah majgcych na celu
opracowanie nowoczesnego systemu filtracji wéd produkcyjnych i $ciekowych pochodzg-
cych z produkciji rybackiej opartej o recyrkulacje wody.

Cel badan:

Celem podjetych badan byto zaprojektowanie, wykonanie oraz przetestowanie prototypowej
wczesnej wersji systemu retencii i filtracji wody poprodukcyjne;.

Woda do testéw zostata pobrana z jednego z zaktaddw produkujgcych suma afrykan-
skiego, w liczbie 30 ton rocznie. Badania zostaty podzielone na trzy cele badawcze, z ktdérych
pierwszy zostat podzielony na cztery etapy.

Pierwszy cel: projekty, prototypy — polegat na wykonaniu rysunkéw technicznych dotyczgcych
doktadnego wyglgdu sumpa, uktadu i potgczen hydrauliki, rysunkéw projektowanych syste-
mow filtracji. System ten zostat podzielony na dwa zbiorniki: goérny oraz dolny, petnigcy role
otwartego systemu filtracji. Zbiornik zostat wykonany ze szkta typu float o grubosci 12 mm i wy-
miarach 160x60x37 cm (Rycina 1.). W zbiorniku tym, poziom wody ustawiono na 34 cm, co dato
tgczng objetosc netto 308 dms3. Otwarty zbiornik filtracyjny, fzw. sump, zostat wykonany z szyby
typu float o grubosci 10 mm i wymiarach 150x50x40 cm. Poziom wody w pierwszej komorze
zostat ustalony na poziomie 21 cm, w drugiej 20,5 cm, w frzeciej 20 cm, a w czwartej 19 cm.
Objeto$¢ wody w ww. zbiorniku wynosita 142 dm3, co dato tgcznie 450 dm3 wody w obiegu.
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Rycina 1. Wyglad systemu do filtracji wody poprodukcyjnej. Zielonymi strzatkami pokazano przeptyw wody spustowej
ze zbiornika gtéwnego do filtra otwartego. Fioletowe strzatki, przedstawiajg przeptyw wody poprzez rure rewizyjng.
Czerwone strzatki wskazujg kierunek przeptywu wody powrotnej z systemu filtracji do zbiornika gtéwnego. Niebieskie
strzatki obrazujq przeptyw wody do testowanych filtréw. Pomaranczowe strzatki pokazujg przeptyw wody przez filtry.

!

Filtracja
mechaniczna

Filtr
przeptywowy Pompy
obiegowe

Filtr zruchomym
ztozem

Filtr

Filtracja przeptywowy

glonowa
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Rycina 2. Wyniki pomiardw parametréw wody.
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Umieszczenie wody poprodukcyjnej z obiegdw RAS, w odpowiednio zaprojektowanych base-
nach wyposazonych w filfracje mechaniczng, biologiczng oraz glonowq, przyczynia sie do
bardzo szybkiej redukcji zwiqzkdw azotowych oraz fosforowych z wody (Rycina 2.). Tak przefil-
tfrowana woda moze zosta¢ uzyta ponownie do podmiany wody w basenach z rybami, na-
wadniania pdl z rodlinami, lub po wykonanej sterylizacji, moze by¢ podawana innym zwierze-
tom gospodarskim. Zastosowanie filiréw glonowych w systemach filtracji obiegdw opartych
0 RAS, moze przyczynic sie do poprawy warunkéw fizycznych wody, umozliwiajgc tym samym
poprawe dobrostanu zwierzgt.

Zaklad Hodowli Koni

kierownik: dr inz. Iwona Tomczyk-Wrona

Zadanie 01-15-01-11
Opracowanie metody oceny budowy i funkcjonalnosci aparatu ruchowego koni.

kierownik zadania: dr inz. Iwona Tomczyk-Wrona

Zmiana charakteru uzytkowania koni zwigzana z postepem cywilizacyjnym spowodowata, ze
praca hodowlana jako fragment procesu ewolucyjnego zmierza bardziej drogqg eksterieru niz
zdrowia i prawidtowej funkciji poszczegdlnych czesci ciata konia. Istnieje realne zagrozenie, ze
populacja koni, podobnie jak populacja psdw, w obrebie niektérych ras stanie przed proble-
mem dalszej egzystencji.

W zakresie utrzymywania koni i jakiejkolwiek formy ich uzytkowania kluczowq role odgry-
wajg konczyny. Fenomen tego zwierzecia opiera sie na specyficznym funkcjonowaniu aparatu
ruchu, w poréwnaniu z innymi zwierzetami. Koniowate zaszty najdalej w ewolucyjnym procesie
strgcania palcow. Zjawisko to umozliwito gwattowne zwiekszenie dynamiki ruchu w poréwna-
niu z innymi formami kontaktu konczyn z podtozem. Kluczem jest tu punktowe podparcie koh-

98



Zaktady Naukowe

czyny, co pozwala na maksymalne skrécenie czasu fazy opierania kohczyny oraz magazyno-
wanie czesci energii kinetycznej zwigzanej z natarciem na kopyto, w formie energii sprezystej
wykorzystanej za chwile przy wybiciu z kohczyny.

Obecnie forma utrzymywania i uzytkowania koni powoduje widoczny regres w zakresie
osobniczego rozwoju kopyt i poprawnosci postaw. Duzy niekorzystny wptyw ma takze brak se-
lekcji koni przeznaczonych do hodowli na podstawie kryteridw poprawnosci aparatu ruchu.
Co prawda, ruch jako pojecie samo w sobie podlega ocenie w kontekscie catego zwierzecia,
ale brak obiektywnych szczegdtdéw pomiarowych i brak norm w zakresie poprawnosci fizjolo-
gicznej poszczegdlinych czesci konczyn powoduje, ze ta ocena czesto jest niedoskonata.
W wielu opracowaniach naukowych i badawczych podejmowany jest temat poprawnosci
konczyn konia, jednak nieliczne prace uwzgledniajg wazny kontekst teoretycznego, docelo-
wego ewolucyjnie podparcia kohczyny konia w jednym punkcie.

Punkt ten, wedtug hipotezy badawczej omawianego zadania, znajduje sie w obrebie
rzutu kosci kopytowej na podtoze i dodatkowo lezy na prostopadtej wzgledem podtoza osi,
obejmujgcej réwniez punkt w obrebie gtowy kosci ramieniowej w kohczynie przedniej oraz
gtowy koséci udowej w konczynie miedniczne;.

Cel badan:

Celem badan byto wyznaczenie teoretycznej, fiziologicznej osi podparcia kohczyny przed-
niej i tylnej konia oraz wykorzystanie jej do opracowania metody oceny budowy kohczyn,
scharakteryzowania wad pokrojowych i przyczyn ich wystepowania. W nastepnej kolejnosci
dos$wiadczalne wyznaczenie zakresu odchylen fizjologicznych teoretycznego punktu podpar-
cia na podstawie badan populacji koni prymitywnych, utrzymywanych w warunkach najbar-
dziej zblizonych do pierwotnych. Uzyskane wyniki bedqg wykorzystane do opracowania algo-
rytmu matematyczno-informatycznego, w celu zastosowania do diagnostyki, zapobiegania
oraz profilaktyki wad postawy oraz doboru metod korekty kopyt. Wdrozenie i upowszechnienie
opracowanej metody pozwoli na wykorzystanie w praktyce przez hodowcdw, podkuwaczy-
kowali, selekcjoneréw, weterynarzy.

Populacje objete doswiadczeniem:

— koniki polskie — osobniki w réznym wieku od zrebigt do koni dorostych, réznych ptci w SK
Sierakdw oraz hodowlach prywatnych na terenie Matopoilski i Podkarpacia,

— hucuty — osobniki w réznym wieku, od zrebigt do koni dorostych, réznych ptci w SK Gtady-
szOw Regietdw, ZD IZ PIB Odrzechowa Sp. z 0.0. , SK Izby, GR Owczary, hodowle prywatne
na fterenie Matopolski,

— konie innych ras: $lgskie, matopolskie oraz krzyzéwki dla okreslenia tta populacyjnego.

Uktad stawowo-kostny u koni podlega znaczgcym przecigzeniom w wyniku uzytkowania koni
podczas pracy w zaprzegu lub pod jezdzcem. Jednopunktowe podparcie konczyny sprawia,
ze caty nacisk spowodowany sitg uderzenia, np. podczas skoku, musi by¢ zamortyzowany
przez skomplikowany uktad potgczen kosci i stawdw oraz sciegien i miesni. Na podstawie wie-
loletnich obserwacji wysunieto teze, ze kohczyna kompensujgc odchylenia od normy w zakre-
sie duzych stawoéw dgzy dystalng czesciq do osiggniecia podparcia w punkcie teoretycznym.
Na przyktad przy zblizeniu sie prawego i lewego stawu skokowego do siebie, kopyta rozstawiajg
sie na zewngtrz w okolice punktdéw podparcia wyznaczonych przez 0§ — mimo nieprawidtowo-
Sci w zakresie budowy wszystkich stawdw konczyn, punkty podparcia dgzg do fizjologii. Jest to

99



Zaktady Naukowe

warunkiem zrbwnowazenia kohczyny i wytworzenia funkcji zastepczych. Podczas realizacji za-
dania, prowadzono badania stuzgce do wyznaczenia teoretycznej fizjologicznej osi podparcia
kohczyny przedniej i tylnej konia.

Wykorzystujgc wczesdniejsze doswiadczenia wtasne opracowano nieinwazyjng metode
wyznaczania punktéw na skérze. tgcznie pozwolito to zdefiniowac 20 punktéw i wykonac po-
miary zgodnie z opracowang metodykqg doswiadczenia.

Przeprowadzone badania i pomiary dotyczyty w szczegdlnosci okreslenia nastepujgcych za-

leznosci:

— pole powierzchni styku kopyta z podtozem; oznaczenie anomalii w obrebie krawedzi koro-
wej i pietek,

— pole powierzchni rzutu catej podeszwy,

— kat sciany przedniej (grzbietowej) kopyta do podtoza — przdd, tyt — kgtomierz, wynik w stop-
niach kgtowych,

— masa konia i rozktad ciezaru na przednie i tylne konczyny — pomiar za pomocq dwdch wag
platformowych, przy ustawieniu kohczyn przednich na jedneji tylnych na drugiej; wyniki po-
stuzg do zdefiniowania wspdtczynnikdw, np. rozmieszczenie ciezaru przdd-tyt w procen-
tach, pole powierzchni podeszwy/podparcia do ciezaru dla pojedynczego kopytaicatego
konia,

— pomiary kgtéw pomiedzy liniami poprowadzonymi przez punkty na tylnej kohczynie (linia 1.
kretarz wiekszy, cze$¢ doczaszkowa i nadktykie¢ boczny kosci udowej; linia 2. nadktykiec
boczny kosci udoweji kostka boczna kosci piszczelowei; linia 3. kostka boczna kosci piszcze-
lowej i dotek wiezadtowy kosci skokowej; linia 4. dotek wiezadtowy kosci skokowej i rzut
grota strzatki na krawedzi bocznej kopyta); pomiary ze zdjecia,

- pomiary odlegtosci miedzy punktami na konczynach tylnych prawej i lewej (dét podkola-
nowy, kostka przysrodkowa kosci piszczelowej, guz pietowy, rowek miedzy pietkami); zdjecie
w linii strzatkowej od tytu, umieszczony odcinek o znanej dtugosci dla wyskalowania pomia-
réw,

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

Wstepna analiza zgromadzonego materiatu wykazata, ze bez wzgledu na rase u koni prze-
waza postawa rozbiezna, zardwno przednich jak i tylnich kohczyn. Postawa réwnolegta prak-
tycznie nie wystepuje. Potwierdzajg to wyniki uzyskane podczas mierzenia kgtéw wedtug opra-
cowanej metody. Konczyny przednie podlegajg wiekszej ewolucji rozwojowej, poniewaz wraz
Z poszerzaniem sie klatki piersiowej konia, postawa staje sie coraz mniejrozbiezna. Dla utrzyma-
nia rbwnowagi ciata, podczas naprzemiennego spoczywania konczyn tylnych punkty podpar-
cia konczyn przednich muszg by¢ odpowiednio rozstawione. U zrebigt z waskq klatkg piersiowqg
stawy pecinowe i nadgarstkowe ulegajg odwiedzeniu, aby punkty podparcia byty rozstawione
jak najdalej od siebie. Z wiekiem, klatka piersiowa sie rozrasta, a w prawidtowych warunkach
punkty podparcia zmierzajg w kierunku osi catej konczyny. W warunkach idealnych osie strzat-
kowe przednich kopyt powinny by¢ réwnolegte, ale rzadko dochodzi do takich standw. Wazne
jest uwzglednienie tych mechanizmdw przy korekciji i podkuwaniu koni w okresie rozwoju osob-
niczego.

Stwierdzono, ze generalnie pole powierzchni styku kopyta z podtozem jest mate w sto-
sunku do masy zwierzgt oraz niepokojgce sq coraz czesciej wystepujgce bardzo krotkie, scho-
wane strzatki w kopycie. Kopyta sq takze czesto pozbawione $cian wsporowych. Podczas ba-
dan i obserwacji zauwazono korelacje miedzy odbijaniem sie strzatek w Sladzie a czestoscig
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wystepowania kulawizn. Im mnigjsza i gtebiej osadzona strzatka, tym kulawizn mniej. To kolejne
zagadnienie, bedqgce przedmiotem dalszych badan.

Konie mate, hucuty i koniki polskie, charakteryzowaty sie duzo bardziej ptaskimi kopytami,
zardwno przednimi jak i tylnymi, w poréwnaniu do grupy innych koni, wérdd ktérych byty duze
konie rasy S$lgskiej, matopolskiej i krzyzowki réwniez duzych koni. Generalnie, réznica miedzy
Srednimi kgtami przednich kopyt i tylnych kopyt byta nieistotna. Konie huculskie miaty minimal-
nie bardziej strome tylnie kopyta niz przednie.

Zauwazalna jest rowniez zmiana stosunku dtugosci poszczegdinych czesci kohczyny
wzgledem siebie. Dotychczasowe pomiary wskazujg na zaburzenie rownowagi miedzy stosun-
kiem dtugosci peciny do nadpecia oraz dtugosci nadpecia do dtugosci kosci ramieniowe;.

Kolejnym problemem zdrowotnym, ktérego podstawy lezg w chowie koni, jest osteo-
chondroza. Trzeba zwréci¢ uwage na przyczyny wystepowania problemu i wdrozy¢ profilak-
tyke, a nie skupiac sie wytgcznie na usuwaniu skutkdw. Badania wykazaty wystepowanie kore-
lacji pomiedzy akceleracjg wzrostowg a wystepowaniem osteochondrozy rozwarstwiajgcej
(OCD). Zaskakujace jest, ze dotyczy to ras prymitywnych, ktére do tej pory uchodzity za wolne
od tego schorzenia. Wyniki badah sg dowodem na poparcie tezy, ze OCD jest konsekwencjg
bteddw w chowie, a nie problemem genetycznym. Scista korelacja z dtugoécig kosci pecino-
wej a czestotliwoscig wystepowania OCD w réznych stawach dowodzi wspdlnej przyczyny ak-
celeracji wzrostowej i czestosci wystepowania OCD. Konieczne jest wdrozenie odpowiednich
metod zywienia i utrzymania, aby zapobiec powstawaniu tych zjawisk.

Pojecie dobrostanu nabiera nowego znacznia i coraz czesciej oznacza ,,zrobienie kroku
w tyt". Nadmiar zywienia, tak jak jego niedobdr, jest naruszeniem dobrostanu. Podobnie jest
Z brakiem lub nadmiarem ruchu. Badania wykazaty, ze nieprawidtowe zywienie i warunki utrzy-
mania koni wyddajg sie mie¢ fundamentalne znaczenie w powstawaniu i ugruntowywaniu sie
nieprawidtowej postawy kohczyn.

Liczne obserwacje pozwolity na postawienie kolejnych tez naukowych, ktére wymagajq
dalszej weryfikacji. Wyniki badan dajg podstawe dla zrozumienia wielu problemdw wieku roz-
wojowego wspoétczesnie hodowanych koni, a takze rzucajqg $wiatto na ich najczestszg obec-
nie, wspdlng przyczyne — nadmierny, Zzle pojmowany dobrostan.

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

We wspdtczesnej hodowli coraz czesciej bierze sie pod uwage aspekt ekonomiczny. Kazda
wada zmniejsza warto$¢ uzytkowq zwierzecia, a co za tym idzie jego wartos¢ rynkowq. Ma to
bardzo istotne znaczenie zwtaszcza w hodowli koni, gdzie odstep miedzypokoleniowy siega od
11 do 14 lat, co ma ogromny wptyw na prowadzenie i rozwdj hodowli. Mozliwose wezesniej-
szego zdiagnozowania wystgpienia wady lub mozliwosé wczesniejszego wyeliminowania przy-
czyny zmniejszajgcej wartos¢ zwierzecia jest w hodowli koni bardzo istotna. W zakresie utrzymy-
wania koni i jakiejkolwiek formy ich uzytkowania kluczowq role w pierwszej kolejnosci odgrywa
brak zasadniczych wad pokroju. Ale nie bez znaczenia jest rdwniez zdolnos¢ do rozrodu i od-
chowu zdrowego potomstwa. Fenomen tego zwierzecia opiera sie na specyficznym funkcjo-
nowaniu aparatu ruchu w poréwnaniu z innymi zwierzetami, i to stanowi jego najwazniejszq,
wyrdzniajgcg sposrdd innych gatunkdw zwierzgt gospodarskich ceche. Obecne formy utrzy-
mywania, juz od zrebaka i dalszego uzytkowania koni, powodujg widoczny regres w zakresie
osobniczego rozwoju, szczegdinie kohczyn i poprawnosci postaw. Duzy, niekorzystny wptyw,
ma takze brak selekciji koni przeznaczonych do hodowli na podstawie kryteriow poprawnosci
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budowy i ruchu oraz cech funkcjonalnych. Co prawda ruch, jako pojecie samo w sobie, pod-
lega ocenie w kontekscie catego zwierzecia, na poszczegdlnych etapach selekcji, ale brak
obiektywnych norm powoduje, ze taka ocena czesto jest niedoskonata. W wielu opracowa-
niach naukowych i badawczych podejmowany jest temat oceny uzyskanego wyniku, jednak
nieliczne prace uwzgledniajg wazny kontekst analizy przyczyn i podtoza uzyskiwania niekorzyst-
nych wynikdw, czesto nawet eliminujgcych konie z hodowli lub dalszego uzytkowania.

Zmiana charakteru uzytkowania koni zwigzana z postepem cywilizacyjnym spowodo-
wata, ze obecnie praca hodowlana zmierza bardziej drogq eksterieru i tadnego wyglgdu ko-
nia niz jego zdrowia i prawidtowego funkcjonowania oraz wykorzystania zgodnie z przeznacze-
niem danej rasy. Istnieje realne zagrozenie utraty najwartosciowszych cech tego gatunku, jo-
kim jest przystowiowe ,,konskie zdrowie", wytrzymato$¢ i zdolnos¢ do duzego wysitku fizycznego.
Coraz wiekszego znaczenia nabiera réwniez utrata cech funkcjonalnych, takich jak dtugo-
wieczno$¢, ptodnose, a co za tym idzie zdolnos$¢ uzyskania i odchowu dobrego potomstwa
oraz charakter umozliwigjgcy posiadanie i wspdtprace z konmi nie tylko zaawansowanej gru-
pie ludzi majgcych wysokie kwalifikacje w obchodzeniu sie z koniem. Obecnie potrzebny jest
koh o spokojnym i zrbwnowazonym charakterze oraz o cechach pozwalajgcych na jego
wszechstronne uzytkowanie, a takze niestwarzajgcy problemdw, np. zdrowotnych w chowie
i hodowli.

W zwigzku z tym wazne jest prowadzenie prac badawczych w opisywanym zakresie i wy-
korzystanie uzyskanych wynikdw w celu jak najwczesniejszej oceny wartosci uzytkowej koni
i przeznaczania ich do dalszej hodowli. Mozliwo$¢ wcezesniejszego zdiagnozowania wystgpie-
nia wady lub mozliwos¢ wczedniejszego wyeliminowania przyczyny zmniejszajgcej wartosé
zwierzecia jest kluczowa ze wzgleddw ekonomicznych jak i hodowlanych.

Cel badan:

Celem badanh byto okreslenie i zdefiniowanie wad i przyczyn eliminacji koni z hodowli na rdz-
nych etapach ich rozwoju, na przyktadzie wybranych populaciji ras rodzimych utrzymywanych
w Polsce. Celem o znaczeniu ekonomicznym byta proba okredlenia podtoza (genetyczne, sro-
dowiskowe) wystepowania niekorzystnych cech oraz wytypowania materiatu do dalszych, juz
wybidrczych badah genomicznych. Upowszechnienie opracowanych wynikéw pozwoli na
wykorzystanie ich w hodowli koni w praktyce.

Materiat do analiz stanowity dane dotyczqce cech i wad oraz przyczyn eliminacji koni
na roznych etapach ich rozwoju dla wybranych populacji ras rodzimych utrzymywanych w: ZD
IZ PIB Odrzechowa Sp. z.0.0., spdtkach KOWR hodujgcych konie oraz wybranych stadninach
prywatnych na terenie catego kraju. Dane zbierane byty podczas przeglgddw selekcyjnych
oraz udostepnione przez wybrane oérodki i zwigzki hodowcdw koni. Badania dotyczyty popu-
lacji pieciu lokalnych ras koni: huculskiej, konika polskiego, matopoilskiej, Slgskiej i wielkopolskiej.
Zebrany materiat obejmowat lata 2015-2021.

Ze wzgledu na ograniczenia zwigzane z pandemiq Covid-19 wiekszo$¢ planowanych
przeglgddw hodowlanych i selekcyjnych w 2021 roku nie odbyta sie. W zwigzku z tym, ze pozy-
skany w 2021 roku materiat nie byt zbyt liczny i nie byt reprezentatywny, szczegdétowqg analize
w ramach prowadzonych badan wykonano za okres 2015-2020.

Na podstawie zapiséw ustawy o hodowli zwierzgt gospodarskich oraz zapisdéw w progra-
mach hodowli dla poszczegdinych ras, dotyczgcych kwalifikacji koni do hodowli, zbierano
dane dotyczgce nastepujgcych cech:
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1.  Wady budowy i pokroju:

a) wady dyskwalifikujgce: obustronna slepota; nieprawidtowa budowa szczeki — karpiowaty
lub szczupaczy zgryz; jedno- lub obustronne wnetrostwo; szpat kostny; uzyskanie mniej niz
potowy maksymalnej liczby punktéw przy ocenie za co najmniej jeden z nastepujgcych
elementdw podstawowej oceny bonitacyjnej: ktody, konczyn przednich, kohczyn tylnych,
kopyt i w ocenie za ruch.

Szpat kostny zwany wtogacizng nalezy do najpowazniejszych wad stawu skokowego i czesto
najtrudniejszych do zdiagnozowania.

b) wady pokroju i budowy obnizajgce wartos¢ uzytkowq: wadliwa budowa i postawa kohczyn
przednich lub tylnych; wadliwa budowa ktody; wadliwe ustawienie gtowy i szyi; brak lub
odstepstwa od typu rasowego; brak lub odstepstwa od typu ptciowego; brak lub odstep-
stwa od wzorca rasowego.

2. Cechyrozrodcze:

— obnizona ptodnos¢, jatowienie,

— obnizona zrebnose¢, poronienia,

— obnizona zdolno$¢ odchowu Zrebigt,

— obnizona skutecznos¢ krycia, puste krycia,

— liczba urodzonego potomstwa,

- liczba odchowanego potomstwa hodowlanego,

- liczba potomstwa niehodowlanego,

- wady rozwojowe potomstwa (szczegdlne przypadki, niedorozwdj organdw).

W metodzie zadania wydzielono cechy dotyczgce wad pokroju i budowy z uwzglednieniem
wad dyskwalifikujgcych oraz wad obnizajgcych warto$¢ uzytkowq.

Do wad dyskwalifikujgcych zaliczono: szpat kostny, zajeczak, wady zgryzu, obustronna
Slepota, wnetrostwo, porazenie krtani.

Do wad obnizajgcych wartos¢ uzytkowq zaliczono: brak standardu typu rasy, brak stan-
dardu biometrycznego rasy, wady pokroju, wykluczenie pochodzenia, niezaliczona préba
dzielnosci.

Nastepnym badanym zagadnieniem byty cechy rozrodcze, takie jak ptodnose, zrebno-
$ci, obnizona skutecznos¢ krycia, ze szczegdlinym zwrdceniem uwagi na wady rozwojowe po-
tomstwa. Do cech podlegajgcych ocenie i dalszej analizie nalezaty rdwniez pomiary biome-
tryczne oraz szczegdtowa punktacja bonitacyjna w odniesieniu do zgodnoS$ci z wzorcem raso-
wym badanej populaciji. Podstawowym miernikiem pracy hodowlanej prowadzonejw obrebie
poszczegdlnych ras jest rdwniez liczba koni wpisanych do ksiegi stadnej, prowadzonej odrebnie
dla kazdej z ras. Badania zostaty szczegdlnie ukierunkowane na rodzime lokalne rasy koni wy-
stepujace w Polsce, 1j: konie huculskie, koniki polskie, konie matopolskie, Slgskie i wielkopolskie.

L przeprowadzonych analiz wynika, ze bez wzgledu na rase, najwiecej koni eliminowao-
nych jest z hodowli z powodu wadliwej budowy i nieprawidtowej postawy kohczyn. Daje sie
zauwazy¢ niepokojgcey wzrost i nasilenie tych wad. Natomiast niegdys czeste anomalie, doty-
czgce wadliwego zgryzu czy obustronnej Slepoty, nalezg obecnie do rzadkosci. Nielicznie réw-
niez wystepowat szpat kostny oraz wady rozwojowe potomstwa. Prowadzona systematyczna
praca selekcyjna doprowadzita do zmniejszenia tych wad o podtozu genetycznym. Niepokdj
natomiast budzi dos¢ czeste wystepowanie braku standardu typu rasowego i braku standardu
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wzorca biometrycznego, pomimo prowadzenia selekcji w obrebie programdw hodowli po-
szczegdlnych ras. Potwierdza to przyjete zatozenie badawcze, ze niekorzystne zmiany sposobu
utrzymania i wykorzystania koni, bedgce zmianami srodowiskowymi majg bardzo duzy wptyw
na czestsze wystepowanie wad pokroju i budowy. Procent wykluczeh z powodu niepotwier-
dzonego pochodzenia wahat sie w granicach 1-2%.

Wstepna analiza statystyczna wykazata wystepowanie istotnych rdznic statystycznych
miedzy rasami, szczegdlnie dotyczyto to rasy koni Slgskich. Nalezy zwréci¢ uwage, ze rasa ta
byta najliczniej reprezentowana w prowadzonych badaniach. Nie wykazano réznic statystycz-
nych badanych cech miedzy analizowanymi latami w okresie prowadzenia doswiadczenia.

Zaktad Zywienia Zwierzat i Paszoznawstwa

kierownik: prof. dr hab. Beata Szymczyk

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 Swiatkiewicz

Cel zadania:

Celem zadania jest uzyskanie 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 komponentdw mieszanek paszowych dla zwierzgt gospodar-
skich. Planowane jest okreslenie wptywu innowacyjnego produktu biatkowego, opartego na
paszy sojowej N-GMO pochodzenia krajowego, wzbogaconej w wybrane naturalne substan-
cje immunostymulujgce, takie jak mgczka owadzia czy tez silnie antyoksydacyjna astaksan-
tyna, na rozwdj fizjologiczny przewodu pokarmowego, status metaboliczny, zdrowotny i oksy-
dacyjny oraz ksztattowanie odpornosci zwierzgt gospodarskich.

W sktad zadania wchodzq 4 cele szczegdtowe: 1) ocena warto$ci pokarmowej oraz bez-
pieczenstwa stosowania niekonwencjonalnych zrédet biatka paszowego na zwierzetach mo-
delowych; 2) ocena wptywu niekonwencjonalnych zrédet biatka paszowego pochodzenia
krajowego na wskazniki fermentacji w zwaczu i wskazniki fizjologiczne we krwi krow przetoko-
wanych; 3) opracowanie sktadu i ocena wptywu innowacyjnego produktu biatkowego z kra-
jowej soi n-GMO, wzbogaconego w prozdrowotne substancje biologicznie czynne, na wyniki
odchowu i status zdrowotny $wih oraz cielgt (4).
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Zakres prac przeprowadzonych w drugim roku badan: Fot. 1. Klatka do badan bilansowych na
szczurach.

1. Do$wiadczenie bilansowe na zwierzetach
modelowych.

W 2021 roku wykonano drugie z zaplanowanych doswiad-
czeh bilansowych na 36 szczurach szczepu Wistar-W (samce
w wieku ok. 6 tygodni, o masie ciata 90-100 g), podzielonych
na 6 grup (po 6 sztuk).

Uktad doswiadczenia:

grupa | — ekstrudat z nasion soi odmiany Erica, grupa Il — makuch z nasion soi odmiany Erica,
grupa lll - ekstrudat z nasion soi odmiany Petrina, grupa IV — makuch z nasion soi odmiany Pe-
frina, grupa V - ekstrudat z nasion soi odmiany Viola, grupa VI — makuch z nasion soi odmiany
Viola. Wszystkie odmiany soi pochodzity z krajowych upraw (nGM). Doswiadczenie bilansowe
frwato 10 dni - 5 dni okres wstepny oraz 5 dni okres kolekcji katu i moczu.

Uzyskane wyniki:

Najwyzszg wartoscig biologiczng (BV) biatka sposrdéd analizowanych materiatdéw paszowych
charakteryzowat sie makuch z soi Viola, zawierajgcy najwiecej aminokwasdw egzogennych,
co potwierdzit indeks aminokwasdw egzogennych EAAI oraz najwyzszy poziom aminokwasdw
ograniczajgcych CS (Met + Cys). Réwniez biatko z makuchu z soi Erica odznaczato sie wysokqg
wartoéciq biologiczng, poréwnywalng z BV biatka z makuchu Viola i $rutg sojowqg poekstrak-
cyjng. Naijnizsze BV zanotowano w przypadku ekstrudatdw z soi Viola i Petrina (P<0.01). W przy-
padku tej ostatniej strawnos$¢ biatka, zaréwno w ekstrudacie jak i makuchu, byta najwyzsza,
przy czym istotng statystycznie réznice stwierdzono jedynie w stosunku do ekstrudatu sojowego
Erica (P<0.05). Wykorzystanie biatka netto (NPU) w makuchach z soi Erica i Viola byto istotnie
wyzsze niz w pozostatych materiatach sojowych (P<0.05). Analiza sktadu aminokwasowego
biatka wykazata wysokg zawartos¢ aminokwaséw egzogennych, wyzszg w makuchach w po-
rownaniu z ekstrudatami. Prawdopodobnie wynikato to z podwyzszenia zawarto$ci biatka
w makuchach, po wyttoczeniu czesci ttuszczu. Stwierdzono stosunkowo niewielkg ilo$¢ metio-
niny i cystyny oraz wysokg zawartose lizyny.

Tabela 1. Warto$¢ pokarmowa biatka badanych materiatdéw paszowych w doswiadczeniu bilansowym na szczurach.

Irédto biatka BV D NPU CS EAAI
Sruta sojowa poekstr. 76,9C 89.4a 69,1b 53,20 88,15
Ekstrudat z soi Erica 72,6B 89,1 a 64,8 a 51,07 84,52
Makuch z soi Erica 75,6C 90,6 ab 68,6 b 52,29 84,53
Ekstrudat z soi Petrina 69,6A 928 b 64,6 a 43,01 83.71
Makuch z soi Petrina 70,6A 92,4 b 65,5a 48,39 84,17
Ekstrudat z soi Viola 69,7A 90,8 ab 63,2 a 45,89 84,24
Makuch z soi Viola 78,0C 90,9 ab 70,9 b 53,20 84,78
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2. DoSwiadczenie na krowach przetokowanych Fot. 2. Krowa z przetokg wprowadzong
do zwacza oraz woreczki z probkami

pasz po inkubacji w zwaczu.

Celem badania realizowanego w 2021 roku byto poréwna-
nie wptywu zrédta biatka na przebieg fermentacji zwaczowej
i parametry krwi kréw. Doswiadczenie przeprowadzono na
tfrzech przetokowanych dozwaczowo krowach rasy PHF,
w uktadzie dwdch kwadratdw tacinskich.

Uktad doswiadczenia:

grupa | — poekstrakcyjna $ruta sojowa GMO, grupa Il — petnottuste nasiona “’52; ;
soi N"GMO, grupa lll - makuch sojowy, grupa IV — ekstrudowane petnottuste nasiona soi. Kazde
powtdrzenie trwato 16 dni (14 dni adaptaciii 2 dni zbierania danych).

Uzyskane wyniki:

Dla wartosci pH ptynu zwacza zaobserwowano niewielkie wahania (max +3%). Zawarto$é
azotu amonowego byta srednio o 6-8% nizsza dla grup ofrzymujgcych nasiona, makuch lub
ekstrudat, w stosunku do grupy kontrolnej. Zawarto$¢ kwasu octowego byta wyzsza niz w gru-
pie kontrolnej — o 3% w grupie otrzymujgcej nasiona, o 2% w ofrzymujgcej makuch, a nizsza
o 1% w grupie otrzymujgcej ekstrudat. Najwyzsze (o 11%) stezenie tego kwasu zaobserwowano
w grupie z makuchem. Zawarto$¢ kwasu propionowego byta taka sama w grupie otrzymuja-
cejm nasiona, natomiast nizsza o 5-6% w grupach otrzymujgcych makuch lub ekstrudat, w sto-
sunku do grupy kontrolnej. Najnizsze (o 9%) stezenie fego kwasu w grupie otrzymujgcej nasiona
lub ekstrudat, natomiast o 5% nizsza w grupie ofrzymujacej makuch, w stosunku do grupy kon-
trolnej. Rbwniez najnizsze (o 7%) stezenie tego kwasu zaobserwowano w grupie z makuchem.
Zawarto$¢ kwasu walerianowego w grupie otrzymujgcej nasiona, makuch lub ekstrudat byta
nizsza niz w grupie kontrolnej o 6-10%.

Tabela 2. Srednie wartosci parametréw ptynu zwaczowego (azot amonowy [mg/ml], lotne kawasy ttuszczowe
[mmol/L]).
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3. Do$wiadczenie na prosietach.

Doswiadczenie przeprowadzono na odsadzonych prosietach (wieprzki) rasy PBZ, podzielonych
na 6 grup po 10 sztuk i otrzymujgcych izobiatkowe i izoenergetyczne mieszanki paszowe
roznigce sie rodzajem pasz biatkowych (poekstrakcyjna $ruta sojowa lub makuch sojowy),
z dodatkiem lub bez petnottustej mgczki z larw muchy BSF i antyutleniacza astaksantyny.
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Uktad dodwiadczenia:

grupa | — mieszanka paszowa z udziatem poekstrakcyjnej sruty sojowej GMO; grupa |l -
mieszanka paszowa z udziatem makuchu sojowego N-GMO (jako zamiennika $ruty sojowej
GMO); grupa Il = mieszanka paszowa z udziatem makuchu sojowego n-GMO + 5% dodatek
mqczki z larw muchy BSF; grupa IV — mieszanka paszowa z udziatem makuchu sojowego n-
GMO + 2,5% dodatek mqczki z larw muchy BSF; grupa V - mieszanka paszowa z udziatem
makuchu sojowego n-GMO + 5% dodatek magczki z larw muchy BSF + astaksantyna; grupa VI
— mieszanka paszowa z udziatem makuchu sojowego n-GMO + 2,5% dodatek mqgczki z larw
muchy BSF + astaksantyna.

Wykres 1. Poziom pH tresci w poszczegdinych odcinkach przewodu pokarmowego $win.

7
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55
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45
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Zotgdek Dwunastnica Jelito czcze Jelito krete Jelito Slepe Okreznica

=== Grupa | === Grupa ll Grupa lll  ==@=Crupa |V  ==8==CGrupa V Grupa VI

Uzyskane wyniki:

W listopadzie 2021 roku zakohczono prowadzenie doswiadczenia zywieniowego i zbieranie
prébek materiatdw biologicznych (krew, kat, tre§¢ pokarmowa i wycinki tkankowe poszczegodl-
nych odcinkdw jelit, probki wybranych narzgddw). Wykonano analizy hematologiczne w pet-
nej $wiezej krwi oraz analizy biochemiczne w surowicy krwi. Rozpoczeto badania histomorfo-
metryczne - preparaty z 5 odcinkéw jelit i wgtroby barwiono przy uzyciu metody Pas-Alcjan (P-
A) i trichromowego Massona-Goldnera (tM-G). Rozpoczeto wykonywanie pomiardw histome-
trycznych (szeroko$¢ i dtugose krypt, liczba komdrek kubkowych, liczba enterocytdw, dtugose
i szeroko$¢ kosmkow).
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Rysunek 1. Kosmki jelita cienkiego Rysunek 2. Krypty jelita grubego z ko- Rysunek 3. Zraziki watroby z triadg
(barwienie tM-G). maorkami kubkowymi (barwienie P-A). (barwienie tM-G).

4. Do$wiadczenie na cieletach

Materiat doswiadczalny stanowi 40 cielgt (buhajkdw) rasy polskiej holsztyhsko-fryzyjskiej, przy-
dzielonych do 5 grup, po 8 sztuk. Zywienie cielgt oparte byto na mieszankach tre$ciwych roz-
nigcych sie w poszczegdinych grupach zrédtem biatka.

Uktad doswiadczenia:

Grupa | (kontrolna) otrzymywata mieszanke, w ktérej gtdéwnym zrddtem biatka byta poekstrak-
cyjna $ruta sojowa (GMO), natomiast grupy doswiadczalne otrzymywaty mieszanki, w ktérych
poekstrakcyjna sruta sojowa zostata zastgpiona produktem sojowym pochodzenia krajowego
(= nGMO), z dodatkami o dziataniu immunostymulujgcym, tj. mgczka z larw muchy BSF (lll -
IPS), astaksantyna (IV-AXT), mgczka i astaksantyna (V-IPS+AXT).

Uzyskane wyniki: Fot. 3. Jednodniowe ciele
rasy pHF.
Odchoéw cielat zakonczono w listopadzie 2021 roku. W terminach -~ .-

1., 7., 14., 28., 56., 70. oraz 90. dzieh zycia pobierano krew. Cieleta
w 90. dniu zycia zostaty poddane ubojowi w celu przeprowadzenia
pomiardw i pobrania prébek do analiz. Wstepne wyniki produkcyjne
wskazujq, iz w drugim okresie odchowu (56.-90. dzieh zycia), kiedy to
zakohczyt sie okres odpajania preparatem mlekozastepczym i wzro-
sto pobranie pasz statych, stwierdzono, ze zwierzeta z grup, gdzie sto-
sowano IPS charakteryzowaty sie najwyzszg kohcowqg masg ciata
i najwyzszymi dziennymi przyrostami, a takze najlepszym wykorzysta-
niem mieszanki tresciwej za caty okres doswiadczenia. Jednak uzy-
skane wyniki nie byty statystycznie istotne (P=0.05).

Ponadto, wstepne wyniki wskazujq, iz poekstrakcyjna $ruta sojowa moze zostac zastg-
piona w zbilansowanych mieszankach tre$ciwych dla cielgt produktem sojowym nGMO, uzy-
skiwanym z krajowych odmian soi (22% poekstrakcyjnej sruty sojowej zostato zastqpione przez
27% produktu sojowego).

Zastosowanie dodatkdw immunostymulujgcych w postaci mgczki owadziej czy tez astak-
santyny nie wykazywato wptywu na uzyskiwane przez buhajki przyrosty masy ciata, nie odno-
towano takze synergistycznego ich oddziatywania.
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Podsumowanie przeprowadzonych badanh:

Aktualnie wiekszo$¢ danych uzyskanych w badaniach na prosietach, krowach i cieletach jest
jeszcze analizowanych i opracowywanych, formutowane sg wnioski koncowe. Prowadzony
jest réwniez przeglad literatury naukowej, dotyczgcej badanych zagadnien, niezbedny do
wtasciwej interpretacji uzyskanych wynikow.

Zadanie 01-16-07-21
Ewaluacja fenotypowych badan organoiddw jelita cienkiego swini dla potrzeb badan
zywieniowych na przyktadzie badan nad masianianem sodu, taninianu zelatyny oraz
deoksyniwalenolu.
kierownik zadania: dr inz. Wojciech Witarski (od 01.07.21),

dr inz. Paulina Szczurek-Janicka (do 30.06.21)

Cel badan:

Celem prezentowanego zadania jest opracowanie innowacyjnego modelu tréjwymiarowej
hodowli organotypowejjelita cienkiego Swini oraz ocena mozliwosci jej wykorzystania w bada-
niach zywieniowych. Organoidy, czyli miniaturowe, uproszczone organy stanowigce komaorki
hodowane w specjalnych trojwymiarowych srodowiskach, pozwalajg zachowac funkcje fizjo-
logiczne organdéw w modelach in vitro. Jak dotgd, model organoidu jelita cienkiego $wini nie
zostat stworzony, co znacznie ogranicza mozliwosci badan zywieniowych u zwierzgt hodowla-
nych. Tego rodzaju tréjwymiarowy model in vitro pozwoli na zbadanie molekularnych mechao-
nizmdow dziatania poszczegdinych metabolitéw i zwigzkdw aktywnych na wzrost i réznicowanie
komodrek nabtonkowych jelita, a co za tym idzie wzrost zwierzgt. Wydaije sie to by< niezwykle
istotne z uwagi na obowigzujgcg od kilku lat ustawe o ochronie zwierzgt wykorzystywanych
w doéwiadczeniach naukowych, majgcg na celu zastgpienie, ograniczenie oraz udoskonale-
nie badan, w ktérych sg one wykorzystywane.

Dawki maslanu sodu, taninianu zelatyny oraz deoksyniwalenolu przeznaczone do trakto-
wania wyznaczono eksperymentalnie na komérkach CaCOz, przy wykorzystaniu krzywej kon-
centracji stymulantéw i zestawu do detekcji zmian tempa metabolizmu: CellTitter Blue (Pro-
mega) oraz detekcji aktywnosci kaspaz 3i7 (zestaw ApoOne 3/7 Promega). Optymalne dawki
wyznaczona dla vomiktoksyna 0,1 uM — w przedziale czasowym 24 godziny, maslan sodu — po-
miedzy 0,2 a 2 mM. Taninian zelaza nie wykazywat istotnych efektdw toksycznych.

Dla potrzeb analiz zmian fenotypowych opracowano model hodowli organoiddéw w for-
mie ptaskiego nabtonka na porowatych nosnikach, gdzie poddano aktywacii szlak notch po-
przez inhibicje gamma-sekretazy. Wstepne analizy przepuszczalnosci nabtonka, przy pomocy
urzgdzenia Millicell ERS-2, wykazywaty TEER na poziomie 100-200 Q.cm?2, co w pordwnaniu z li-
teraturowymi danymi odnoénie wartosci fizjologicznych (50-100 Q.cm?, David F. Transport Pro-
cesses in Pharmaceutical Systems. Informa Healthcare; 1999. Biological Transport Phenomena
in the Gastrointestinal Tract), wyrdznia to podejicie na tle stosowanych modeli przy uzyciu ko-
morek CaCO2. Opornos¢ okresSlonego fragmentu nabtonka byta wyznaczona ze wzoru: TEER
= (R nabtonka [Q] - R blank [Q]) * M powierzchni eksperymentalnej [CmQ].
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Fot. 1. Pseudo-nabtonek jelitowy skomponowany z komorek wyprowadzonych z organoidéw jelitowych $wini (miesza-
nina komoérek 4 réznych osobnikéw), inkubowanych przez 2 tygodnie w naczyniach tfranswell (Corning) o szerokosci
pora 8 uM (biata strzatka). Komorki utrzymywano w 100 ul medium réznicujgcego Organoid Growth Medium (Stemcell)
z dodatkiem DAPT (5 uM). Dolna komora byta zasilona 400 ul 10% serum DMEM. Obie kompozycje medium hodowla-
nego zostaty wzbogacone o antybiotyk Primocin (Invivogen).

Analizowano zmiany ekspresji gendw dla organoiddw, wykorzystujgc poréwnawczg analize
ekspresji gendw markerowych dla poszczegdinych typdw komodrek technikg Real-time PCR.
Geny CGHA (enteroendokrynne komorki), LGR5 (marker komdrek macierzystych), MUC2 (mar-
ker komodrek gobletowych), EPHB (marker komdrek Panetha oraz macierzystych), FZD5 (ente-
rocyty), PCNA (komorki dzielgce sie) analizowano wzgledem kontroli. Organoidy dodatkowo
analizowano przy uzyciu techniki immunofluorescencyjnej z zastosowaniem przeciwciat prze-
ciwko biatkom Muc2, PCNA, Sox?. Badania wykazaty, ze optymalne warunki dla utrzymywania
organoiddw w postaci maksymalnie zréznicowanej formy pod wzgledem komdrkowym i domi-
nujgcej obecnosci komdrek macierzystych wymagaijq stymulacii poprzez medium hodowlane
oraz stosowanie hodowli zawiesinowych w formie opracowanych technik z wykorzystaniem
macierzy pozakomaorkowej (Geltrex Thermofisher).

Z punktu widzenia sktadu komdrkowego, wraz z kolejnymi pasazami populacja organoi-
déw przechodzi z postaci heterogennej w mieszanine homogennych organoiddw o réznej
kompozyciji sktadu komdrkowego w zaleznosci od pojedynczego organoidu.
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Fot. 2. Immunofluorescencyjna analiza jelitowych organoiddw $winskich, ukazujgca przestrzenng organizacje oraz
komdrkowq heterogeniczno$¢. Technikami klasycznego barwienia immunofluorescencyjnego uzyskano obraz biatka
Sox 9 (ab5535 Millipore, marker komdrek macierzystych i pokrewnych, takze Lgr5hish) przedstawiony na zielono oraz
ukazany strzatkami, vimentyny (pal0003 Thermofisher, sktadnik filamentéw poéredniczgcych cytoszkieletu), na
pomaranczowo oraz barwione na niebiesko jgdra przy pomocy barwnika DAPI (Sigmal).

pofaczone

vimentyna

Zadanie 01-16-08-11
Czynniki zywieniowe wptywajqce na strawnosc i wykorzystanie sktadnikdw pokarmowych
oraz metaboliczny i zdrowotny status intensywnie uzytkowanego drobiu.

kierownik zadania: dr hab. Witold Szczurek, prof. IZ PIB

Rozpoczete badania dotyczg zagadnien nowoczesnej produkcii drobiarskiej — intensywnie od-
chowywanych kurczgt rzeznych (brojleréw) oraz intensywnie uzytkowanych kur niesnych.

W ramach zadania realizowane sq dwa cele badawcze. Cel 1. obejmuije okreslenie
wptywu dodatkéw preparatdw ziotowych (i ich interakciji z kokcydiostatykami stosowanymi
w paszy dla brojleréw) w konteksécie oddziatywania na produkcyjnos$¢ kurczgt i niosek, status
zdrowotny ptakdw, jakos$¢ produktdw oraz ich bezpieczehstwo dla konsumenta. W celu szcze-
gdétowym 2. badany jest wptyw uwarunkowan fizjologicznych zwigzanych z rozwojem prze-
wodu pokarmowego i uktadu enzymatycznego u kurczat brojleréw w wieku 10, 20 i 30 dni na
strawnos¢ jelitowqg aminokwasdw nasion krajowych nisko- i wysokotaninowych odmian bobiku.
Badania zaktadajqg, ze: (1) wystgpi korzystny efekt tgcznego podawania kokcydiostatykdw jo-
noforowych i substanciji fitobiotycznych na funkcjonowanie watroby, parametry produkcyjne
i wydzielnicze przewodu pokarmowego kurczgt brojleréw oraz (2) szczegdtowe poznanie
strawnosci jelitowej aminokwasdw zawartych w nasionach bobiku krajowych odmian przyczyni
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sie do znaczqcej poprawy wiedzy na temat mozliwosci optymalnego wykorzystania tych na-
sion w mieszankach paszowych stosowanych w systemie wielofazowego zywienia kurczgt broj-
leréow.

Cel szczegdtowy 1.

W okresie sprawozdawczym wykonano dodwiadczenie na kurczetach brojlerach (tgcznie
378 kogutkdw Ross 308) nad okresleniem skutecznosdci dodatkdw ziotowych w warunkach cig-
gtego stosowania kokcydiostatyku salinomycyny. W pierwszym dniu zycia ptaki przydzielono
do 7 grup doswiadczalnych z 6 powtdrzeniami po 9 sztuk i odchowywano w boksach $cioto-
wych z uwzglednieniem dwdch okreséw zywienia: od 1. do 21. dnia zycia — standardowqg mie-
szankg typu starter, a od 22. do 42. dnia - standardowqg mieszankg typu grower-finiszer. Mie-
szanki paszowe dla kurczat z grupy 1. nie zawieraty dodatku kokcydiostatyku (kontrola nego-
tywna). W pozostatych grupach do$wiadczalnych mieszanki paszowe, w tym grupa kontrolna
pozytywna, zawieraty salinomycyne (Sacox®120 microGranulate). Zgodnie ze schematem za-
mieszczonym w Tabeli 1., do mieszanek paszowych z salinomycyng wprowadzono dodatek
ziotowy (2 g/kg mieszanki paszowej).

Tabela 1. Schemat doswiadczenia.

Grupa Salinomycyna Preparat ziotowy

1. (kontrola negatywnal) - -

2. (kontrola pozytywna) T =

3 + Czosnek (Allium sativum)

4 b Oregano (Origanum vulgare)
o8 + Ostropest (Sylibum marianum)
6 b Karczoch (Cynara scolymus)
7 + Ostryz dtugi (Curcuma longa)

W trakcie do$wiadczenia kontrolowano mase ciata kurczat, spozycie paszy oraz liczbe pad-
niec. W celu wykonania analizy rzeznej, a takze okreslenia udziatu mielca, wagtroby oraz narzg-
déw limfoildalnych (Sledziony i torebki Fabrycjusza), po zakonhczeniu doswiadczenia wzrosto-
wego z kazdej grupy ubito po 6 kurczat. Wstepna analiza danych wskazuje, ze zastosowanie
ostropestu (grupa 5.) pozwolito na uzyskanie najwyzszych przyrostdw masy ciata (PMC), a wy-
niki uzyskane w tej grupie réznity sie istotnie w odniesieniu do obu grup kontrolnych oraz grupy
otrzymujgcej karczoch. PMC uzyskane na mieszankach zawierajgcych ekstrakt z czosnku roz-
nity sie istotnie w poréwnaniu z wynikami grupy kontrolnej negatywnej. Nie obserwowano jed-
nak istotnych réznic pomiedzy grupami otrzymujgcymi dodatki paszowe (grupy 2.-4.) w zakre-
sie efektywnosci wykorzystania paszy. Najnizszg wzgledng mase (% masy ciata) torebki Fabry-
cjusza stwierdzono w grupie kontrolnej negatywnej, natomiast kurczeta ofrzymujgce w diecie
dodatek ekstraktu z czosnku lub karczocha charakteryzowaty sie najwyzszym udziatem tego
narzgdu w pordwnaniu z wynikami uzyskanymi w grupie kontrolnej negatywneji grupie ptakdw
ofrzymujgcych w diecie ekstrakt z oregano. Metodg chromatografii cieczowej ze spekirome-
trig mas oznaczono pozostatodci kokcydiostatyku w wagtrobie. Maksymalne, oznaczone po-
ziomy nie przekroczyty wartosci 2,72 ug/kg. Gorny limit pozostatosci salinomycyny w wgtrobie
wynosi aktualnie 150 ug soli sodowej salinomycyny/kg watroby, zatem stwierdzone w do$wiad-
czeniu pozostatosci kokcydiostatyku sg znikome i nie stanowiq zadnego zagrozenia dla konsu-
menta.
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W 2021 roku rozpoczeto réwniez dtugoterminowe doswiadczenie na kurach niesnych
lohmann brown. Nioski utrzymywane sg w klatkach wzbogaconych, w standardowych warun-
kach mikroklimatu pomieszczenia, przy statym dostepie do paszy i wody. Utworzono 10 grup
eksperymentalnych z 12 powtdrzeniami, ztozonymi z 2 kur utrzymywanych we wspdlnej klatce.
Do sktadu podstawowej mieszanki paszowej zastosowano dodatki ekstraktow ziotowych
(2 g/kg), w tym: ostropestu plamistego (OP), karczocha (K), ostryzu dtugiego (OD) i/lub L-karni-
tyny (300 mg/kg paszy), wedtug nastepujacego schematu: kontrola, L-karnityna, OP, K, OD,
OP + K, OP + L-karnityna, K + L-karnityna, OD + L-karnityna, OP + K + L-karnityna.

Cel szczegdbtowy 2.

Zgodnie z harmonogramem realizacji badan, przeprowadzono do$wiadczenie nad oceng
wptywu wieku kurczat (10, 20 lub 30 dni) na pozorng jelitowq strawno$¢ aminokwasdw nasion
bobiku, z grupy niskotaninowych odmian krajowych, potgczonq z okresleniem wielkosci pod-
stawowego przeptywu jelitowego aminokwasdw endogennych (. niepochodzgcych z paszy,
EAA), z wykorzystaniem techniki krétkotrwatego zywienia dietq bezbiatkowq (PFD). Do badan
wybrano nasiona odmiany Amigo (Fot. 1.). Jest to odmiana wyhodowana przez Hodowle Roslin
Strzelce Sp. z 0.0. i wpisana do KRO w 2016 roku.

Fot. 1. Bobik odmiany Amigo
(W. Szczurek).

Analizy laboratoryjne wykazaty nastepujgcy sktad chemiczny bao-
danych nasion bobiku (g/kg): sucha masa — 859,2; biatko surowe
- 270,0; ttuszcz surowy — 10,0; popidt surowy — 27,7; wtdkno surowe
— 74,0; wtdkno neutralno-detergentowe (aNDF) — 237,0; wtdkno
kwasno-detergentowe (ADF) — 106,0; lignina kwasno-detergen-
towa (ADL) - 1,4; zwigzki fenolowe ogdtem — 2,460; proantocyjani-
dyny - 0,064. Oznaczony analitycznie profil aminokwasowy biatka
surowego (BS) badanych nasion przedstawia ponizsza tabela:

Tabela 2. Zawarto$¢ aminokwasdw w 100 g biatka surowego bobiku Amigo.

Aminokwas g/100 g BS
Kwas asparaginowy Asp 10,26
Treonina Thr 3.30
Seryna Ser 4,43
Kwas glutaminowy Glu 15,85
Prolina Pro 3.98
Glicyna Gly 3,98
Alanina Ala 3.80
Walina Val 4,31
Izoleucyna lle 4,32
Leucyna Leu 5,60
Tyrozyna Tyr 3.14
Fenyloalanina Phe 4,00
Histydyna His 2,56
Lizyna Lys 5,93
Arginina Arg 8,59
Cystyna Cys 1,04
Metionina Met 0.79
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W okresie poprzedzajgcym czes$¢ eksperymentalng badan opracowano recepture i przygoto-
wano wymagang ilo$¢ diety testowej, w ktdrej nasiona bobiku (Amigo) byty jedynym zrédtem
biatka (20,3% BS w diecie, przy udziale nasion w powietrznie suchej masie diety wynoszgcej
75%). Cate nasiona rozdrabniano przy uzyciu mtynka nozowego do czgstek o Srednicy okoto
2 mm i tgczono w mieszalniku z pozostatymi komponentami: skrobig kukurydziang, czystg dek-
strozqg (tj. glukozg krystaliczng, otrzymywang w wyniku enzymatycznej hydrolizy skrobi), olejem
rzepakowym (rafinowanym), fosforanem jednowapniowym, kredqg paszowq, solg spozywczq
(niejodowang) oraz premiksem wprowadzajgcym wytgcznie witaminy i mikroelementy. Tlenek
chromu (Cr20s3), jako niestrawng substancje wskaznikowq, wprowadzono do diety w ilosci
5 g/kg. Diete bezbiatkowq (PFD) sporzgdzono wedtug receptury sugerowanej w literaturze me-
todologicznej. Jej gtdéwnymi sktadnikami byty skrobia kukurydziana, dekstroza, olej rzepakowy
rafinowany (dodatek oleju eliminowat pylistos¢ diety), fosforan jednowapniowy, kreda pa-
szowa (36% Ca), sél spozywcza niejodowana oraz premiks zawierajgcy wytqcznie witaminy
i mikroelementy na nosniku w postaci weglanu wapnia. Tlenek chromu, jako substancje wskaz-
nikowqg, wprowadzano w ilosci 5 g/kg diety. Do sktadu tej diety wprowadzano réwniez oczysz-
czong celuloze i tlenek magnezu, a takze wodoroweglan sodu i chlorek potasu jako dodat-
kowe zrédta jondw Na+, K+, CI niezbednych do utrzymania odpowiedniej rGwnowagi kwa-
sowo-zasadowej. Wtasciwe doswiadczenie wykonano w brojlerni doswiadczalnejzaplecza ba-
dawczego Instytutu Zootechniki PIB w Aleksandrowicach na tgcznie 324 kurczetach (kogutki
Ross 308), utrzymywanych od 1. dnia zycia w klatkach grupowych. W trakcie wspdlnego od-
chowu na standardowej mieszance paszowej, z poczgtkowej stawki wybierano kolejno 156 —
4-dniowych, 108 — 14-dniowych i 60 — 24-dniowych ptakdw, ktdre przenoszono sukcesywnie do
oznaczonych klatek na krétki (adaptacyjny) okres zywienia dietq testowq (z bobikiem) oraz
dietg bezbiatkowq (PFD) do osiggniecia wieku odpowiednio 10, 20i 30 dni. Dla oznaczen straw-
nosci (pozornej) aminokwasdw kurczeta przydzielano do szesciu powtdrzen (klatek) o liczeb-
nosci 12, 8 i 4 szt., a dla pomiaru przeptywu EAA do é-ciu powtdrzen (klatek) o liczebnosci 14,
101 6 osobnikdéw w kolejnym wieku. Po 5 dniach nieograniczonego dostepu do diet, wszystkie
kurczeta z kolejnych grup wiekowych ubijano (metoda asfiksji w CO2 lub gtuszenia elekirycz-
nego i skrwawienia) dla pobrania tresci jelitowej. W kolejnych okresach pobran (10., 20. i 30.
dzien zycia kurczqt) tres$¢ jelitowqg wyptukiwano z dystalnego fragmentu jelita biodrowego (od-
cinek jelita cienkiego miedzy zastawkqg biodrowo-Slepqg i uchytkiem Meckela), tworzgc po
6 préb zbiorczych materiatu uzyskanego w obrebie kazdej grupy wiekowej. Pobrany materiat,
po zamrozeniu, poddano procesowi liofilizacji, a nastepnie homogenizacji do postaci magki
o wielkosci czgstek okoto 200 um. Préby diet oraz materiat biologiczny (liofilizowana tres¢ jeli-
towa) przekazano do Centralnego Laboratorium IZ PIB w celu wykonania niezbednych (zaplo-
nowanych) analiz obejmujgcych zawarto$¢ aminokwasdw, suchej masy, biatka surowego oraz
chromu dodanego. Petny zestaw wynikdw ww. analiz zostat dostarczony przez zleceniobiorce
pod koniec roku sprawozdawczego. Komplet tych danych jest aktualnie opracowywany do
kalkulacji wspdtczynnikdw pozornej strawnosci jelitowej poszczegdinych aminokwasdw nasion
bobiku, a obliczone wartosci liczoowe EAA bedqg wykorzystane do standaryzaciji (korekty) tych
wspdtczynnikdw w kolejnym etapie realizacji badahn w ramach celu szczegdtowego 2.

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

kierownik zadania: prof. dr hab. Marek Pieszka

Celem etapu badawczego byta ocena wptywu dodatku paszowego o witasciwosciach
buforujgcych, ograniczajgcego rozwdj bakterii o charakterze patogennym i majgcego wptyw
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na stabilizacje mikroflory jelit u odsadzonych prosigt oraz parametry produkcyjne i zdrowie
rosngcych $win.

Doswiadczenie zostato wykonane na ogdtem 18 miotach (ok. 200 prosigt), pochodza-
cych od loch linii 990, wedtug schematu zamieszczonego na Rycinie 1. Prosieta pochodzity od
loch wielorédek (3.-4. laktacja), gdzie sredniailos¢ prosigt zywo urodzonych wynosita minimum
12 sztuk. Lochy, od 100. dnia cigzy do odsadzenia prosigt, utrzymywane byty w kojcach poro-
dowych. Lochy otrzymywaty mieszanke petnoporcjowq dla loch pro$nych i karmigcych (Ta-
bela 1.). Prosieta po urodzeniu przebywaty wraz z matkami w kojcach porodowych do odsa-
dzenia w 28. dniu zycia, a nastepnie do 70. dnia zycia, odchdw prowadzony byt w kojcach dla
prosigt starszych. Okres wtasciwy doswiadczenia trwat od 28. dnia do 70. dnia zycia prosigt.

Rycina 1. Schemat doswiadczenia.

Badania na zwierzetach
Okres doswiadczalny
Odsadzenis w 28 dniu 2ycia [ Grupa kontrolna - brak dodatku, n=6 miotow ]

e, — Odsadzenie i Grupa D1 - dodatek preparatu, niska dawka?, n=6 miotow
n- m
\Kh\‘" Grupa D2 - dodatek preparatu, wysoka dawka®, n=6 miotow

oot T 14 26 a2 E 70

A | A A
i| Pomiar indywidualnaj masy ciala oraz pobrania paszy
Pabranie krwi | i i

Pobranie tkanek przewodu pokarmowego, blony Sluzowej jelit | tresci pokamowej

Tabela 1. Warto$¢ pokarmowa mieszanki LK dla loch wysokopro$nych i karmigcych.

Wyszczegdlnienie Zawartos¢ w 1 kg
Energia metaboliczna, MJ 13,0
Biatko ogdine, g 160
Wtdkno surowe, g 40
Lizyna, g 9
Metionin+Cystyna, g 54
Treonina, g 5.8
Tryptofan, g 1,8
Wapnh, g 8.0
Fosfor, g 5.0
Séd, g 2,0

W trakcie odchowu prosigt byty stosowane trzy rodzaje mieszanek (Tabela 2.):
— prestarter wczesny od 7. dnia az do odsadzenia 28. dnia,
— prestarter odsadzeniowy od 28. dnia do 42.,

— starter w okresie od 42. dnia do 70. dnia zycia.

Warto$¢ pokarmowqg mieszanek dla prosigt zamieszczono w Tabeli 2.
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Tabela 2. Warto$¢ pokarmowa mieszanek dla prosigt.

Wyszczegdlnienie j-m. Prestarter Prestarter Starter
wczesny odsadzeniowy

Energia metaboliczna MJ 13.8 13,4 13,0
Biatko ogdine g 210 190 180
Wtdkno surowe g 30 40 40
Lizyna e] 13,5 12,5 12,0
Metionina+Cystyna g 7.2 6,6 6,4
Treonina g 8.5 8.0 7.6
Tryptofan g 2,7 2,3 2,2
Waph g 9.0 8.0 8.0
Fosfor g 6,0 5.5 5.0
Séd e] 1,5 2,0 2,0

Pierwszego dnia okresu doswiadczalnego (28. dzien zycia) prosieta zostaty losowo przydzielone
do 3 grup zywieniowych wedtug Ryciny 1. Preparaty doswiadczalne dodawane byty do mie-
szanki prestarter odsadzeniowy i starter wedtug schematu (Tabela 3.).

W trakcie trwania catego doswiadczenia zbierane byty wskazniki odchowu prosigt: ilosé
prosigt w miocie, masa ciata w 28., 42. i 70. dniu zycia, przyrosty dzienne, pobranie paszy,
wskaznik wykorzystania paszy FCR, Smiertelno$¢ prosigt i ich przyczyny.

Obliczenia statystyczne:

Obliczenia statystyczne wykonano za pomocg modelu dwuczynnikowej analizy kowarianciji,
gdzie zmienng towarzyszgcg byt wiek w dniu odsadzenia wykorzystujgc pakiet statystyczny
Statgraphics 12.0.

Wyniki badanh:

Odpowiednie zywienie jest kluczowe dla prawidtowego funkcjonowania przewodu pokarmo-
wego, a wtasciwa suplementacja diety prosigt zwigzkami zdolnymi do modulacji sktadu mikro-
biomu i aktywnosci jelit jest jednym z najefektywniejszych sposobdw na poprawe zdrowotnosci
i produkcyjnosci prosigt.

Na podstawie wynikdw laboratoryjnych wykonanych w 2020 roku sporzgdzono preparat,
ktory zostat zastosowany w doswiadczeniu zywieniowym na 186 prosietach pochodzgcych od
18 loch linii 990, podzielonych na trzy grupy zywieniowe (6 miotéw w kazdej grupie). Okres wta-
Sciwy doswiadczenia trwat od odsadzenia prosigt w 28. dniu do 70. dnia zycia. Prosieta w okre-
sie przebywania przy losze do 28. dnia nie dostawaty preparatéw doswiadczalnych. Dawko-
wanie rozpoczeto po odsadzeniu prosigt i podzielono na okresy 28-42 i 42-70 wedtug ilosci za-
mieszczonych w Tabeli 3.

W doswiadczeniu badano wptyw w/w dodatkdw na zmniejszenie skutkdw zakazeh bak-
teryjnych, w szczegdlnosci u mtodych zwierzat, poprawe ich wskaznikéw odchowu i zmniejsze-
nie emisji azotu do Srodowiska.

W pierwszym okresie odchowu, miedzy 1. a 28. dniem zycia, prosieta wszystkich grup zy-
wieniowych charakteryzowaty sie podobnym wzrostem, uzyskujgc przy odsadzeniu podobne
masy ciata, odpowiednio: konfrola 6,49 kg; D1 6,992 kg i 6,77 kg.

W okresie suplementacji preparatu uwidocznit sie istotny wptyw oddziatywania prepao-
ratu zastosowanego w nizszej dawce (gr. D1) na parametry odchowu prosigt. W krytycznym
dla prosigt okresie poodsadzeniowym miedzy 28. a 42. dniem stwierdzono istotnie wyzsze przy-
rosty masy ciata w grupie D1 vs. Kontroli 143 vs. 81 g (P<0,01) i istotnie wyzszg mase ciata prosigt
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w 42. dniu zycia w grupie D1 9,00 kg vs. K 7,62 kg (P<0,01). Istotnie wyzsze przyrosty masy ciata
w grupie doswiadczalnej D1 utrzymaty sie do kohca doswiadczenia. W 70. dniu zycia prosieta
w poszczegdlnych grupach zywieniowych uzyskaty nastepujgce masy ciata: K 16,72kg (0%);
D1 22,28 kg (+33,2%); D2 18,09kg (+23,1%) (P<0,01). Istotne réznice w kohcowej masie ciata
miaty odzwierciedlenie w istotnie wyzszych przyrostach masy ciata prosigt w okresie od odsa-
dzenia do 70. dnia zycia, zwtaszcza w grupie do$wiadczalnej D1, w pordéwnaniu do kontroli,
244 g (+0%) vs. D 364 g (+49%). Prosieta z grup doswiadczalnych D1 i D2 pobieraty wiecej paszy,
w poréwnaniu do kontroli, odpowiednio: D1 1149 g; D2 1016 vs. K 846 g zwtaszcza w okresie po
3. do 6. tygodniu po odsadzeniu.

Na uwage zastuguije fakt nizszej $miertelnosci prosigt w grupach doswiadczalnych, szcze-
gdlnie w grupie D1, gdzie wynidst 1,7% w D2 8,4%, a w kontroli 11,0%.

Tabela 3. llos¢ prosigt (szt.) w poszczegdlnych fazach doswiadczenia.

Grupa Przy odsadzeniu Po 2 tygodniach od odsadzenia Po 6 tygodniach od odsadzenia
Kontrolna 66 62 59
D1 61 60 60
D2 60 60 55

Tabela 4. Srednia masa ciata prosigt (w kg) w poszczegdinych fazach doswiadczenia.

Grupa Przy odsadzeniu Po 2 tygodniach od odsadzenia Po 6 tygodniach od odsadzenia
Kontrolna 6,49 7,624 16,724
D1 6,99 9,008 22,288
D2 6,77 7,5478 18,0948

A, B —wartoéci oznaczone réznymi literami w kolumnie rdzniq sie istotnie (P < 0,01).

Tabela 5. Srednie dzienne przyrosty masy ciata (w gramach) w poszczegdlnych okresach doswiadczenia.

Sips Do odsadzenia W okresie 2 Tygc?dni W okresie 6 Tygc?dni W okresie 3.-6. Ty.dzier'w
po odsadzeniu po odsadzeniu po odsadzeniu
Kontrolna 194 81A 2447 3254
D1 215 1438 3648 4748
D2 208 5448 27048 37048

A, B - wartosci oznaczone réznymi literami w kolumnie rézniq sie istotnie (P <0,01).

Tabela 6. Srednie dzienne pobranie paszy (w gramach/prosie/dzien) w poszczegdinych okresach w badanych gru-
pach zywieniowych (zuzycie na podstawie danych dla 6 miotéw w kazdej grupie zywieniowej).

Grupa w okresie 2 tygodni po odsadzeniu W okresie 3.-6. tydzieh po odsadzeniu
Kontrolna 213 846
D1 270 1149
D2 192 1016
Whnioski:

Zastosowanie octanu sodu i maslanu sodu w dawce odpowiednio: 1,0 kg/t i 1,0 kg/t paszy
w okresie okotoodsadzeniowym, wptywa korzystnie na parametry odchowu prosigt m.in. przy-
rosty masy ciata, pobranie paszy, a takze na istotne zmniejszenie Smiertelnosci prosigt. Podwo-
jona dawka preparatdéw nie daje zadawalajgcych rezultatéw.

117



Zaktady Naukowe

Zaktad Systeméw i Srodowiska Produkcji
p.o. kierownika: dr hab. Jacek Walczak

Zadanie 04-17-05-11
Ekonomiczny wymiar realizacji wybranych zatozert Green Deal w gospodarstwach
rolnych ze zréznicowanq produkcjq zwierzecq.

kierownik zadania: dr inz. Elzbieta Sowula-Skrzynska

Cel zadania:

Celem gtéwnym zadania jest ocena dziatan i naktaddw finansowych skierowanych na reduk-
cje niekorzystnych oddziatywan produkcji zwierzecej na srodowisko w obrebie rodzinnych go-
spodarstw rolnych.

Cel ten jest realizowany poprzez:

— anadlize przychoddéw i kosztéw produkcji zwierzecej w ujeciu terytorialnym, uwzgledniajgcg
dziatania na rzecz ochrony srodowiska w gospodarstwach rodzinnych,

- optymalizacje produkcji zwierzecej uwzgledniajgcq dziatania skierowanych na redukcje
niekorzystnych oddziatywan na srodowisko,

—  okreslenie barieri szans realizacji wybranych zatozen ,,Zielonego tadu” w gospodarstwach
ze zrdznicowanq produkcjg zwierzecgq,.

Zaplanowano etap dotyczgcy opracowania zatozenh metodycznych w zakresie konstrukcii
kwestionariuszy badawczych oraz identyfikacje dziatan skierowanych na redukcje niekorzyst-
nych oddziatywan produkciji zwierzecej na srodowisko w obrebie rodzinnych gospodarstw oraz
pozyskiwanie informacji z zakresu zasobdw gospodarstw.

W pierwszym roku badan:

- wytypowano gospodarstwa rodzinne utrzymujgce bydto miesne, bydto mleczne oraz
owce i Swinie,

- przygotowano kwestionariusz ankiety do gromadzenia danych zrédtowych w terenie,

- przygotowano arkusz kalkulacyjny do wprowadzenia pozyskanych danych oraz obliczen,

- zgromadzono dane z zakresu zasobdw gospodarstw, ktdre w przysztosci postuzg do wyko-
nania analizy efektywnosci ekonomiczno-produkcyjnej i optymalizacii produkcji,

- zgromadzono dane okredlajgce dziatania skierowane na redukcje niekorzystnych oddzia-
tywan produkcii rolnej na srodowisko w obrebie gospodarstw rolnych,

- dane zrédtowe poddane andalizie pochodzity z 247 gospodarstw rodzinnych, zlokalizowa-
nych w wojewddztwach podlaskim, podkarpackim i dolnodlgskim, w tym: 71 gospodarstw
utrzymujgcych krowy mleczne, 73 gospodarstwa utrzymujgce bydto miesne, 50 gospo-
darstw utrzymujgcych owce oraz 53 gospodarstwa utrzymujgce $winie.

Dziatalno$¢ produkcyjna (szczegdinie produkcja zwierzeca) wywiera znaczgcy wptyw na $ro-
dowisko, czesto negatywnie oddziatujgc na glebe, powietrze oraz wode (powierzchniowq
i podziemng). Rolnictwo bezposrednio uzytkuje zasoby przyrody w procesach produkciji. Z dru-
giej strony, rolnicy funkcjonujgcy w gospodarce rynkowej muszg produkowacé zgodnie z po-
trzebami spotecznymi i jednoczes$nie maksymalizowad swoje funkcje celu poprzez efekty pro-
dukcyjne oraz ekonomiczne w warunkach konkurenciji. Osigganie mikroekonomicznych celéw
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produkcyjnych w rolnictwie nie zawsze idzie w parze z celami srodowiskowymi. Jednak na
uwage zastuge fakt, ze w przewazajgcej wiekszosci wtasciciele objetych badaniami gospo-
darstw majqg swiadomos¢ o istotnosci dziatah dostosowawczych produkciji rolnej, majgcych na
celu ochrone $rodowiska naturalnego.

Tabela 1. Dziatania skierowane na redukcje niekorzystnych oddziatywan produkcji rolnej na srodowisko w obrebie go-
spodarstw rodzinnych, utrzymujgcych rézne gatunki zwierzat gospodarskich (%).

Wyszezeadinienie bydto miesne | bydto mleczne | owce Swinie
yszezeg n=73 n=71 n=50 n=53
Liczba gospodarstw 73 71 50 53
Wapnowanie gleby 75,34 74,65 70,00 83,02
PaYowon|e obornika w ciggu 12 godzin od 46,58 53,52 40,00 5083
aplikacji na glebe
Ekstensywny wypas na TUZ z obsadqg zwierzat | 43,84 35,21 36,00 3,77
Odpowiednie zmianowanie roslin 36,99 40,85 28,00 32,08
Stosowanie miedzyplondw ozimych 34,25 43,66 20,00 20,75
Przestrzeganie planu nawozenia 32,88 43,66 18,00 39,62
Poprawa dobrostanu zwierzagt 21,92 33,80 14,00 13,21
Zimowe pozytki dla ptakdw 20,55 11,27 14,00 7.55
Rozlewanie gnojowicy innymi metodami niz
rozbryzgowo, aplikacja doglebowa nawozéw | 16,44 22,54 0,00 18,87
na bazie mocznika
Wsiewki srédplonowe 15,07 12,68 12,00 9.43
Korzystna struktura upraw 15,07 26,76 14,00 13,21
Produkcja integrowana 13,70 12,68 4,00 7.55
Uproszczone systemy uprawy 12,33 16,90 6,00 16,98
Refenqonowome wody na trwatych uzytkach 10,96 8,45 0,00 0.00
zielonych
Obszary z roslinami miododajnymi 9.59 16,90 0,00 7.55
Produkcja metodami ekologicznymi 6,85 1,41 2,00 0,00
Obszary nieprodukcyjne — mikrosiedliska pta-
kéw w uprawach zbozowych -, luki skowron- | 5,48 1.41 6,00 1.89
kowe"
STr’efy buforowe.no gruntach ornych wzdtuz 5.48 423 400 0.00
wod powierzchniowych

Najchetniej podejmowanym dziataniem przyczyniajgcym sie do poprawy odczynu gleby i jej
zyznosci byto wapnowanie, ktére wpisuje sie w ekoschemat ,,Opracowanie i przestrzeganie
planu nawozenia z wykorzystaniem narzedzia FaST”. Dziatanie to realizowane byto w 70% w go-
spodarstwach owczarskich do ponad 83% utrzymujgcych $winie.

Innym, czesto stosowanym zabiegiem, byto przyorywanie obornika w ciggu 12 godzin od
jego aplikacji (od 40% do 53,52% gospodarstw), majgce na celu ograniczenie emisji amoniaku.
Stosujgc obornik na gruntach ornych mozna to osiggngc poprzez doskonalenie metod aplika-
cji nawozdw naturalnych, np. poprzez orke lub ptytkg uprawe, niemniej jednak za najbardziej
efektywng strategie ograniczania emisji amoniaku ze stosowania obornika uwaza sie skrécenie
czasu jego przebywania na powierzchni pola. Wynika to z faktu, ze wiekszo§¢ amoniaku jest
uwalniana z obornika
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Istotnym dziataniem prosrodowiskowym wérdéd badanych gospodarstw byto zmianowa-
nie roslin (najczesciej w gospodarstwach ,,mlecznych” 40,85%) oraz praktykowanie miedzyplo-
néw ozimych (43,66%), jak rdwniez korzystna struktura upraw (gdzie udziat zbdz nie przekracza
50% w strukturze zasiewodw, a udziat roslin okopowych nie przekracza 25%). Dziatania te sq bar-
dzo istotne, gdyz réznorodnos$¢ odgrywa wazng role w utrzymywaniu dobrego poziomu pro-
duktywnosci agrosystemu, zyznosci gleby i glebochronnej funkciji roslin. Uprawa wielu gatun-
kéw roélin wzbogaca réznorodnos$é biologiczng gruntdéw ornych i krajobrazu. Natomiast spe-
cjalizacja, koncentracja i intensyfikacja produkcji ogranicza liczbe gatunkdéw uprawianych ro-
§lin, prowadzgc w wielu przypadkach do upraw monokulturowych i monotonii krajobrazu.

Aplikacja ptynnych nawozdw naturalnych innymi metodami niz rozbryzgowo realizowana
byta najczesciej w gospodarstwach utrzymujgcych bydto i $winie w wojewddztwie podlaskim
(33,33%).

Analizujgc dane zwrécono uwage, ze badane gospodarstwa w minimalnym zakresie wy-
odrebniaqjg strefy buforowe na gruntach ornych czy tez obszary nieprodukcyjne.

Sposrdd przebadanej populacji gospodarstw najmniejsze zainteresowanie jest rolnic-
twem ekologicznym (Srednio 2,56%). Gospodarstwa utrzymujgce $winie nie byty zaintereso-
wane ekologicznymi metodami produkciji, jedynie w okoto 7% przebadanych gospodarstw
utrzymujgcych bydto miesne odnotowano zainteresowanie tym system produkcji.

Producenci wyjasniajg ten fakt tym, iz gtdbwnym czynnikiem hamujgcym rozwdj gospo-
darstwa rolnego sq niskie ceny zbytu produktéw rolnych wytwarzanych metodami ekologicz-
nymi. Duzym problemem sqg zawite oraz niespdjne przepisy i zbyt duza biurokracja. llos¢ doku-
mentacii, do ktdrej prowadzenia zobligowani sg ekologiczni rolnicy, liczba przeprowadzanych
kontroli jakim sg poddawani, ale i niestabilno$¢ przepiséw powodujgca trudnosci w ich inter-
pretacji. Jednq z barier jest mata liczba przetwdrni ekologicznych, szczegdlnie miesnych, ale
i paszowych, co przektada sie na koniecznos¢ sprzedazy surowca ekologicznego po cenach
konwencjonalnych, co wptywa negatywnie na optacalno$¢ produkcii.

Reasumujgc nalezy podkreili¢, ze ideq wspdtczesnego rolnictwa musi by¢ gospodaro-
wanie zrOwnowazone, zapewniajgce stabilng, optacalng i akceptowang spotecznie produk-
cje niezagrazajgcg srodowisku naturalnemu.

Zadanie 04-17-03-11
Ewaluacja metod pomiaru emisji i mitygaciji GHG w trakcie pastwiskowania.

kierownik zadania: dr hab. Jacek Walczak

Cel pracy:

Celem zadania jest uzyskanie precyzyjnej, nieinwazyjnej metody pomiaru emisji GHG, w tym
emisji metanu z fermentaciji jelitowej od bydta mlecznego, utrzymywanego w warunkach fer-
mowych (m.in. na pastwisku), a takze okreslenie przydatnosci wybranych sposobdw mitygacii
GHG i amoniaku w frakcie samego pastwiskowania.

Zatozony cel gtéwny osiggniety zostanie poprzez realizacje celdw czgstkowych:

— opracowanie metodologii pomiardw emisji metanu z wykorzystaniem znacznikdw SFs oraz
miernika laserowego,

— okreslenie efektywnosci pomiardw opracowanych metodologii w stosunku do badanh re-
alizowanych w komorach mikroklimatycznych,

— wyznaczenie najskuteczniejszych metod mitygacji GHG i amoniaku w trakcie pastwisko-
wania bydta.
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Celem gospodarczym badan jest opracowanie najefektywniejszych metod redukcji emisji
GHG z pastwiskowania kréw i przekazanie ich do upowszechnienia, jako elementu realizacji
strategii niskoemisyjnej gospodarki oraz osiggania celdw klimatycznych.

Syntetyczne omdwienie uzyskanych wynikdw badan w etapie:

W omawianym okresie sprawozdawczym zrealizowano poczgtkowy etap zadania, dotyczgcy
poréwnania metod pomiaru emisji metanu z fermentaciji zwaczowej kréw przy uzyciu traceréw
SFs i miernika laserowego. Opracowano i wykonano prototypowe tracery/wskazniki SFs. Porow-
nywano rézne elementy konstrukciji, jak: rodzaj i pojemnosé zbiornikdw na gaz (stal, PCV, akryl),
sposdb mocowania zbiornikdw (kark, bark) i przewoddw doprowadzajgcych gaz, parametry
robocze tracera, ci$nienie robocze i wielkos¢ przeptywu, sposéb filtracji gazdéw, mocowanie
i typu zawordw wy/we, tempo uwalniania SFs oraz stosunek oznaczonych stezen SFs/CHa. Przy-
jeto 24 godzinng funkcjonalno$¢ tracera. W przypadku miernika laserowego ustalone zostaty
parametry metodyczne - temperatury robocze, zakres odlegtosci pomiaru, miejsca pomiaru.

Materiat doswiadczalny stanowito 12 kréw mlecznych rasy HF, pozostajgcych w pierwszej
fazie laktacji, w grupie zywionej na zapotrzebowanie produkcyjne 7 tys. | mleka. Zwierzeta zy-
wione byty metodqg TMR z udziatem kiszonki z kukurydzy, a utrzymywane w systemie wolnosta-
nowiskowym. W trzech seriach catodobowych, obejmujgcych tgcznie piec dni pomiarow
i cztery kwatery/pastwiska, okre$lone zostaty emisje metanu od kazdej ze sztuk przy pomocy
dwadch rodzajow miernikéw-tracerdw SFe i laserowego miernika metanu.

Tabela 1. Srednie wartoéci parametréw mikroklimatycznych w trakcie realizacji pomiaréw.

Parametr Kwatera nr 1 Kwatera nr 2 Kwatera nr 3 Kwatera nr 4
Temperatura (°C)

— powtdrzenie 1. 16,21,9 16,8+2,3 19,242,1 18,9129
— powtdrzenie 2. 16,3129 16,1+2,4 16,8+1,8 16,9129
— powtdrzenie 3. 17,412,6 17,5+2,3 17,8+1,6 17,1+£2,3
Wilgotnosc¢ wzgl. (%)

— powtdrzenie 1. 73,2141 71,5£3,8 72,1£5,2 73,4x4,6
— powtdrzenie 2. 65,6141 64,2+4,3 67,534 68,6£3,5
— powtdrzenie 3. 74,2+3,1 73,3%£2,1 75,2%+2,3 76,3+3,8
Predkos¢ ruchu powietrza (m/s)

— powtdrzenie 1 0,18+0,03 0,21+0,02 0,19+0,05 0,19+0,04
- powtdrzenie 2 0,15+0,04 0,14+0,05 0,15+0,04 0,16+0,04
- powtdrzenie 3 0,22+0,04 0,21£0,04 0,22+0,04 0,23+0,04
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Tabela 2. Pordwnanie $rednich emisji metanu z pastwiskowania kréw, przy wykorzystaniu réznych metod pomiarowych
(kg/szt./rok).

Powtdrzenie Rodzaj pomiaru/nr kwatery
Kwatera nr 1 Kwatera nr 2 Kwatera nr 3 Kwatera nr 4
>

$ 5 $ 5 3 5 $ 5

o S o 3 o S o S

@ o 2 o 2 o @ o

O — — O — —

) ) - )
1. 108,450 112,91b 123,53c 127,32d 114,5b 118,61e 129,33d 133,22f
2. 119,12a 123,32b 127,32¢c 131,42d 124,64b 117,82b 128,41c 132,53d
3. 126,43a 130,21b 134,61c 137,98d 131,43a 124,91b 130,53c 134,32d

ab - réznice istotne przy P>0.05.
W trakcie realizacji badan zbierano nastepujgce rodzaje danych:

— dobowa emisja metanu w przeliczeniu na 1 szt. przy uzyciu tracerow,
— dobowa emisja metanu w przeliczeniu na 1 szt. przy uzyciu miernika laserowego,
- stezenia metanu w Srodowisku — tto przy uzyciu miernika laserowego,
— warunki mikroklimatyczne (temperatura, wilgotnos¢, predkos¢ ruchu powietrza).

Dane poddano andalizie statystycznej metodqg wariancii.

Uzyskane wyniki pomiardw ilustrujg Tabele 1.1 2. W catej rozciggtosci widoczne jest
w nich, statystycznie istotne zréznicowanie pomiardw realizowanych przez dwa mierniki jedno-
czednie. Ze wzgledu na warunki klimatyczne, a zwtaszcza temperature powietrza i powigzang
Z nig preznos$¢ par, wyniki emisji od zwierzgt z poszczegdlnych kwater réznig sie istotnie miedzy
sobqg w obrebie pomiardw tg samg metodqg. Podobne stwierdzenie odnosi sie rdbwniez w sto-
sunku do kolejnych powtdrzeh na tych samych kwaterach, gdzie dodatkowo naktada sie efekt
wiekszego udziatu wtdkna, postepujgcy wraz z kolejnoscig odrostu.

Podsumowadnie wynikdw:

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan stwierdzi¢é mozna, ze pomimo istotnosciréznic w po-
miarach dokonywanych réznymi metodami, rzgd wielkosci emisji od pojedynczej sztuki bydta,
zostaje zachowany. W skali roku réznice te siegajg do kilku kg/szt., co przy tgcznym poziomie
emisji 110-130 kg CHa/szt./rok, nie wydaje sie w skali szacunkdw dla catosci krajowego pogto-
wia duzqg zmiana jakosciowqg. Mimo to, koniecznym bedzie dalsze dopracowanie skalowania
metody tracerdéw jako tej docelowej, pozwalajgcej nie tylko na wielogodzinne pomiary, ale
uwzgledniajgcej rozne inne czynniki, jak chocby ruch, czy zmienne zywienie, wptywajgce na
wielko$¢ emisji metanu. Ze wzgledu na fizyczny charakter pomiaréw miernikiem laserowym,
metoda ta wydaije sie mniej precyzyjna, zwtaszcza na interwatowy charakter probkowania.
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Zaktad Biologii Molekularnej Zwierzat
kierownik: dr hab. Katarzyna Ropka-Molik, prof. IZ PIB

Zadanie 01-18-05-21
Analiza proceséw molekularnych zwigzanych 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

Cel zadania:

Celem badan jest poszukiwanie genetycznego podtoza procesdw zwigzanych z odktadaniem
tkanki ttuszczowej na modelu $wini domowej. Umozliwi to dostarczenie nowych informacii po-
mocnych przy opracowaniu skutecznych narzedzi w walce z otytoscig u ludzi. Otytosé, ktéra
w ostatnich latach stanowi powazny problem spoteczny i zdrowotny, sprzyja wystepowaniu
takze innych powaznych schorzen cywilizacyjnych, takich jak: cukrzyca, nadcisnienie czy nie-
wydolnos¢ narzgdowa. Wykorzystanie Swini jako zwierzecia modelowego, $wietnie sprawdza
sie w tego rodzaju badaniachilosciowych, 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 watrobowej i ttuszczowej. Umozliwi to trafne wskazanie proceséw me-
tabolicznych wysoce istotnie powigzanych z regulacjg odktadania tkanki ttuszczowe.

Zatozenia metodyczne:

Identyfikacje aktywnych proceséw molekularnych w tkance ttuszczowej oraz waqtrobowej,
zwigzanych z podwyzszonym poziomem ottuszczenia u Swin, badano z wykorzystaniem technik
opartych na sekwencjonowaniu nastepnej generacji (NGS), w tym techniki RNA-seq oceniaja-
cej poziom poszczegdlnych transkryptdw oraz techniki ATAC-seq wskazujgcej transkrypcyjnie
czynng chromatyne. Do badan wybrano loszki pochodzgce z rasy ztotnicka biata, charakte-
ryzujace sie skrajnie niskim oraz wysokim poziomem tkanki ttuszczowej w tuszy. Od osobnikdw
zostaty pobrane probki watroby, ktdére umieszczono w odpowiednim medium, aby zachowad
zywotnos$¢ komaorek. Komorki watroby (hepatocyty) w laboratorium zostaty specijalnie przygo-
towane i wolno zamrozone w -80°C. Po rozmrozeniu hepatocyty poddano analizie na zywot-
no$¢. Prébki wykazujgce zywotnos¢ powyzej 80% wykorzystano do przygotowania bibliotek
ATAC-seq. Sekwencjonowanie bibliotek przeprowadzono w firmie zewnetrznej. Z kolei, z wyko-
rzystaniem wynikdw RNA-seq, uzyskanych w 2020 roku przeprowadzono analize wywotania wa-
riantdw przy pomocy narzedzia GATK v 4.1.9.

Wyniki:

Wstepna analiza po sekwencjonowaniu bibliotek ATAC-seq.

Po sekwencjonowaniu i przeprowadzeniu obrdbki surowych danych zaobserwowano, ze
Srednia wielko$¢ insertu dla frakcji A (fragmenty otwartej chromatyny nienawiniete na nukleo-
somy) to 78 bp z kolei dla frakcji B 232 bp (fragmenty otwartej chromatyny nawiniete na jeden
lub dwa nukleosomy) (Figura 1.).
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Figura 1. Wielkosci insertéw po sekwencjonowaniu biblioteki ATAC-seq dla frakcji Ai B.

Insert Size Histogram for All_Reads
in file 20065FL-02-01-01_S1_L001.rm4.bam

T T
1

cumulative fraction of reads > insert size

Count

8000 10000 12000

4000 6000

2000

Insert Size Histogram for All_Reads
in file 20065FL-02-02-01_S15_L002.rm4.bam

1

cumulative fraction of reads > insert size

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09

0
L

o 4

\ MWMM ______________________________ |

T T T T T T T T
100 150 200 250 300 0 200 400 600 800

|

Insert Size Insert Size

Analiza wywotania wariantéw na danych RNA-seq uzyskanych po sekwencjonowaniu catego
franskryptomu tkanki wqtrobowej i ttuszczowej dla grup zrdznicowanych pod wzgledem
poziomu ottuszczenia.

Po sekwencjonowaniu transkryptomu dla prébek watroby oraz ttuszczu Srednio otrzymano
62 276 008 surowych odczytéw i po filtracji 61 480 178. Srednio 71% zostato zmapowane do ek-
sondw dla genomu Sscrofall.l GCA_000003025.6. Na danych RNA-seq tkanki ttuszczowej oraz
watrobowej przeprowadzono analize wywotania wariantdw (variant calling). Analiza wywota-
nia wariantdw wykazata, ze wérdd gendw ulegajgcych ekspresji w wgtrobie naijistotniejsze
zmiany polimorficzne wzgledem testu 52 wystepowaty w genach: MTUST, PDGFRL, FGL1, nowym
genie (ENSSSCG00000045843), PCM1, ASAHT, SMAD2, ANGPTL3 oraz DOCKY. Z kolei, w genach
ulegajgcych ekspresji w tkance ttuszczowej zmiany polimorficzne wykazujgce istotnie rézny roz-
ktad genotypdw pomiedzy badanymi grupami zostaty zidentyfikowane w genach: BSCL2,
UBXNT1, UQCCS3, ASPH i CLVS1. Natomiast analiza natozenia gendw o réznicowej ekspresii
w tkance watrobowej oraz ttuszczoweji gendw charakteryzujgcych sie obecnosciq wariantéw
polimorficznych istotnych wzgledem testu 2 wskazata w tkance ttuszczowej 47 gendw oraz
w tkance wagtrobowej 112 gendw (Figura 2.).

Figura 2. Analiza natozenia gendw o réznicowej ekspresji (DEGs) w tkance ttuszczowej oraz watroboweji gendw,
w ktérych test 2 wskazat istotny rozktad genotypdw pomiedzy badanymi grupami $win.

DEGs

DEGs

variant calling variant calling

Tkanka ttuszczowa

Tkanka watrobowa
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Analiza wywotania wariantéw wskazata gen FGL1 jaoko gen charakteryzujgcy sie wieloma
mutacjami $cisle zwigzanymi z jednym z fenotypdw czyli wykazujgcymi bardzo niskie p-Value
w tescie y2. W sumie zidentyfikowano w tym genie 114 mutacji, gtdwnie w regionie 3'UTR, ale
takze w intronach i egzonach (ciche mutacije). Analiza haplotypdw oraz sprzezeh pomiedzy
mutacjami genu FGL1 zostata przedstawiona na Figurze 3.

Figura 3. Blok analizy sprzezeh 54 mutaciji SNP genu FGLI.
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Sposérdéd mutacii regionu 3 UTR cztery zostaty wytypowane do analizy oceny wptywu na cechy
fenotypowe $win, gtdwnie zwigzane z poziomem ottuszczenia tuszy (SNP: rs340465447,
rs330 493 983 and INDEL: NC_010459.5:9.5548991-5548992del and NC_010459.5:9. 554916 1insC
AGCA) (Figura 3.) w rasie ztotnicka biata. Nowe mutacje typu INDEL zostaty ztozone do pu-
blicznej bazy gendw GenBank pod numerem akcesyjnym MW827172.

Analiza GLM, oceniagjgca wptyw mutaciji genu FGL1 na cechy uzytkowe $win.

Genotypowanie dwdch zmian polimorficznych w genie FGL1 przeprowadzono z wyko-
rzystaniem techniki PCR-RFLP (Figura 4). Analiza asocjacyjna badanych mutacji z cechami
uzytkowymi $win wykazata wptyw rs340465447 (G/A) i NC_010459.5:9.5548991-5548992del
(TCA/A) na poziom IMF, oraz innych cech zwigzanych z odktadaniem ttuszczu podskérnego.
Loszki o genotypie AA charakteryzowaty sie wyzszym 24%, 23%, 32% IMF, ABT i masqg stoniny
poledwicy, odpowiednio. Ocena efektu addytywnego wskazata, ze zmiana A—G prowadzi
do -0.24 cm (p<0.01) ABT, +2.90 cm? (p<0.01) powierzchni oka poledwicy, i +9dni (p<0.05) dla
dnia uboju. Z kolei, polimorfizm rs340465447 wptywat na zmiane w iloci dziennego przyjmowa-
nia paszy oraz pH poledwicy i szynki mierzonej po 24 h od uboju.
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Figura 4. Sposoby detekciji czterech mutaciji w regionie 3'UTR genu FGL1. 17:5549161 1 17:5548991 byty identyfikowane
z wykorzystaniem metody sekwencjonowania Sangera z kolei rs335115749 i rs330160051 z wykorzystaniem techniki PCR-
RFLP.
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Mutacja NC_010459.5:9.5548991-5548992del (TCA/A) wptywata zardbwno na cechy zwigzane
z ottuszczeniem jak i z miesnosciq, jak masa szynki oraz poledwicy, procent miesa w tuszy, po-
wierzchnia oka poledwicy, masa wyrebdw podstawowych, srednia grubos¢ stoniny. Efekt do-
minacyjny NC_010459.5:9.5548991-5548992del (TCA/A) mutacii wskazat, ze "zamiana” geno-
typu ins/del—ins/ins prowadzi do podwyzszenia procentu miesa w tuszy +2.04% (p<0.01), pod-
wyzszenia masy szynki +280 g (p<0.05) oraz zmniejszenia grubosci stoniny w punkcie K1-0.32cm
(p<0.01). Swinie o genotypie del/del wzgledem tej mutacii byty nieliczne, wiec obliczenia sta-
tystyczne wzgledem ich grupy nie miaty duzej mocy statystycznej.

Podsumowanie potwierdzajgce osiggniecie zatozonego celu:

W 2021 roku zsekwencjonowano biblioteki ATAC-seq i cze$ciowo przetworzono uzyskane wy-
niki. Z kolei, w ramach 3. celu szczegdtowego w oparciu o wyniki RNA-seq wqtroby oraz tkanki
ttuszczowej, przeprowadzono analize wywotania wariantéw (variant calling) typujgca poten-
cjalne markery zwigzane z cechami ottuszczenia u $wih. Wyniki uzyskane w ramach analizy
ATAC-seq oraz analiza wywotania wariantéw dla tkanki ttuszczowej zostang opracowane i od-
powiednio przygotowane do publikaciji w nastepnym roku.
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Zadanie 01-18-06-21
Wptyw poziomu zywienia i suplementacji witaming D, na mechanizmy epigenetyczne
i zmiany w poziomie ekspresji gendw, powiqzane ze zmianami anatomicznymi i uktadem
odpornosciowym zwierzgt.

kierownik zadania: dr inz. Ewelina Semik-Gurgul

Cel zadania:

Zamierzeniem zadania jest analiza zmian epigenetycznych na poziomie metylomu oraz w po-
ziomie ekspresji czgsteczek mikroRNA, i zwigzanych z nimi zmianami w poziomie ekspresji ge-
néw, ktére mogg wynika¢ 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 pordwnaniu 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 nastepujgcg hipoteze: ,Poziom zywienia we wcze-
snym okresie zycia modeluje zmiany na poziomie epigenetycznym i w poziomie ekspresji ge-
néw, 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 zdarzeh moze by¢ dalszym mechanizmmem, dzieki
ktéremu 1,25-D3 moze zapobiegac i opdzniac rozwdj nowotwordw i chordb przewlektych. Ko-
nieczne jest lepsze zrozumienie wptywu witaminy D na epigenom. Dlatego, w przedstawionych
badaniach przyjeto kolejng hipoteze: ,Suplementacja witaming D oddziatuje na modyfikacje
epigenetyczne i zmiany w poziomie ekspresji gendw, prowadzgc do poprawy statusu zdrowot-
nego zwierzgt.”

Potgczenie wynikdw pordwnawczej analizy profilu metylacji DNA w skali genomu z ba-
daniami réznicowej ekspresji na poziomie tfranskryptomu i zmianami w profilu mikroRNA, moze
by¢ interesujgce pod wzgledem ustalenia udziatu okre$lonych grup gendw w molekularnych
mechanizmach prowadzgcych do obserwowanych zmian w uktadzie odporno$ciowym i ana-
fomicznym, wynikajgcych z zastosowanej diety w okresie wczesnego wychowu i suplementacii
witaming D. Proponowane badania, w aspekcie zwierzgt gospodarczych jak dotgd nie byty
realizowane na $wiecie. W przypadku zwierzgt hodowlanych taka wiedza moze przynies¢ wy-
mierne korzysci ekonomiczne dzieki zastosowaniu odzywiania, stymulujgcegu osiggniecie pra-
widtowego rozwoju anatomicznego i sprzyjajgcego prawidtowemu funkcjonowaniu uktadu
immunologicznego.
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Zatozenia metodyczne:

W ramach zagadnienia sg wykorzystane najnowsze metody analiz epigenetycznych, uwzgled-
niajgce technike sekwencjonowania nastepnej generacji NGS (RNA-seq, RRBS oraz miRNA-
seq).

W pierwszej czesci badan wykorzystany zostanie materiat do$wiadczalny, zgromadzony
przez prof. dr hab. Barbare Niwihskg, w ramach tematu pt. ,,Czynniki zywieniowe warunkujgce
wydajnos¢ i zdrowotno$¢ zwierzgt przezuwajgcych.” Stanowiq go tkanki pobrane od 18 zwie-
rzqt — cieliczki rasy polska holsztyrsko-fryzyjska w okresie wychowu pierwszych dwdch miesiecy
zycia. Wszystkie cieliczki do 14. dnia zycia otrzymywaty dzienne dawki paszy preparatu mleko-
zastepczego, w ilosciach pokrywajgcych zapotrzebowanie. We wszystkich grupach cieliczki
miaty staty dostep do paszy tresciwej oraz wody.

Z kolei, w drugiej czesci badan wykorzystany zostanie materiat doswiadczalny, zgroma-
dzony przez prof. dr hab. Matgorzate Swigtkiewicz, w ramach tematu pt. ,\Wptyw réznych dao-
wek oraz form witaminy D w paszy na wskazniki reprodukcyjne loch i wyniki odchowu prosigt
oraz jako$¢ miesa tucznikdw™ w poprzednich latach, i przechowywany jest w laboratorium Za-
ktadu Biologii Molekularnej Zwierzgt. Stanowig go tkanki pobrane od 24 $wih (potomstwo uro-
dzone i odchowywane na fermie, z loch pbz x wbp pokrytych knurem (duroc x pietrain), suple-
mentowanych réznymi dawkami i formami witaminy D3.

Wykres 1. Schemat uktadu doswiadczenia.
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Syntetyczny opis wynikdw zadania:

W biezgcym roku, z 48 préb biologicznych (16 prébek parenchymy, 16 prébek tkanki ttuszczo-
wej oraz 16 probek wagtroby) pobranych od cieliczek rasy polska holsztyhsko-fryzyjska, przygo-
fowano 48 bibliotek cDNA z zastosowaniem kitu Swift Rapid RNA Library Kit (Biosciences).
Ocene jakosciowq uzyskanych bibliotek cDNA przeprowadzono z uzyciem aparatu TapeSta-
tion, natomiast ocene ilosciowg wykonano metodq fluorymetryczng na aparacie Qubit. Biblio-
teki doprowadzono do koncentraciji 10 nM i potgczono w jednq pule. Przygotowane biblioteki
cDNA zsekwencjonowano na aparacie NovaSeq (lllumina), stosujgc opcje podwdjnego od-
czytu o dtugosci 150 nukleotyddw. Przygotowane w ubiegtym roku biblioteki miRNA i RRBS zse-
kwencjonowano z dodatkiem kontrolnego DNA (PhiX) na aparacie Nextseq 550 (lllumina), sto-
sujgc opcje pojedynczego odczytu o dtugosci 75 nukleotyddw. Parametry sekwencjonowania
uwzgledniaty automatyczne mapowanie odczytdw pochodzgcych z DNA wirusa PhiX, w celu
kontroli jakosci otrzymywanych wynikdw w czasie rzeczywistym.

W drugim etapie prowadzonych badah dotyczgcych analiz transkryptomu tkanki ptuc
oraz tkanki miesniowej swin przyjmujgcych rézne dawki cholekalcyferolu i 25(0OH)D, w biezg-
cym roku przeprowadzono sekwencjonowanie NGS bibliotek cDNA. W tym celu przygotowano
biblioteki cDNA z 34 prébek RNA z tkanki mieénia oraz 51 probek tkanki ptuc, wykorzystujgc
zestaw QuantSeq 3' mRNA-Seq Library Prep Kit FWD for lllumina (Lexogen). Przygotowano row-
niez 39 bibliotek MiRNA z tkanki miesniowej $win uzywajac zestawu NEBNexti® Multiplex Small
RNA Library Prep Set for lllumina® (BioLabs). Ocene jakosciowq uzyskanych bibliotek cDNA
przeprowadzono z uzyciem aparatu TapeStation, natomiast ocene ilosciowqg wykonano me-
todqg fluorymetryczng na aparacie Qubit. Sekwencjonowanie bibliotek przeprowadzono na
urzgdzeniu NextSeq550 (lllumina), stosujgc opcije pojedynczego odczytu o dtugosci 75 nukleo-
tyddéw. We wszystkich przypadkach sekwencjonowanie przebiegto prawidtowo.

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 stanowiq doskonate narzedzia diagnostyczne, weryfikacyjne
i potwierdzajgce, dzieki czemu majg szerokie zastosowanie w wielu réznych dziedzinach ba-
dan. Zapotrzebowanie na szybkie i wiarygodne testy, oparte na metodach biologii molekular-
nej, ciggle roénie. Ich opracowanie wymaga badan, a komercjalizacja walidacji.

Cel zadania:

Celem gtdwnym zadania jest opracowanie, walidacja i wdrozenie nowych metod laborato-
ryinych z zakresu biologii molekularnej, ktére umozliwig takze badania populacyjne polskich
populacji zwierzgt oraz poszerzq oferte Instytutu Zootechniki PIB dla hodowcdw zwierzat, in-
spektoratow i lekarzy weterynarii, producentdw pasz i zywnosci oraz przemystu. W ramach za-
dania planowane jest opracowanie kilku metod, tj.: rozréznianie gatunkowe miesa i jego pro-
duktéw pochodzgcych od dzika (Sus scrofa) oraz $wini domowej (Sus scrofa domestica), wy-
krywanie kretkdw Borrelia sp. u zwierzgt gospodarskich i towarzyszgcych, identyfikacja mieszan-
céw lama x alpaka, identyfikacja genetyczna markeréw powigzanych z ptcig koniowatych,
identyfikacja markeréw umaszczenia podstawowego i wariantdéw umaszczenia koniowatych
i innych gatunkdéw zwierzgt, identyfikacja markerdw chordb spichrzeniowych koniowatych, ge-
notypowanie/analiza polimorfizmu genu PRNP jeleniowatych oraz metody analizy kariotypu
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komodrek adherentnych. Efektem zadania bedg nowe metody laboratoryjne w ofercie Insty-
tutu 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 gtéwnie metodami izolacji opartymi o kolumienki. W projekcie
wykorzystano lub planuje sie wykorzystac, takie technikijak: PCR, sekwencjonowanie, RFLP, ge-
notypowanie na ptytkach OpenArray, dyskryminacja alleli, analiza markeréw mikrosatelitar-
nych, analiza ekspresji gendw, wyprowadzanie linii komdrkowych, hodowle komorkowe.

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 g.748C>T. Na podstawie przeprowadzonych wstepnych badan stwierdzono, ze jest on
efektywnym markerem pozwalajgcym na rozréznienie $win i dzikdw. Aby wzmocni¢ efekt me-
tody i nie polega¢ wytgcznie na jednym markerze, wybrano geny i regiony mtDNA, ktére wg
réznych zrédet literaturowych i baz (np. Ensembl, NCBI) rézniq sie u $win i dzikdw. Wykorzystano
60 réznych zestawodw sond TagMan MGB i starteréw do wybranych gendw (m.in. NR6AT) na
ptytkach OpenArray do przesiewowego testowania populacji w zakresie wybranych marke-
réw. Analizie poddano dotychczas 133 $winie i 102 dziki, i na tej podstawie wytypowano kolejne
markery kandydujgce do panelu réznicujgcego te gatunki, m.in. SNPy w genach ACERIT,
NR6A1 (Rycina 1.), SAFB2, OPRK1, IcnRNA, SEMA3D, PAPPA2 i GHRL. Badania sg kontynuowane.

Z kleszczy pozyskanych od koni, psdw oraz kotdw wyizolowano DNA. Wykonano test me-
tody badawczej detekcji fragmentu genu FLA w uktadzie nested PCR. Nie udato sie pozyskac
kleszczy od owiec i bydta. Optymalizacja metody badawczej detekcji fragmentu genu FLA
w uktadzie nested PCR nie powiodta sie, wiec wytypowano inne metody badawcze. Zapro-
jektowano i przetestowano sondy TagMan MGB do dwdch gendw specyficznych dla rodzaju
Borrelia (FLA, OSPA), korzystajgc z danych literaturowych. Zakupiono i rozpoczeto testowanie
dwdch komercyjnych zestawdw odczynnikdw do wykrywania boreliozy.

Wytypowane fragmenty genomu konia poddano testom molekularnym w kierunku ba-
dania ptci. Przeprowadzono sekwencjonowanie fragmentdw genu SRY oraz Amel. Analizy
fragmentu dla SRY nie daty zadowalajgcych rezultatdw, wymagajg analiz bioinformatycznych
oraz szczegdtowych andaliz laboratoryjnych. Dla dwdch fragmentdéw Amel uzyskano produkty
sekwencjonowania, dla ktérych wyniki (warianty alleliczne) sq zgodne z ptcig wynikajgcq z do-
kumentacji hodowlanej.

Przeprowadzono analizy regionu MC IR koniowatych (koh domowy oraz koh Przewal-
skiego). Uzyskane wyniki sg zgodne z opisem umaszczenia w przypadku konia domowego. Dla
koni Przewalskiego okre$lono warianty genu wzgledem préb kontrolnych pozytywnych, pozy-
skanych z testu miedzynarodowego. Nie zidentyfikowano préb o niekorzystnym wariancie dla
tfego gatunku — dla wszystkich koni Przewalskiego uzyskano wariant dominujgcy C. W zakresie
umaszczenia zsekwencjonowano fakze fragmenty gendw ASIP, PMEL17, MATP, KIT. Wyniki pod-
dano analizie za pomocqg narzedzi bioinformatycznych. Dla genu ASIP, ktdry reguluje gen
MCIR, zidentyfikowano wariant dominujgcy, dla préb osobnikdéw zadeklarowanych jako
gniade, natomiast osobniki opisane jako kare miaty wariant recesywny (indel). Zidentyfiko-
wano tez mutacje dla genu MATP, niemajgce jednak wptywu na fenotyp (rs1149941869 (syno-
nymous variant) oraz rs395963939 (intron variant)).

Zsekwencjonowano region kodujgcy i fragment regionu promotora genu MCIR owiec
ras: merynos polski w starym typie, wrzoséwka, owca romanowska, polska owca goérska
barwna, merynos barwny, czarnogtowka. Zanalizowano wyniki. W badanej sekwencji znale-
ziono 8 réznych miejsc polimorficznych, z ktérych dwa byty zlokalizowane w regionie flankujg-
cym gen od strony 5, a trzy byty to mutacje zmiany sensu. Dwie ze znalezionych mutacji byty
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nowe — nie znaleziono o nich zadnych wzmianek w literaturze. Mutacje, ktére wedtug danych
literaturowych odpowiadajg za dominujgcy kolor czarny u niektérych ras owiec, byty obecne
wytqcznie u polskiej owcy gorskiej barwnej. Na podstawie uzyskanych wynikdw SNP znaleziono
cztery rézne haplotypy. Haplotyp C, odpowiadajgcy dominujgcemu allelowi EP, wydaje sie
by¢ powigzany z brunatnym kolorem rasy POGB. Rozpoczeto analizy gendw ASIP i TYRP.

Wytypowano fragmenty genomu konia, ktére bedqg podlegaty testom molekularnym
pod wzgledem diagnostyki chordb spichrzeniowych MH (hipertermia ztosliwa) oraz PSSM. Za-
nalizowano fragmenty sekwencji gendw GYS1 (PSSM) oraz RYR1 (MH). Zidentyfikowano mutao-
cje w pojedynczych probkach (Rycina 2.).

Pozyskano materiat od kilkunastu tosi dzieki wspotpracy z PIWet PIB Putawy. Ze wzgledu
na fakt, iz metoda opracowana w zesztym roku dla jeleni i saren niezbyt dobrze dziatata u tosi,
zamowiono startery specyficzne wytgcznie dla tego gatunku. Przetestowano wiele réznych par
starteréw w celu znalezienia optymalnego zestawu. Ostatecznie opracowano, przetestowano
i zweryfikowano metode analizy genu PRNP u tosi. Zsekwencjonowano fragment genu PRNP
tosi i przeprowadzono analize wynikdw dla wszystkich pozyskanych prébek. Sekwencje, poza
jedna, byty monomorficzne, jednak réznity sie w kilku loci od sekwencji referencyjnej z Gen-
Banku. Sekwencja PRNP jednego z tosi odbiegata znaczgco od pozostatych — znaleziono wiele
miejsc polimorficznych, w tym prawdopodobnie mutacje typu indel. Wymaga to dalszej wery-
fikaciji.

Dla indukowanej ekspresji sensoréw cyklu podziatowego w komdrkach wykorzystany zo-
stat system ES-FUCCI, opracowany przez firme Sladitschek i wsp. 2015, wykorzystujgcy dziatanie
bikierunkowego primera PGK z sze$cioma elementami ,enchancer”, ktdry indukuje ekspresje
biatek fuzyjnych: citrine-geminin oraz mCherry-cdtl. Dzieki inhibicji zwrotnej pomiedzy
APCCdh1 a SCFSkp2 biatko geminin akumuluje sie w fazach: S, G2, M; biatko Cdt1 w fazie G1
oraz spoczynkowej GO. Pomiedzy cyklami G1 a S nastepuje natozenie koloréw. Komaorki nowo-
tworowe w stanie konfluencji ok. 70% poddano lipofekcji celem wprowadzenia do komorek
plazmidu ES-FUCCI - z wykorzystaniem lipidu kationowego Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher).
Komérki CaCo- 2 (gruczolakorak jelita grubego; Rycina 3.), HelLa oraz HBT-35 (oba rak ptasko-
nabtonkowy szyjki macicy) posiano i hodowano w naczyniach hodowlanych do momentu uzy-
skania konfluencji okoto 70%, w medium DMEM z dodatkiem 10% FBS i antybiotyku. Przeprowa-
dzono selekcje antybiotykowqg (hygromycyna B) w celu uzyskania jedynie komérek, ktdre po-
zytywnie przeszty proces transfekcji. Pierwotne fibroblasty w stanie konfluencji ok. 70% poddano
lipofekcji z wykorzystaniem lipidu kationowego Lipofectamine 3000 (ThermoFisher). Przeprowa-
dzono selekcje antybiotykowq — przy zastosowaniu hygromycyny B.

Celem opracowania technik synchronizacji komadrek wykorzystano inhibitor kinazy CDK1
— RO3306. Komoarki rosngce w naczyniach hodowlanych w stanie konfluencji okoto 50-60% zo-
staty poddane dwuetapowej procedurze blokowania w celu synchronizacji podziatéw komor-
kowych. Pierwszym etapem procedury byta blokada w fazie G1/S (single thymidyne block),
a nastepnie blokada w fazie G2/M przy uzyciu inhibitora RO3306 hamujgcego kinaze CDKI1.
Synchronizacja przyniosta poprawe otrzymywanej w procedurach liczby ptytek metafazowych
o $rednio 30%, co ze wzgledu na charakter stosowanych linii komdrkowych, uznano za wynik
akceptowalny. Zgodnie z harmonogramem, w 2022 roku, planowane sg dalsze eksperymenty
podnoszqce jeszcze wydajnos¢ metody.

Zsekwencjonowano region d-loop 235 osobnikéw obu ptci (alpak i lam) i gen DBY -
90 osobnikom ptci wytgcznie meskiej. W regionie d-loop wygenerowano 34 haplotypy, z kté-
rych é zebrato wytqcznie osobniki z gatunku lama, 3 byty mieszane, a 25 nalezato do alpak.
34 haplotypy zbankowano w bazie GenBank: OL456726-OL456762. W regionie d-loop nie zna-
leziono markeréw diagnostycznych, ktére mogtyby postuzyé do identyfikacji hybryd alpaka x
lama. Region d-loop wykazat znacznie wiekszqg réznorodnos$é genetyczng niz DBY. W genie DBY
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wygenerowano jedynie 2 haplotypy: jeden dla alpak i jeden dla lam. Dodatkowo znaleziono
4 miejsca w sekwenciji, ktére mogg postuzy¢ joko markery diagnostyczne do genetycznego
rozrézniania alpak, lam i hybryd ptci meskiej. Na podstawie otrzymanych sekwenciji zostata
réwniez wykonana analiza filogenetyczna i klastrowanie bayesowskie (Rycina 4.). Region d-
loop wykazat wysokq introgresie mtDNA miedzy alpakami i lamami w przeciwiehstwie do DBY
na chromosomie Y. Niestety uzycie d-loop i DBY nie pozwala na identyfikacje konkretnych
osobnikdw hybrydowych. Badania w ramach wszystkich celdéw szczegdtowych sq kontynuo-

wane.
Rycina 1. Genotypowanie real-time PCR na ptytce OpenArray genu NR6AT.
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Rycina 2. Andliza poréwnawcza fragmentdw sekwencji gendw Gys1 (A) i Ryrl (B) koni wraz z chromatogramami
potwierdzajgcymi obecnos¢ polimorfizmu; czarnym kolorem podéwietiono miejsce wystepowania polimorfizmu
(S — heterozygoty G/C; R -heterozygoty A/G).
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CACCTCCCGGGETCCTGCCTCT
CLCCTCCCGGGETCCTGCCTCT
CACCTCCCGGGETCCTGCCTCT
CACCTCCCGGGETCCTGCOTCT
CACCTCCCGGGETCCTGCCTCT
CLCCTCCCGGGETCCTGCOTCT
CACCTCCCGGGETCCTGCCTCT
CACCTCCCGEERTCCTGCOTCT
CACCTCCCGEERTCCTGCOTCT
CACCTCCCGEGETCCTGCOTCT

A. FECCTCCCGGGVTCCTGCCTCT
230 EEEENE N EEE N EEEEE
o 20 260 27
FATSCERL LS ATEE CLGGATGGCECGEATCCTCLG

CRAGGATGGCECGEATCCTIAG
CAGGATGGCECGGATCCTCAG
CAGGATGGCEICGGATCCTCAG
CAGGATGGCEICGGATCCTCAG
CLGGATGGCEICGGERATCCTCLG
CAGGATGGCERCGGATCCTCAG
CAGGATGGCHRICGGATCCTCAG
CAGGATGGCERICGGATCCTCAG
CAGGATGGCHRICGGATCCTCAG
CAGGATGGCEICGGERATCCTCRG
CAGGATGGCEICGGATCCTCAG
CAGGATGGCEICGGATCCTCAG
B CAGGATGGCECGEATCCTCAG
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Rycina 3. Komérki CaCo?2 poddane transfekcji plazmidem ES-FUCCI, a nastepnie poddane selekcji antybiotykowej;
kolor czerwony — jgdra komérkowe, oznaczajace wejscie komorki w cykl G1 bgdz GO; kolor zielony — jgdra komérkowe
w fazach S, G2 oraz M; kolor z6tty — jadra komdrkowe w trakcie przejscia miedzy fazg G1 a S.

Rycina 4. Rozktad haplotypdw regionu d-loop alpak i lam ze wszystkich 235 osobnikdw.
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Zadanie 01-18-08-11
Wykorzystanie genetyki molekularnej jako nowoczesnego narzedzia w hodowli koni.

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

Cel zadania:
Wykorzystywanie markerdw genetycznych do oceny wartoéci genetycznej pod wzgledem
cech uzytkowych oraz wprowadzenie i optymalizacja selekcji wspomaganej markerami gene-

fycznymi u koni.

Zatozenia metodyczne:

W projekcie planuje sie zbadanie podtoza genetycznego wybranych jednostek chorobowych
oraz markerdw genetycznych zwigzanych z osigganiem wybitnych wynikdw w sporcie u koni
réznych ras i koniowatych. Na podstawie dokumentaciji hodowlaneji danych weterynaryjnych
zostang wytypowane osobniki chore i potencijalni nosiciele, dla ktérych przy uzyciu dedykowa-
nych metod genetycznych (PCR-RFLP, sekwencjonowanie Sangera, mikromacierze SNP, RNA-
seq), zostang wytypowane markery genetyczne potencjalnie zwigzane z ryzykiem wystepowao-
nia danej choroby. Nastepnie, frekwencja wystepowania wykrytych alleli zostanie zbadana na
wiekszej populacji, a przeprowadzona asocjacja statystyczna pozwoli wytypowaé markery
przyczynowe sprzezone z analizowanymi cechami/objawami chorobowymi. W przypadku
markerdw choréb genetycznych uzyskane wyniki pozwolg odpowiedzie¢ na pytanie czy
i w ktérch rasach istnieje koniecznos¢ monitoringu frekwencii niekorzystnych alleli w celu ich
eliminacji. W przypadku markerdw dzielnodci wyscigowej uzyskane wyniki pozwolg na zapro-
ponowanie panelu mutacji umozliwiajgcych celowanq selekcje w kierunku poprawy okreslo-
nej grupy cech wytrzymatosciowych.

Syntetyczne omdwienie wynikdw zadania:

W 2021 roku opracowano ankiete dla hodowcdw, zawierajgcg szczegdtowe dane o choro-
bach badanego zwierzecia wraz z informacjami o innych potencjalnych chorobach gene-
tycznych wystepujgcych u danego osobnika, bgdz to w jego rodzinie.

Zebrano, opisano i przyjeto do bazy 1016 probek materiatu biologicznego (przystanego
przez hodowcow), ktére reprezentowaty nastepujgce rasy koni: konie matopolskie, $lgzaki,
kuce, ktusaki, konie arabskie, selle francais, konie zimnokrwiste. Ze zgromadzonego materiatu
wyizolowano DNA i dla wybranych ras wykonano genotypowe pod kgtem wystepowania wa-
riantéw genetycznych dla abiotrofiimézdzku (CA), ciezkiego ztozonego niedoboru odpornosci
(SCID), Polysaccharide Storage Myopathy (PSSM), syndromu stabego zrebiecia (WFFS).

Opracowano i zwalidowano metode detekcji dla:

- genetycznego wodogtowia (dedykowana dla koni fryzyjskich),
— kartowatosci (dedykowana dla koni fryzyjskich),

— genetycznej podstawy typu chodu — gen DMRT3

- malformacji kregdw szyjnych o podtozy genetycznym — OAAM.

W ramach tematu nawigzano wspdtprace naukowq z Uniwersytetem w Bejaia w Algierii (De-

partment of Environment and Biological Sciences, Faculty of Nature and Life Sciences, Univer-
sity of Bejaia, Bejaia 06000, Algeria), dotyczgcg wymiany prébek materiatu genetycznego od
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koni arabskich, a takze koni innych ras. Jaok dotgd, ofrzymane probki przeanalizowano pod
kgtem obecnosci mutacii choréb genetycznych — CA, LFS, SCID.

Badania pozwolity na identyfikacje pieciu nosicieli abiotrofi mdzdzku sposrdd 177 bada-
nych koni reprezentujqcych trzy rasy (konie arabskie, koni berberyjskich — Barb horses oraz koni
Arabian-Barb) (Tabela 1.). Dodatkowo, w badanej populacji zidentyfikowano 10 koni bedag-
cych nosicielami 5-nukleotydowej delecji w genie PRKDC zwigzanej z wystepowaniem ciez-
kiego ztozonego niedoboru odpornosci SCID (Rycina 1.).

Rycina 1. Chromatogram uzyskany po sekwencjonowaniu fragmentu genu PRKDC, zawierajgcy miejsce delecji
motywu TCTCA,; prébka pierwsza — osobnik bez mutaciji; prébka druga — nosiciel mutacii.

l"l"l vl rde-w I el I"I"l I'I'l"l"l [ ] l'l"l"l"l'l"l’ I"'I‘l"l'l"l'l'l"l’T'l'l 1+ l"l"'l' I'l'l I"I"l
TTTTAGGTAATTTAT CAT CTCAAATTCCCC TTAAGAGACTTCTAAAAACC TG GACAAAC
20 30 41 50 60 70

Tabela. 1. Frekwencja genotypdw i alleli polimorfizmu rs397160943 SNP w genie TOE1 zwigzanym z wystepowaniem
amiotrofii mézdzku — CA (Cerebellar Abiotrophy).

Genotypy (N/%) Allele
Rasa CcC CT T C T
4] - -
Barb 1
100%
56 - -
Arab Barb 1
100%
75 5 -
Arabian 0,94 0,06
93,7% 6,3%
172 5 -
Suma 0.99 0,01
97.2% 2.8%
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Zadanie 01-18-09-21
Molekularne aspekty epigenetycznych mechanizmdw regulacji ekspresji wybranych miRNA
w tkance madzgowej swini.

kierownik zadania: dr inz. Klaudia Pawlina-Tyszko

Cel zadania:

W dotychczasowych badaniach wtasnych zidentyfikowalismy potencijalnie imprintingowane
mikroRNA, dla ktérych brak jest dostepnych danych literaturowych mogagcych potwierdzacé
uzyskany wynik. Dlatego tez celem niniejszych badan jest przeprowadzenie dodatkowych ana-
liz, a co za tym idzie okreslenie wzorca ekspresji (imprinting czy ekspresja zalezna od allelu) oraz
metylacji dziewieciu wybranych na podstawie wczesniejszych badah mikroRNA (miR-15b, -
19b, -20b, -23a, -130q, -146b, -326, -378-2, -2483), co pozwala potwierdzi¢ lub wykluczy¢ wcze-
$niejsze wyniki. Ponadto, uzyskane wyniki umozliwiajg dogtebng charakterystyke tych mi-
kroRNA w tkance mdzgowej swini pod kgtem mechanizmdw ich ekspresji i jej regulacii.

Materiat i metody:

i i Analiza wzorca metylaciji 3
Andliza vg%ﬁi ekspresji MiRNA yiacl Analiza porownawcza

(klonowanie molekularne) (BS-PCR)  opracowanie wynikow

Analiza wzorca ekspresji miRNA :

Na wstepie, RNA tkanki mézgowej swin, przechowywane w Laboratorium Genomiki, zostanie
poddane odwrotnej transkrypciji, a nastepnie zostang zaprojektowane startery umozliwiajgce
amplifikacje badanych sekwenciji. Reakcje PCR i rozdziat ich produktéw na zelu agarozowym
pozwolqg ustali¢ czy mozliwe jest uzyskanie specyficznych produktéw amplifikaciji o wysokiej ja-
kosci. Takie produkty zostang nastepnie wklonowane do wektora plazmidowego i namnozone
zwykorzystaniem zestawu TOPO™ TA Cloning™ Kit for Subcloning (Thermo Fisher). Wyizolowane
plazmidowe DNA zostanie poddane amplifikacji, oczyszczone, a nastepnie zsekwencjono-
wane z zastosowaniem metody Sangera (okoto 40 klondw PCR), w celu ustalenia ilosciowych
proporcji poszczegdlnych klondw. Uzyskane chromatogramy przeanalizowane bedg w aplika-
cji FinchTV.

Andliza wzorca metylacji miRNA:

W drugim etapie okreslony zostanie profil metylaciji wybranych gendw mikroRNA, dla ktdrych
uprzednio zostanie zidentyfikowany imprinting. Prébki DNA badanych $win, przechowywane
w Laboratorium Genomiki, zostang poddane konwersji bisulftfowej z zastosowaniem odczynni-
kow EpiTect Bisulfite Kit firmy Qiagen. Nastepnie zostang opracowane warunki reakcji BS-PCR,
a analizowane DNA bedzie zamplifikowane starterami zaprojektowanymi w regionach flanku-
jgcych wyspy CpG, zlokalizowanych powyzej badanych gendw miRNA. Jakos$¢ produktdw re-
akcji BS-PCR poddana zostanie ocenie w zelu agarozowym. Oczyszczone produkty zostang
zsekwencjonowane metodqg Sangera z wykorzystaniem sekwenatora kapilarnego (Applied
Biosystems). Analiza sekwenciji produktdw BS-PCR zostanie przeprowadzona w aplikacji FinchTV
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oraz w edytorze sekwencji GeneDoc. Jej celem bedzie analiza metylacji lub jej braku w se-
kwencji DNA, polegajgca na poszukiwaniu miejsc metylowanych cytozyn (obecnos$¢ cytozyn
w sekwencji DNA poddanego konwersji, w odréznieniu od wystepowania tymin w tych samych
pozycjach nukleotyddw czgsteczki DNA przed konwersjg) oraz okreslenie poziomu metylaciji
w badanych fragmentach DNA (% zmetylowanych cytozyn w odniesieniu do catkowitej liczby
wysp CpG w badanym fragmencie DNA). Po analizie chromatogramdw sekwencije bedq po-
rownywnane z sekwencijq referencyjng genomu $wini oraz zwizualizowane z wykorzystaniem
programu BISMA.

Analiza zbiorcza i opracowanie wynikow:

Wyniki danych sekwencyjnych klonowania molekularnego zostang przeanalizowane z wyko-
rzystaniem programu FinchTV, co pozwoli ilosciowo okreslic udziat ekspresji z poszczegdinych
alleli, a tym samym dostarczy informaciji o wzorcu ekspresji badanych sekwencji miRNA. Dzieki
femu mozliwe bedzie ustalenie czy badane miRNA podlegajg imprintingowi genetycznemu,
czy moze ekspresji zaleznej od allelu. Wyniki z badania metylaciji zostang poddane analizie przy
uzyciu programdéw SEQUENCHER, FinchTV i GeneDoc, co umotzliwi identyfikacje sekwencji
o odmiennym profilu metylacji DNA. Schematyczny profil metylacji DNA zostanie zobrazowany
w programie BISMA. Pozwoli to okresli¢, czy w przypadku zidentyfikowanych sekwencji miRNA
ulegajgcych imprintingowi, metylacja moze by¢ odpowiedzialnym za to mechanizmem. Uzy-
skane wyniki zostang opracowane w formie publikacji naukowych i doniesieh na konferencije.

Uzyskane wyniki:

Materiat doswiadczalny stanowig prébki DNA oraz RNA wyizolowane z krwi oraz tkanki mdzgu
21 swin linii 990, w ramach realizacji poprzednich tematdw badawczych oraz grantu NCN pro-
wadzonych przez pracownikéw Zaktadu Biologii Molekularnej Zwierzgt IZ PIB. Materiat przecho-
wywany jest w Laboratorium Genomiki Zaktadu Biologii Molekularnej Zwierzgt IZ PIB.

W biezgcym roku sprawozdawczym, RNA tkanki mdzgowej poddano reakcji odwrotnej
franskrypciji z wykorzystaniem zestawu SuperScript IV VILO Master Mix (Thermo Fisher Scientific),
zgodnie z protokotem producenta. Dla wybranych do analiz mikroRNA (miR-15b, -19b, -20b, -
23a, -130a, -146b, -326, -378-2, -2483) zaprojektowano startery umozliwiajgce amplifikacje se-
kwencji ich prekursorow na podstawie genomu Sscrofa 11.1. Przeprowadzono reakcje PCR
z wykorzystaniem wysoce specyficznej polimerazy HotStart Tag (Qiagen) majgce na celu do-
bor warunkdw reakcji, takich jak temperatura i liczba cykli. Obecnos¢ produktdéw zweryfiko-
wano stosujgc elektroforeze w 2% zelu agarozowym. Dla miRNA-20b oraz miRNA-326 nie udato
sie dobra¢ warunkdw reakcji pozwalajgcych na uzyskanie specyficznych produktdw,
w zwigzku z tym dla tych mikroRNA zaprojektowano nowe startery, ktére przetestowano w ana-
logiczny sposdb. W rezultacie uzyskano produkty specyficzne dla kazdej pary starteréw. Na-
stepnie, przeprowadzono wtasciwy PCR w celu amplifikacji wybranych fragmentéw w bada-
nych prébkach. Ich obecnos¢ i specyficzno$é zweryfikowano w 2% zelu agarozowym. Uzy-
skane produkty oczyszczono z niezwigzanych nukleotyddw z wykorzystaniem zestawu MinElute
PCR Purification kit (Qiagen) zgodnie z protokotem producenta oraz rozciehczono odpowied-
nio do dalszych procedur.

W nastepnym etapie zostanie przeprowadzone klonowanie molekularne oraz analiza
wzorca metylacji badanych mikroRNA.
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Zadanie 04-18-06-21
Poréwnawcza analiza programdw do identyfikacji sekwencji mikroRNA w oparciu o wyniki
sekwencjonowania nastepnej generacii.

kierownik zadania: dr inz. Klaudia Pawlina-Tyszko

Cel zadania:

Celem niniejszych badan jest poréwnawcza analiza bioinformatycznych programéw do iden-
tyfikacji sekwencji mikroRNA na podstawie danych uzyskanych z seskwencjonowania nastepnej
generaciji oraz jej empiryczna walidacja. W efekcie wybrany zostanie program najlepszy do
tego typu analiz i typu materiatu, ktory jest wykorzystywany w eksperymentach prowadzonych
przez Instytut czyli materiat zwierzecy.

Materiat i metody:

1. Poréwnawcza analiza bioinformatyczna

W pierwszym etapie badanh wyniki sekwencjonowania nastepnej generacii bibliotek mikroRNA,
uzyskane w ramach poprzednich projektdw badawczych, przeanalizowano pod kgtem jako-
sci w celu wyboru najlepszych, najbardziej reprezentatywnych prébek z wykorzystaniem pro-
gramu FastQC. Nastepnie, opierajgc sie na bazie dostepnych programdw do analizy mikroRNA
— Tools4miRs — wytypowano trzy najpowszechniej stosowane programy o najwiekszym uznaniu
w literaturze Swiatowej wg liczby ich cytowan. Analize miRNA przeprowadzono stosujgc naste-
pujgce parametry: minimalna liczba odczytéw — 2; mapowanie wielokrotne — 10; maksymalna
liczba niedopasowan — 1; minimalna dtugo$¢ sekwencji — 17 nt; maksymalna dtugos¢ sekwen-
cji 25 nt. Mapowanie przeprowadzono z wykorzystaniem najnowszej wersji bazy referencyjnej
sekwencji mikroRNA — miRBase 22.1. Uzyskane wyniki porédwnano pod wzgledem m.in. liczby
zidentyfikowanych, znanych mikroRNA, liczby zidentyfikowanych nowych mikroRNA, ich klasy-
fikacji, czasu wykonywania obliczen i ich wymagan sprzetowych. Sposrdéd zidentyfikowanych
mikroRNA wybrano 21 do dalszej walidacji z wykorzystaniem metody gRT-PCR w kolejnym eta-

pie.
2. Analiza ekspresji mikroRNA z wykorzystaniem metody gRT-PCR

Wybrane w pierwszym etapie badan probki RNA wraz z frakcjg miRNA poddano reakcji od-
wrotnej transkrypcji z wykorzystaniem odczynnikéw miRCURY LNA RT kit (Qiagen) zgodnie z pro-
tokotem producenta. PCR w czasie rzeczywistym (gPCR) zostat przeprowadzony z wykorzysta-
niem zestawu MIRCURY LNA SYBR Green PCR Kit (Qiagen) oraz komercyjnie dostepnych jak
i syntetyzowanych na zamodwienie starteréw specyficznych dla wybranych mikroRNA (miR-
CURY LNA miRNA PCR Assay; Qiagen) wg zatgczonego protokotu. Kazdqg reakcje przeprowa-
dzono w dwdéch powtdrzeniach na urzgdzeniu Quant Studio 7 Flex (Thermo Fisher Scientific).
Dla kazdej pary starterow uwzgledniono kontrole negatywng bez dodatku matrycy oraz prze-
prowadzono analize krzywej topnienia (tzw. melt curve) w celu potwierdzenia specyficznosci
zastosowanych starteréw. W celu potwierdzenia prawidtowych wydajnosci prowadzonych re-
akciji zastosowano metode krzywej standardowej dla kazdej pary starteréw. Jako kontrole en-
dogenne do normalizacji ekspresji wybrano Ué snRNA oraz 55 rRNA, rutynowo stosowane
w przypadku mikroRNA. Ponadto, dla kazdej prébki uwzgledniono dodatkowq kontrole nega-
tywng przeprowadzajgc reakcje ze starterami specyficznymi dla cel-miR-39-3p, ktéry nie jest
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identyfikowany u ssakéw, w celu dodatkowego potwierdzenia prawidtowego dziatania wy-
branego zestawu do analizy ekspresji mikroRNA oraz zastosowanych starterdw. Uzyskane wyniki
przeanalizowano z zastosowaniem metody obliczeniowej AACt w celu okreélenia relatywnego
w stosunku do kontroli endogennej poziomu ekspresji.

Wyniki:

Wyniki sekwencjonowania nastepnej generaciji bibliotek mikroRNA, uzyskane w ramach po-
przednich projektéw badawczych, przeanalizowano pod kgtem jakosci i wybrano tgcznie
30 prébek o najwyzszej jakosci, pochodzgcych z tkanek konia (10 prébek), swini (10 probek)
oraz krowy (10 prébek). Z wykorzystaniem bazy dostepnych programdw do analizy mikroRNA -
Tools4miRs — wybrano trzy najczesciej stosowane programy: miRDeep2, sRNAtoolbox-sRNA
bench, dawniej miRanalyzer, UEA sRNA Workbench.

Programy te rézniq sie interfejsem oraz wymogiem zaawansowania uzytkownika. sRNA-
toolbox-sRNA bench jest programem dostepnym on-line, a analiza z jego wykorzystaniem nie
wymaga duzej wiedzy informatycznej i trwa kilka minut dla jednej prébki. W przypadku UEA
SRNA Workbench konieczne jest pobranie i uruchomienie programu na komputerze, jednak
wymagana jest niewielka wiedza z zakresu informatyki i pewna wiedza z zakresu analiz mi-
kroRNA iich charakterystyki; sama analiza zajmuje kilkanascie minut na probke. miRDeep?2 ob-
stugiwany jest z poziomu konsoli CMD, co wymaga juz pewnego obeznania i wiedzy informa-
tycznej oraz bioinformatycznej. Analiza trwa Srednio kilkadziesigt minut na prébke.

Wytypowane programy identyfikujg podobng liczbe znanych mikroRNA na probke (Sred-
nio ~200 UEA sRNA Workbench, ~230 miRDeep?2 oraz ~270 sRNAtoolbox-sRNAbench). Zna-
czqgce rdznice zaobserwowano natomiast w liczbie potencjalnie nowych sekwencii. Program
sRNAtoolbox-sRNAbench Srednio na probke identyfikowat 2 nowe mMIRNA, UEA sRNA
Workbench okoto 40, podczas gdy miRDeep2 ~400. Znalazto to réwniez odzwierciedlenie
w liczbie identyfikowanych niepowtarzalnych mikroRNA dla wszystkich badanych prébek. Mia-
nowicie, program sRNAbench zidentyfikowat najwiecej znanych mikroRNA (1305), podczas
gdy program UEA sRNA Workbench najmniej (818). W przypadku nowych mikroRNA, najwiecej
zidentyfikowat program miRDeep2 (2998) a najmniej sRNAbench (54). Programy réznity sie
takze liczbq zidentyfikowanych unikatowych sekwenciji, ktéra wahata sie w przypadku znanych
mikroRNA od 26 (UEA sRNA Workbench) do 134 (sRNAbench). Dla nowych mikroRNA wartosci
te oscylowaty pomiedzy 39 dla sRNA a 2825 dla miRDeep?2.

Do dalszej walidacji eksperymentalnej wybrano 21 mikroRNA, znanych jak i nowych.
W zwigzku ze znaczgcymi réznicami w liczbie zidentyfikowanych mikroRNA miedzy poszczegdl-
nymi programami wybdr mikroRNA podyktowany byt prébg jak najlepszego odwzorowania
zaobserwowanych proporcji. Dlatego tez, dla programu miRDeep?2 wybrano 11 miRNA, w tym
4 znane i 7 nowych, jako ze program ten zidentyfikowat najwiecej nowych sekwenciji sposrdd
trzech analizowanych programoéw. Dla sRNAbench wybrano 7 miRNA do walidacji, w tym
5 znanychi 2 nowe, gdyz program ten zidentyfikowat najwiecej znanych mikroRNA. Natomiast
dla UEA sRNA Workbench wybrano 7 mikroRNA, w tym 3 znane i 4 nowe, jako ze program ten
zidentyfikowat podobne liczby znanych i nowych mikroRNA, posrednie w poréwnaniu do po-
zostatych programow.

Dla wszystkich badanych starteréw uzyskano prawidtowe wydajnosci reakciji mieszczgce
sie w przedziale 90-110%, précz bta-miR-574, w zwiqzku z czym zostat on wykluczony z dalszych
analiz. Przeprowadzona analiza krzywej topnienia wykazata, iz wybrane startery dziatajqg pro-
widtowo i sg wysoce specyficzne w stosunku do badanych mikroRNA. Zastosowane kontrole,
tl. negatywna bez matrycy oraz cel-miR-39-3p nie daty produktdw reakcii, co Swiadczy o czy-
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stosci i specyficznosci przeprowadzonych reakcji. Kohcowa analiza relatywnego poziomu eks-
presji wykazata ekspresje wszystkich badanych mikroRNA w prébkach (Tabela 1.) dla wszyst-
kich analizowanych programdw (Tabela 2.).

Tabela 1. Szczegdtowe dane na temat walidowanych mikroRNA. Dla kazdego z analizowanych programdw podano
informacje czy badany mikroRNA zostat zidentyfikowany, a jesli tak, to czy jako znany (xxx-miR-yyy) czy nowy. bta —

skrét od Bos taurus, ssc — skrét od Sus scrofa.

L.p. | Nazwa walidowanego | miRDeep?2 sRNAbench UEA sRNA Wynik walidacji metodg
mikroRNA wg bazy Workbench gRT-PCR ($redni relatywny
miRBase poziom ekspresji)

1. nowy nowy brak brak Potwierdzony (5,95)

2. nowy nowy brak nowy Potwierdzony (107,79)

& nowy brak nowy nowy Potwierdzony (8,63)

4. nowy brak nowy brak Potwierdzony (6,69)

5, bta-miR-100 bta-miR-100 bta-miR-100 brak Potwierdzony (1,94)

6. bta-miR-3432a bta-miR-3432a brak bta-miR-3432a Potwierdzony (4,29)

7. ssc-miR-376c ssc-miR-376c brak brak Potwierdzony (9.67)

8. bta-miR-223 brak bta-miR-223 bta-miR-223 Potwierdzony (3,02)

9. bta-miR-30c brak bta-miR-30c brak Potwierdzony (1,81)

10. nowy brak brak nowy Potwierdzony (4.41)

11. bta-miR-574 brak brak bta-miR-574 Odrzucony ze wzgledu na
nieprawidtowe
parametry reakcji.

12. nowy brak brak nowy Potwierdzony (9,20)

13. bta-miR-329b bta-miR-329b brak brak Potwierdzony (2,73)

14. bta-miR-30a-3p brak brak bta-miR-30a-3p Potwierdzony (2,89)

15. bta-miR-433 brak bta-miR-433 brak Potwierdzony (2,78)

16. bta-miR-451 brak bta-miR-451 brak Potwierdzony (4,75)

17. nowy nowy brak brak Potwierdzony (13,66)

18. nowy nowy brak brak Potwierdzony (4,04)

19. nowy nowy brak brak Potwierdzony (7,04)

20. nowy nowy brak brak Potwierdzony (2,09)

21. nowy nowy brak brak Potwierdzony (10,17)

22. cel-miR-39-3p brak brak brak Kontrola negatywna (0)

Tabela 2. Podsumowanie wynikéw walidacji metodq qRT-PCR.
miRDeep?2 SRNAbench UEA sRNA Workbench

Liczba walidowanych miRNA 11 7 7

Liczba potwierdzonych miRNA 11 7 7

Liczba walidowanych znanych miRNA 4 S 3

Liczba potwierdzonych znanych miRNA 4 5 3

Liczba walidowanych nowych miRNA 7 2 4

Liczba potwierdzonych nowych miRNA 7 2 4

Whnioski:

Walidacja metodg RT-gPCR potwierdzita ekspresje wszystkich wybranych mikroRNA w bada-
nych prébkach, co $wiadczy o duzej wiarygodnosci kazdego z zastosowanych programow.
Wybdr kazdego z nich bedzie zasadny, gdyz kazdy zidentyfikowat unikatowe mikroRNA, kté-
rych ekspresja zostata potwierdzona. W celu maksymalizacji szans na wykrycie jak najwiekszej
liczby sekwenciji znanych, korzystnym bedzie wybdr programu miRDeep?2; natomiast nowych,
ktére mogg nies¢ ze sobg duzy potencjat funkcjonalny dotychczas niescharakteryzowany,
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programu sRNAbench. W przypadku zainteresowania dwoma rodzajami mikroRNA korzystne
bedzie zastosowanie obu programaow.

Zadanie 04-18-08-21
Analiza réznicowa poziomu metylacji RNA oraz poziomu ekspresji gendw tkanek i linii
komadrkowych gatunku Equus caballus.

kierownik zadania: dr inz. Ewelina Semik-Gurgul

Cel zadania:

Celem zadania jest identyfikacja tkankowo-specyficznych wzordw ekspresji gendw wybranych
tkanek, wywodzgcych sie z dwédch listkdw zarodkowych pochodzenia endodermalnego (wg-
troba i ptuca) oraz préby biologiczne dwdch tkanek mezenchymalnych wywodzgcych sie
z mezodermy (miesien poprzecznie prgzkowany serca oraz komorki chrzgstki szklistej z po-
wierzchni stawowych konczyn). Analiza transkryptomu zostanie uzupetniona o analize poziomu
5-metylocytozyny (m5C) w obrebie RNA. Jako modyfikacja potfranslacyjna, metylacja RNA od-
grywa znaczqcg role w regulacji poziomu ekspresji gendw, jeden ze stosunkowo niedawno
odkrytych i mato poznanych mechanizmdw epigenetycznych. Przeprowadzone prace bedg
stanowi¢ uzupetnienie badan metylacji DNA wybranych tkanek i linii komérkowych konia do-
mowego, wykonanych w ramach tematu pt. ,,Charakterystyka metylomdw tkanek ilinii komor-
kowych gatunku Equus caballus” .

Zatozenia metodyczne:

W ramach proponowanego zagadnienia zostang wykorzystane najnowsze metody analiz epi-
genetycznych, uwzgledniajgce technike sekwencjonowania nastepnej generaciji NGS (RNA-
seq, RRBS oraz 5-mC RNA Bisulfite-Seq). Materiat badawczy stanowito catkowite RNA i DNA
wyizolowane z tkanki (wycinki serca, watroby i ptuc) pozyskanej posmiertnie od dziesieciu koni
w wieku od roku do dwodch lat. Do przygotowania bibliotek wytypowano 4 osobniki, dla ktérych
uzyskano izolaty RNA charakteryzujgce sie wskaznikiem RIN powyzej 7.

Wykres 1. Schemat uktadu doswiadczenia.

12 préb biologicznych,

pobranych tgcznie od
czterech koni

Izolacja RNA Izolacja DNA

Analiza Analiza

Analiza
metylomu (RRBS)

franskryptomu metylomu RNA
(RNA-seq) (5mMC RNA-seq)

J

W wyniku zdarzenia losowego, przechowywany materiat biologiczny ulegt rozmrozeniu, co do-
prowadzito do degradacji RNA w pobranych tkankach. Dlatego pozyskano nowe proby tkanki
miesnia sercowego, ptuc, wagtroby od 10 koni w typie zimnokrwistym. Nie udato sie uzyskac
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tkanki chrzgstnej. Zastosowanie nowych préb biologicznych w badaniach, wykluczyto mozli-
wos¢  wykorzystania wczesniej uzyskanych wynikdw w  zakresie analizy metylacji DNA.
W zwigzku z tym, podjeto decyzje o przygotowaniu nowych bibliotek typu RRBS, w celu okre-
Slenia tkankowo-specyficznych wzoréw metylacji DNA.

Syntetyczny opis wynikdw zadania:

W pierwszym etapie badan przystgpiono do przygotowania bibliotek typu 5mC RNA, stuzgcych
do analizy poziomu metylaciji RNA. Mimo zastosowania izolatdéw RNA uzyskanych réznymi me-
todami izolaciji, dodatkowego doczyszczania RNA na kulkach magnetycznych RNAClean XP
(Beckman Coulter) oraz zastosowania modyfikacji metodycznych, z 12 planowanych bibliotek
udato sie uzyskac piec. Analiza jakosci uzyskanych odczytodw NGS dla bibliotek 5mC RNA wy-
kluczyta z dalszej analizy kolejne 2 biblioteki. Ostatecznie analize poziomu metylaciji RNA prze-
prowadzono na pojedynczych prébach tkanek serca, ptuca i wgtroby (34s, 34p, 34w) pobra-
nych od tego samego osobnika.

Analiza danych dotyczgcych metylacji RNA pochodzgcych z NGS, umozliwita identyfi-
kacje kilku tysiecy miejsc m5C. Okoto 80% miejsc miato niski poziom metylacji (<20% metylacii),
podczas gdy 10-12% miejsc byto umiarkowanie lub wysoce zmetylowanych (>40% metylacji).
Miejsca m5C byty rozmieszczone w catym ciele genu oraz w sekwencjach niekodujgcych RNA
(NcRNA) jak np. miRNA (Tab. 1.). Wspdtczynnik korelacji pomiedzy poziomem metylaciji po-
szczegdlnych miejsc 5mC w prébkach tkanek ptuca, serca i watroby byt wysoki na poziomie
0,950 (Rysunek 1.), co wskazuje na duze podobienstwo globalnego wzoru metylacji RNA po-
miedzy analizowanymi prébkami.

Tabela 1. Liczba miejsc m5C zidentyfikowanych w genie dla poszczegdinych tkanek.

Serce (34s) Ptuco (34p) Watroba (34w)
3'UTR 735 340 517
5" UTR 913 436 712
Egzony 5488 2283 3739
Introny 98949 44692 65664
NcRNA 2215 1158 1861

Uzyskane dane umotzliwity identyfikacje pozycji, ktére zostaty zmetylowane wytgcznie
w jednym typie tkanki. W regionach sekwencji kodujgcej tkanki serca zidentyfikowano
912 gendw zawierajgcych miejsca m5C, niewystepujgce w pozostatych tkankach, w tkance
ptuca 44 loci, a w tkance watroby 208 gendw (Rysunek 1A). Podobng analize przeprowadzono
rowniez dla sekwencji 5'UTR i 3'UTR, identyfikujgc kilkanascie unikalnych pozycji m5C dla
poszczegdlnych tkanek (Rysunek 1B i 1C).
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Rysunek 1. Schemat przedstawiajgcy liczbe gendw zawierajgcych unikalne i wspdlne miejsca 5mC w regionie
kodujagcym (A), w regionie 3'UTR genu (B) oraz regionie 5'UTR (C).

pluco serce

pluco serce pluco

A watroba watroba c watroba

Interpretacja wynikéw wykazata rowniez obecnosc licznych wspdlnych pozycji m5C RNA dla
wszystkich  analizowanych rodzajéw tkanek. Dalsza analiza tych pozycji umozliwita
identyfikacje miejsc réznicowej metylacji RNA (DMS) pomiedzy tkankg serca, ptuca i wagtroby.
Poréwnujgc poziom metylacji poszczegdlnych miejsc 5mC, uzyskanych dla tkanki ptuca
i serca, w regionie kodujgcym genu zidentyfikowano 12 réznicowych miejsc 5mC. Analizujgc
pare tkanek ptuca i wagtroby zidentyfikowano sze$¢ DMS-6w w regionie CDS oraz jeden
w regionie 3'UTR. Po jednym DMS-ie zidentyfikowano réwniez w regionie kodujgcym i 3'UTR
genu porownujgc tkanke serca i waqgtroby. Wéréd gendw zawierajgcych zidentyfikowane
miejsca o zréznicowanej metylacji znalazty sie geny kodujgce czgsteczki zwigzane z rozwojem
embrionalnym czy regulacjg wzrostu i dojrzewania.

Sekwencjonowanie biblioteki metylomu technikg RRBS pozwolito wygenerowac srednio
18,8 min odczytéw sekwencyjnych w przeliczeniu na jedng prébke. Na podstawie analizy
danych metylacyjnych uzyskanych z NGS, odnotowano wysoki wspdtczynnik korelacii
pomiedzy poziomem metylacji poszczegdinych miejsc CpG w grupie tkanek serca i ptuca,
watroby iptuca oraz watroby i serca, ktéry wynidst 0.86-0.94. W celu identyfikacji pozycii
réznicowe] metylacji DNA typu DMS oraz regiondw réznicowej metylacji DNA typu DMR
procent metylacji dla poszczegdinych miejsc CpG pordwnano pomiedzy probkami tkanki
ptuca i serca, tkanki watroby i ptuca oraz tkanki wagtroby i serca, uznajgc za istotne miejsca
réznigce sie o wiecej niz 25%. tgcznie zidentyfikowano 4934 DMS-6w i 2256 DMR-6w pomiedzy
probkami ptucaiserca, 4067 DMS-ow i 1939 DMR-6w pomiedzy tkankami watroby i ptuca oraz
6143 DMS-6w i 2637 DMR-6w pomiedzy watrobq i sercem (Tabela. 2.).

Tabela 2. Statystyka DMR-Ow zidentyfikowanych na podstawie danych uzyskanych z sekwencjonowania bibliotek
RRBS.

Analizowane Liczba Regiony Regiony Regiony Regiony powyzej | Regiony ponizej
porébwnanie DMR-Ow | pozagenowe | intfronowe | egzonowe genui 5'UTR genui 3’ UTR
ptuco vs serce 2256 476 1420 202 67 90

watroba vs ptuco | 1939 387 1240 7 96 77

watroba vs serce | 2637 527 1714 184 79 79

Analize sekwencji RNA przeprowadzono na 12 prébkach reprezentujgcych tkanke serca, ptuc
i watroby. Srednia liczba odczytéw na prébke uzyskana dla tkanek ptuca i serca byta zblizona
(odpowiednio 5,1 miliona i 5,2 miliona dla ptuca i serca). Srednia liczba odczytéw na probke
uzyskana dla tkanek wgtroby byta nizsza od pozostatych i wynosita 3,7 min. Odsetek odczytdow
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dopasowanych do genomu referencyjnego wahat sie od 77,2% do 84,4% na prébke. Analiza
ekspresji gendw umozliwita identyfikacje 22193 gendw o réznicowej ekspresji (DEG) w tkance
ptuca w odniesieniu do wgtroby, z ktérych 11554 gendw byto regulowane w dét, a 10639 byto
regulowane w gore oraz 22659 DEGs w grupie tkanek ptuca w poréwnaniu do serca, z ktérych
11765 ulegato nadekspresji, a 10894 charakteryzowato sie obnizong ekspresjg. W tkance serca
wytypowano tgcznie 20971 DEGs, z ktérych 11442 gendw byto regulowane w dét, w grupie
tkanki serca, w poréwnaniu z wgtrobg, a 9529 ulegato nadekspresji.

W pracy oceniono zalezno$¢ pomiedzy poziomem metylaciji miejsc CpG a profilem eks-
presjigendw w oparciu o réznice w poziomie metylacji 1330 miejsc metylacyjnychizmianw po-
ziomie ekspresji 809 gendw pomiedzy tymi samymi prébami tkanki ptuca, wgtroby i serca. Aby
uwzglednic réznice w sposobie regulacji ekspresji gendw przez metylacje, w zaleznosci od po-
ziomu ekspresji genu, stawke gendw podzielono na geny o wysokiej, sredniej i niskiej ekspresji
na podstawie analizy rozktadu i odchylania standardowego ekspresji wszystkich gendw (>1
znormalizowany odczyt sekwencyjny). Geny o wysokiej ekspresji reprezentowaty lll kwartyl (Q3),
obserwacji natomiast geny o niskiej ekspresji | kwartyl (Q1). Dodatkowo, uwzgledniono takze
podziat miejsc CpG, w zaleznosci od ich lokalizacji w sekwencji genu, 1j. w sekwencjach kodu-
jacych biatko (tzw. ,ciele genu”) i w promotorze genu (TSS1500), jako, ze metylacja w tych
czesciach genu moze powodowad przeciwng regulacje ekspresji genu. Liste gendw wykazu-
jacych wysokie zmiany w poziomie ekspresji, z uwzglednieniem lokalizacji zidentyfikowanych
DMR-Ow przeanalizowano pod kgtem ich potencjalnej funkcji biologicznej, z uzyciem pro-
gramu Panther Classification SystemVersion 9.0. Klasyfikacji poddano kodowane przez te geny
biatka, grupujgc je wedtug przynaleznosci do okreslonych rodzin funkcjonalnych, funkciji mo-
lekularnej, procesu i $ciezki biologicznej. W grupie wytypowanych DEGs, niezaleznie od anali-
zowanej tkanki, najwiekszq liczbe stanowity geny odpowiedzialne za procesy komobrkowe, re-
gulacje biologiczne i procesy metaboliczne. Byty to zaréwno enzymy modyfikujgce biatko (np.
TAB1, MARK2), modulatory aktywnos$ci wigzania biatek (np. TIMP3,CAST), jak i czynniki transkryp-
cyjne wigzgce DNA (np. ZEB2, NFIA).

Podsumowanie:

Komdrkowe RNA moze podlegac licznym modyfikacjg chemicznym waznym pod wzgledem
potranskrypcyjnych regulaciji. Pomimo faktu, ze udokumentowano tak wiele modyfikacji RNA,
nasze rozumienie ich regulacji i funkcji jest nadal ograniczone. Jak dotgd, przeprowadzono
kika badan majgcych na celu identyfikacje réznic w poziomie metylacji RNA. Badania te
umozliwity rozwdj nowych narzedzi i podejs¢ analitycznych stuzgcych do identyfikacji m5C
MRNA na poziomie transkryptomu. Jednak liczba domniemanych miejsc m5C mRNA rozni sie
nawet 1000-krotnie miedzy badaniami. Tak wiec gtdbwnym wyzwaniem w badaniach metylacii
MRNA jest opracowanie eksperymentalnego i obliczeniowego schematu, ktéry pozwoli odrdz-
ni¢ prawidtowo zidentyfikowang m5C od szumu i ujawni obrazi cechy m5C mRNA. Przeprowa-
dzone w niniejszej pracy badania dotyczgce analizy poziomu metylacji RNA tkanek konhskich
serca, ptuca i wgtroby, umozliwity identyfikacje zaréwno wspdlnych jak i unikalnych dia danej
tkanki pozyciji 5SmC RNA. Co wiecej, uzyskane wyniki pozwolity rowniez na okreslenie konkret-
nych pozyciji 5mC réznicujgcych dane tkanki w zaleznosci od poziomu metylacji RNA. Podsu-
mowujgc, mapy metylacji 5SmC RNA, ktére wygenerowalismy na prébkach konskich tkanek
serca, ptuca i watroby, zapewniajg cenne zrédto informacji w wyjasnieniu regulacii i funkcji
m5C mRNA.

Ponadto, przeprowadzone badania dostarczyty nowych informacji dotyczgcych zmian
profilu metylacji DNA oraz obrazu transkryptomu pod wptywem fizjologicznych proceséw za-
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chodzgcych w tkance serca, ptuca i wgtroby. W obrebie potencjalnej sekwencji promotoro-
wej, w tkance ptuca dla loci PLXNA2, A1BG, ERRFIT oraz w tkance serca w obrebie CTSC wy-
kazano obecnos¢ hipermetylowanych regiondw oraz stwierdzono obnizong ekspresje tych ge-
néw. W badanej grupie tkanek ptuca stwierdzono réwniez obnizony poziom metylacji frag-
mentu DNA wchodzgcego w sktad potencjalnej sekwenciji promotorowej gendw TSPANS,
TCIRG1 i MRPL15 oraz odnotowano podwyzszony poziom ich transkryptéw. Przeprowadzone
analizy wykazaty znikomy zwigzek zmian w poziomie metylacji ciata genu i zmian poziomu eks-
presji tego genu. Taki brak zaleznosci byt obserwowany niezaleznie od bazowego poziomu
ekspresji genu. Natomiast wyrazng negatywnq zalezno$¢ zaobserwowano pomiedzy pozio-
mem metylacji sekwenciji promotorowych genu a poziomem jego ekspresji w wiekszosci par
tkanek i na réznych poziomach ekspresji. Wynik ten sugeruje ztozone zaleznosci pomiedzy me-
tylacjg i ekspresjqg gendw, ktére sg wypadkowq ich poziomu ekspresii, lokalizacji miejsca mety-
lowenego w sekwencji genu oraz potencjalnie innych czynnikéw regulacyjnych i epigenetycz-
nych. Niemniej jednak, otrzymane wyniki potwierdzajq istnienie negatywnej zaleznosci pomie-
dzy metylacjg sekwencji promotorowych i ekspresjqg gendéw w genomie.

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

kierownik zadania: dr Grzegorz Smotucha

Cel zadania :

Jednym z etapdw przeprowadzanych badan jest identyfikacja rdznic w profilu biatkowym po-
miedzy probkami miesa pochodzgcymi od bydta ras limousine, mieszancéw PHF, ZB oraz ana-
liza ich zwigzkéw z parametrami jakosci miesa. Proces konwersji miesni do miesa oraz sam pro-
ces dojrzewania miesa jest szeroko badany w aspekcie analizy przemian biochemicznych, ma-
jacych bezposrednie przetozenie na jakos¢ uzyskiwanego produktu. JakosE miesa jest cechqg
frudng do zdefiniowania — do tej pory nie zostata sformutowana jedna standardowa definicja,
ktéra wyjasniataby to pojecie. Na jakos¢ miesa sktada sie wiele parametrow w tym pH, barwa,
wodochtonnose, kruchos$¢ czy zawarto$e ttuszczu srddmiesniowego.

Proponowane badania pozwolqg lepiej zrozumiec wptyw zakresu i intensywnosci zmian
glikolitycznych i proteolitycznych w miesie na jego jakos$¢. Wytypowanie specyficznych biatek
zwigzanych z okre$lonym zakresem parametrdw jakosci miesa moze umozliwi¢ szylbkg i jedno-
Znaczng ocene jego jakosci, zastepujgc aparaturowq, czasochtonng analize tekstury.

Zatozenia metodyczne :

Materiatem do analizy profilu biatkowego byty fragmenty miesnia — Longissimus dorsi, pobrane
od bydta miesnego rasy limousine oraz mieszancdw rasy PHF i ZB, o udokumentowanym po-
chodzeniu i bedgce pod statg kontrolg uzytkowosci. Zwierzeta podzielono na trzy grupy do-
Swiadczalne, po pie¢ sztuk w kazdej: K (kontrola), D1 oraz D2. Prébki do analizy zostang po-
brane 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 bedq zywione standardowqg dawkg zywieniowq dla krow mlecznych.

Iwierzeta z grupy doswiadczalnej D1, oprécz pastwiska bedqg zywione dawkg wzboga-
cong o dodatek chronionych wielonienasyconych kwasdéw ttuszczowych (kwasy omega-3 i -
6). Okres zywienia doswiadczalnego wynosi¢ bedzie 60 dni.
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Iwierzeta z grupy doswiadczalnej D2, oprdcz pastwiska bedqg zywione dawkg wzboga-
cong o zestaw ziét zwiekszajgcych zerno$¢ oraz parametry miesa wotowego. Okres zywienia
dos$wiadczalnego wynosi¢ bedzie 60 dni.

Zaktada sie ze w okresie prowadzenia badan kontrolnemu ubojowi zostang poddane
buhajki i cieliczki w wadze co najmniej 380-450 kg.

Analizy przewidziane podczas realizacji zadania:

1. Andadliza parametréw jakosci miesa wotowego uwzgledniajgca

a- pomiar pH,

b- analize tekstury metodg WBS oraz TPA,

c- pomiar barwy miesa (L* b*,a*),

d- ubytki masy w czasie obrobki cieplnej,

e- ocena organoleptyczna miesa po obrdbce cieplne;.
Przygotowanie probek do izolacji biatek.

Izolacja biatek.

Oczyszczanie wyizolowanych biatek oraz oznaczanie ich stezenia.
Analizy biatkowe zeli 2D

a- ogniskowanie izoelektryczne (IEF),

b- SDS-PAGE,

c- wybarwienie biatka oraz analiza komputerowa skandw otrzymanych Zzeli,
d- analiza LC-MS,

e- analiza typu Western blot — walidacja wynikéw.

oD

Syntetyczny opis wynikdw zadania:

W przewidzianym do realizacji etapie analizy miesa wotowego, materiatem do analizy profili
biatkowych byty fragmenty miesnia pobrane od czterech sztuk bydta miesnego rasy limousine
(tacznie analizy proteomiczne przeprowadzono dla 12 prébek w dwdch powtdrzeniach dla
kazdej probki). Analiza jakosci probek miesa zostata przeprowadzona w Zaktadzie Hodowli
Bydta w 48 h, 5 dni oraz 10 dni po uboju.

Analizy zostaty przeprowadzone w ramach zakohczonego juz zadania, prowadzonego
przez ZHB. Dane ofrzymane w wyniku analiz jakosci zostaty zebrane w formie tabelarycznej
(Tabela 1., Tabela 2.). Oznaczono réwniez profile wyzszych kwasdw ttuszczowych (g/100 g),
w zaleznosci od czasu dojrzewania miesa — grupa zywiona mieszankg ziotowq (D2-Z1) oraz
wyniki analiz profilu wyzszych kwasdw ttuszczowych (g/100 g) oraz zawartosci witaminy E (ug/g)
i cholesterolu (mg/g) w zaleznosci od czasu dojrzewania miesa — grupa zywiona mieszankg
ziotowq (D2-121).

Tabela 1. Wyniki analiz prébek miesa wotowego z uwzglednieniem wartosci pH.

Nr Prébka Waga przed Waga po | Ubytek % Waga po Ubytek | % pH
probki | pobrana po: | obrébkqg obrébce 45 min. w kg
cieplng schtodzenia
6201/1 |48 h 226,4 134,5 91,9 40,59% 122,5 103,9 45,89% | 5,44
6201/2 | 5 dniach 254 157.3 96,7 38,07% 141,6 112,4 44,25% | 5,97
6201/3 | 10 dniach 336,4 234,6 101,8 30.26% 222,1 114,3 33,98% | 5,98
48 h 3714 191,6 179.8 48,41% 183,2 188,2 50,67% | 5,74
5 dniach 374,4 2104 164 43,80% 1991 175,3 46,82% | 6,02
10 dniach 371,6 156,1 2155 57.99% 143,7 2279 61,33% | 5,96
0192/1 |48 h 220,3 140,3 80 36.31% 129,2 921.1 41,35% | 5.7
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0192/2 | 5 dniach 253,3 162,3 21 35,93% 151,4 101,9 40,23% | 6,11
0192/3 | 10 dniach 204,5 120,5 84 41,08% 110,9 93.6 45,77% | 6,08
48 h 354,7 222,6 1321 37.24% 201,4 153,3 43,22% | 5,62
5 dniach 310,8 210,5 100,3 32,27% 188,7 122,1 39.29% | 6,23
10 dniach 228,7 1354 93.3 40,80% 117.6 11,1 48,58% | 6,09

Tabela. 2. Pomiar barwy miesa (L*, b*,a*).

Nr Prébka L a b
prébki | pobrana po: | srednia sd srednia sd srednia sd
6201/1 |48 9 36,35 1,35 22,27 1,88 2,05 1,07
6201/2 | 5 dniach 35,95 0,61 22,18 0,22 0,59 0,1
6201/3 | 10 dniach 40,61 1,21 23,6 1.24 3,44 0,23
48 h 34,25 1,55 23,01 1,21 3 1,08
5 dniach 32,85 0,22 22,67 0,6 1,04 0,82
10 dniach 34,3 2,59 21,92 0,93 0,69 0,83
0192/1 |48 h 36,26 0,77 22,07 1.2 2,12 0,95
0192/2 | 5 dniach 34,86 0.83 22,09 0,6 -0,21 0,12
0192/3 | 10 dniach 39,89 0,88 22,89 0,86 1,35 0,46
48 h 36,68 1,47 22,69 2,84 2,29 0,44
5 dniach 34,95 1,18 21,7 0,87 0,83 0,64
10 dniach 36,94 1,29 22 1,22 1,96 0,82

Zabezpieczone probki miesa poddano analizie proteomiczne] wg metodyki opracowanej
w poprzednim roku sprawozdawczym. Probki miesa zostaty zhomogenizowane w 1000 i bu-
foru do lizy (opracowanie wtasne) przez 60 minut, przy uzyciu mechanicznego homogeniza-
tora. Nierozpuszczalne resztki tkankowe zostaty usuniete przez odwirowanie, a supernatant zo-
stat uzyty do elektroforezy 2D. Probki oczyszczono z soli oraz detergentdw i oszacowano steze-
nie biatka przy uzyciu metody BCA.

Analizy 2D zostaty wykonywane w dwodch powtdrzeniach dla kazdej prébki. Probki
rozdzielono na IPG Strips™ o dtugosci 7 cm i zakresie ph 3-10. Ogniskowanie izoelektryczne
przeprowadzono przy uzyciu Protean® IEF Cell wg zmodyfikowanego programu napiecia
prgdu. Paski zostaty zredukowane w buforze wyréwnujgcym DTT, a nastepnie alkilowane
jodoacetamidem. Drugi wymiar zostat przeprowadzony w zelu poliakrylamidowym (12%). Po
rozdziale elektroforetycznym, zele byty barwione Coomassie Brilliant Blue G-250. (Fot. 1.) Analiza
zeli zostata przeprowadzona przy uzyciu oprogramowania SameSpot v5.

W kolejnym etapie analiz, spoty biatkowe rdznigce sie ekspresjg (zmiana intensywnosci
Swiecenia spotu biatkowego) lub brakiem obecnosci spotu biatkowego w analizowanej
prébce winnych prébkach, zostaty wyciete z zelii przygotowane do analizy spektrometrycznei.
Andalizy te wykonywato zewnetrzne laboratorium, a analiza obejmowata rozdziat mieszaniny
peptyddw przez chromatografie cieczowq (LC) i pomiar mas peptyddw i ich fragmentow
w spektrometrze mas — eksperyment LC-MS-MS/MS, poréwnanie uzyskanych mas peptyddéw
iich fragmentéw z bazg danych sekwenciji biatkowych (NCBI, UniProt), (analiza statystyczna
wiarygodnosci uzyskanych przypisan i ustalenie listy biatek obecnych w prébce).
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Fot. 1. Zdjecia zeli 2D prébki pobranej w rdéznym czasie (od lewej 48 h, 5 dni, 10 dni) od uboju. Zaznaczone miejsca
rézniq sie ilosciq biatka.
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Analiza profili biatkowych prébek miesa pozwolita na identyfikacje 20 spotdw biatkowych, réz-
nigcych sie ekspresjg pomiedzy analizowanymi prébkami miesa. Kazdy spot biatkowy repre-
zentuje jedno biatko lub jego fragment. DziesieC spotdw biatkowych o najwiekszej roznicy eks-
presji wycieto z zelu, przygotowano i przestano do identyfikacji biatka. W Tabeli 3. Zestawiono
zidentyfikowane biatka.

’

o3 53
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Tabela 3. Lista zidentyfikowanych biatek oraz numery NCBI gi number (NCBI gi No.).

Nazwa biatka NCBI gi No.
Actin, a Qil27819614
Myosin heavy chain 2q, Qil13560269
Carbonate dehydratase Qi1693933
Creatine kinase M chain Qil125305
B Enolase (enolase 3) gil119346
L-lactate dehydrogenase A chain gil1170740
Phosphoglycerate mutase 2 Qil33416469
Creatine kinase, M chain, Qil125305
Pyruvate kinase, M2 isozyme Qil1346398
Carbonic anhydrase |lI gil115461

W przypadku niektdrych biatek nie mozna byto okreslic czy spoty byty fragmentacjq rozpadu
ich macierzystych czgsteczek réznymi izoformami, czy tez modyfikacjami potranslacyjnymi. Na
przyktad aktyne i/lub jej odpowiednie peptydy zidentyfikowano jako aktyne a. Wynik byt
prawdopodobnie zwigzany z metodq eksploracji danych, ktéra opierata sie na wynikach
prawdopodobienstwa (np. wybdr najbardziej mozliwego kandydata). Z drugiej strony moze to
wskazywac na stan metabolizmu aktyny w tkance. W dalszych etapach przewiduje sie
walidacje otrzymanych wynikdw oraz analize pozostatych prébek miesa.
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Fot. 2. Przyktadowa analiza STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins) interakcji biatko-biatko
dla aktyny a (ACTA1) — Fot. 2. A oraz B-enolazy (ENO3) - Fot. 2. B.

Zadanie 04-18-14-21
Charakterystyka epigenetyczna genomu komadrek chrzestnych gatunku E. caballus
w warunkach in vifro zwigzanych z procesami starzenia

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

Cel zadania:

Celem badan byto ustalenie zmiennosci na poziomie metylacji DNA w genomie chondrocy-
téw konhskich, pasazowanych w warunkach hodowli jednowarstwowej oraz powigzanie ziden-
tyfikowanych zmian w metylaciji DNA z poziomem ekspresji gendw, ktére majg znaczenie dla
utrzymania fenotypu chondrocytdéw w warunkach in vitro.

Stosujgc metode RRBS, wykonano poréwnawczg anadlize metylacji genomu komorek
chrzestnych koni, pochodzgcych z wczesnych oraz pdznych pasazy komérkowych. W celu
ustalenia funkcjonalnego znaczenia réznic w poziomie metylacji DNA miedzy wczesnymi i pdz-
nymi pasazami komorek chrzestnych, wykonano réznicowq analize ekspresji gendw, ktére roz-
nity sie profilem metylacji w zaleznosci od numeru pasazu komorkowego.
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Pasazowanie linii komoérkowych chondrocytdw pokazato radykalne zmiany morfologii
w warunkach hodowli w monowarstwie. W obrazie mikroskopowym komérki chrzestne, pocho-
dzgce z drugiego i trzeciego pasazu, w zdecydowanej wiekszosci stanowity komaorki o zaokrg-
glonej ,wielokatnej morfologii”, zblizonej do pierwotnego typu chondrocytdéw, w przeciwien-
stwie do chondrocytéw o wyglgdzie fibroblastow charakterystycznych dla pasazy pdzniej-
szych.

Analiza metylacji metodg RRBS pozwolita na wytypowanie grupy odmiennie metylowa-
nych gendw o znaczeniu biologicznym dla zachowania prawidtowego fenotypu komobrek
chrzestnych w warunkach in vifro. Udowodniono, ze 13 gendw o réznicowej metylacji DNA
wykazuje istotne réznice w poziomie ekspresji pomiedzy badanymi pasazami komoérek chrzest-
nych (przyktady na Rysunku 1.). Geny te kodujg biatka zwigzane z syntezq bgdz degradacjg
macierzy zewngtrzkomérkowej oraz sygnalizacjg miedzykomdrkowq. Miedzy innymi, istotnie
wyzszy poziom ekspresji w komorkach chrzestnych z nizszym numerem pasazu (3, 6 i 8) odnoto-
wano w przypadku gendw COL16AT, NADSYN1 oraz NFATC1. Odwrotng zalezno$¢ zaobserwo-
wano jezeli chodzi o geny COLT11A1, COLI5A1 i JAK3, ktére charakteryzowata istotnie nizsza
ekspresja w pasazach 3, 6i 8.

Rysunek 1. Wzgledne réznice w ekspresji gendw NFATC1 i COLI6AT, w zaleznosci od numeru pasazu komdrkowego.
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W badanym uktadzie biologicznym, obrazujgcym utrate fenotypu w warunkach in vitro, na
szczegdlng uwage zastugujg wyniki odwrotnej korelaciji pomiedzy metylacjq i ekspresjg genu
w locus NFATC1, NADSYNT oraz JAK3. NFATC1 koduje biatko czynnika transkrypcyjnego o zno-
czqgcej roli w metabolizmie tkanki kostnej oraz rozwoju chrzgstki stawowej. NFATC1 ulega siingj
ekspresji w komérkach chrzestnych i odpowiada za prawidtowe réznicowanie chondrocytéw.
NADSYN1 koduje biatko, majgce znaczgcy wptyw na przemiany metaboliczne komorek, regu-
lujgc ponad 400 szlakéw molekularnych zwigzanych z eliminacjg reaktywnych form tlenu
(ROS). Natomiast, JAK3 uczestniczy w procesach stanu zapalnego, towarzyszgcego miedzy
innymi schorzeniom autoimmunologicznym — w tym reumatoidalnemu zapaleniu stawdw. Tak
jak wzrost aktywnosci gendw NFATC1 oraz NADSYN1 w poczgtkowych pasazach komérkowych
moze wynika¢ z ich dodatniego znaczenia w réznicowaniu komédrek chrzestnych konia, tak
wzrost ekspresji JAK3 w komérkach chrzestnych z pdznych pasazy moze mieé zwigzek z proce-
sami odréznicowania w dtugoterminowej hodowli chondrocytéw w monowarstwie.

Analiza metylacji w skali genomu w potgczeniu z analizg ekspresji kolekcji odmiennie me-
tylowanych gendw pozwolita na wytypowanie loci, ktére majq potencjalnie funkcjonalne zna-
czenie dla procesu odrdznicowania chondrocytdéw konskich w warunkach pozaustrojowych.
Geny NFATC1 oraz NADSYN1 mogg mie¢ dodatnie znaczenie w anabolicznych przemianach
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sprzyjajgcych utrzymaniu zdolnosci komodrek chrzestnych do regeneracji uszkodzeh chrzgstki
stawowej koni. Z kolej gen JAKS3 stanowi marker niekorzystnych przemian sprzyjajgcych tworze-
niu odroznicowanych komoérek w typie fibroblastycznym w warunkach in vitro. Ponadto uzy-
skane wyniki podkreslajg role mechanizmdw epigenetycznych w procesach odrdznicowania
chondrocytdéw w warunkach pozaustrojowych.

Zadanie 04-18-16-21
Analiza gendw zwiqzanych z przemianami ttuszczowymi wptywajgcymi na roznice
w profilach kwasdw tuszczowych u gesi.

kierownik zadania: dr inz. Anna Koseniuk

Cel zadania:

Celem zadania badawczego jest zZbadanie réznicy w ekspresji wybranych gendw zwigzanych
z przemianami ttuszczowymi u gesi. Ponadto, w ramach zadania zatozono analize sekwencji
tych gendw i poszukiwanie mutaciji, ktére potencjalnie mogg wptywaé na przemiany
ttuszczowe. Materiatem badan jest RNA i DNA uzyskane z tkanek pobranych od trzech ras:
kielecka, kotudzka i landes, réznigcych sie utrzymaniem i wydajnoscig miesnqg.

W roku sprawozdawczym wyizolowano 60 probek RNA z tkanek: watroba, miesien klatki
piersiowej, miesien podudzia, ttuszcz kuperkowy i trzewny gesi ras kotudzka®, landes i kielecka.
RNA zostato sprawdzone pod wzgledem ilosci i jakosci. Nastepnie znormalizowano RNA
i przepisano na cDNA.

Z powodu braku gotowych zestawdw sond do gendw u gesi przeprowadzono wstepng
analize Real-time z uzyciem barwnika SybrGreen (Rysunek 1.). Metoda ta nie wymaga uzycia
sond, co pozwala na obnizenie kosztéw analiz, charakteryzuje sie jednak mniejszg specyficz-
noscig. Dla genomu gesi europejskiej, ktory jest stabo poznany, w roku sprawozdawczym za-
projektowano sondy w oparciu o genom azjatyckiej gesi dostepny w bazie Ensemble. Przepro-
wadzono test sond (Rysunek 2.) i stwierdzono, ze przytqczajqg sie one do cDNA z watroby, mie-
$nia klatki piersiowej oraz ttuszczu trzewnego.

Ponadto, przeprowadzono izolacje DNA z dutek piér 150 gesi tych ras oraz préobng
reakcje sekwencjonowania z zaprojektowanymi siedmioma starterami do gendéw zwigzanych
z przemianami ttuszczowymi. U wszystkich badanych ras uzyskano sekwencje w egzonie 4.
genu ELOVLé (Rysunek 3.), ktéra postuzyta do zaprojektowania sondy do analizy ekspresiji.

Nastepnym etapem badah bedzie dopracowanie metodyki sekwencjonowania
pozostatych gendw (SCD, ACSL1, ME, H-FABP) oraz analiza ekspresji gendw.
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Rysunek 1. Walidacja warunkdw real time PCR z wykorzystaniem zestawu zawierajgcego SybrGreen.
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Rysunek 2. Test sond na przyktadzie cDNA z watroby gesi biatej kotudzkiei®.
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Rysunek 3. Fragment sekwencji genu ELOVL6 u gesi kieleckiej.
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Zadanie 04-18-17-21
Model badawczy odwirusowej neoplazji skory oraz analiza syntetycznych
wysokoimmunogennych biatek jako narzedzia do walki z wirusowymi zmianami skornymi.

kierownik zadania: dr inz. Wojciech Witarski

Proponowane doswiadczenia sktadajg sie z trzech etapdw. Planuje sie rozszerzenie kolekcii
pierwotnych linii komdrek sarkoidu konskiego w celu wychwycenia réznic fenotypowych oraz
wydzielniczych pomiedzy réznymi klinicznie manifestacjami choroby. Zostang przeprowadzone
hodowle tréojwymiarowe komadrek nowotworowych, takze w warunkach hipoksji. Tempo wzro-
stu i charakter kolonii zostang poddane analizie, a w pdzniejszych etapach wykaze sie wptyw
hipoksji na zmiany profilu ekspresji raz zmiane wybranych biatek. W ostatnim kwartale I. etapu
rozpocznie sie proces ko-transfekcji komdrek HEK293 plazmidami produkujgcymi biatka ptasz-
cza kapsydowego, BPV L-1 oraz L-2, ktdrych produkcja przebiegac¢ bedzie w drugim etapie.
Biatka kapsydu w ostatnim etapie postuzg, wraz z syntetycznymi immunogennymi biatkami,
analizie IVCAA, gdzie na modelu uktadu immunologicznego (Limfocyty T CD4*+ CD8*) przesle-
dzona zostanie ich zdolno$¢ aktywacji, mierzona jako dziatanie mitogenowe oraz indukujgce
wydzielanie interleukin.

W 2021 roku pozyskano, w korespondencji z tematem, w ktérym uzyskano trzy pierwotne
linie sarkoidéw konskich, otrzymanych jako materiat odpadowy po zabiegu chirurgicznego
usuniecia guza, dodatkowq linie sarkoiddw konskich oraz dwie linie fibroblastow skdry konia.
Dwa typy komorek izolowano w identyczny sposdb — skrawki tkanki transportowane w tempe-
raturze loddwkowej w medium transportowym — wtasnej kompozycji — zapewniajgcym opty-
malne wtasciwosci buforujgce oraz ochrone przed drobnoustrojami — w czasie do 48 godzin
ulegaty dalszemu procedowaniu. Tkanke pocieto w warunkach sterylnych na fragmenty
o wielkosci 0,5 mm i hodowano w mieszaninie antybiotykéw na szalkach Petriego pokrytych
cienkqg warstwg mieszaniny biatek macierzy miedzykomadrkowej. Wszystkie pozyskane linie pod-
dano procesom bio-bankowania komadrkowego.

Hodowle, w sytuacii obnizonego tlenu, przeprowadzano w urzgdzeniu Hypoxia Incubator
Chamber (Stemcell), w ktérym powietrze atmosferyczne w kontrolowanych przeptywach gazu
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wymieniono na mieszanine gazu specjalnego (1% Oz, 5% CO2, 94% Na2) iinkubowano linie ko-
morkowe sarkoidu kohskiego wraz z odpowiadajgcym im liniom fibroblastéw skéry konia w wa-
runkach hipoksji oraz normoksii. Izolowany kwas RNA postuzy do dalszych analiz. Kazdorazowo,
warunki hodowlane testowano przy uzyciu komérek HBT-35 oraz reagenta Image-iT™ Green
Hypoxia Reagent (Themofisher), gdzie silny zielony fluorescencyjny sygnat byt potwierdzeniem
obecnosci warunkdw o obnizonej zawartosci tlenu (p02<2%).

Fot. 1. Analiza poprawnosci eksperymentdw z uzyciem komory do hipoksji firmy Stemcell.

hipoksja

Image-iT

normoksja

Image-iT

Komérki HBT35 poddano barwieniu przez 30 minut przy uzyciu Image-iT (Thermofisher) o finalnej
koncentracji 5uM. Inkubacje w warunkach hipoksji (1% O2 5% CO2, 94% NO2) oraz normoksiji (5%
CO2, atmosferyczna zawartos$¢ tlenu) prowadzono przez 24 godziny. Po tym okresie komorki
byty utrwalane poprzez inkubacje w 4% paraformaldehydzie, aby nastepnie sporzqdzi¢ prepa-
raty mikroskopowe.

Komorki fibroblastow skéry konia oraz HEK-293 poddano analizie na odpornosé na anty-
biotyk G418, analog neomycyny. Uzyskane dawki postuzg do selekcji antybiotykowej linii po-
danej fransfekcji plazmidem pShell.

Rycina 1. Plazmid pShell L1ALT (addgene 37319) dedykowany do produkgcji biatek ptaszcza wirusa. Pozyskany dzieki

uprzejmosci Buck CB, Pastrana DV, Lowy DR, Schiller JT. ,,Efficient intracellular assembly of papillomaviral vectors”.
J. Virol. 2004 Jan;78(2):751-7. 10.1128/JV1.78.2.751-757.2004 PubMed 14694107.
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Komérki linii sarkoidu konskiego (3 linie), komarki fibroblastéw konskich (traktowane jako nego-
tywna kontrola inwazyjnosci oraz komadrkowy odpowiednik niepatologicznego stanu tkanki),
dwie linie wysoce inwazyjnego nowotworu szyjki macicy (Hela oraz SiHa) zostaty hodowane
w biatkowym zelu (Geltrex Thermofisher) odpowiadajgcym formie trojwymiarowej tkanki.
W obrebie tych trzech grup badawczych analizowano proces wzrostu komaérek w trzech rezi-
mach stymulaciji: 1) bez stymulaciji, 2) przy uzyciu 20 ng/ml bFGF (Thermofisher) oraz jako ko-
kultura na monolayerze komaérek fibroblastéw. Pomimo faktu, ze kazda z grup odpowiedziata
na stymulacije (ngjsiiniej w przypadku parakrynowej stymulacji ko-kultury fibroblastowe), to ko-
morki sarkoidu konskiego wykazywaty niewielkie cechy inwazyjnosci bedqgc fenotypowo zbli-
zone do fibroblastéw skéry konia.

Rycina 2. Proces hodowli tréjwymiarowej komorek sarkoidu kohskiego (tagodny nowotwér konia indukowany aktyw-
noscig papilloamirusa bydlecego), komdrek SiHa (silnie inwazyjny nowotwér szyjki macicy indukowany papillomawiru-
sami ludzkimi) oraz kornskich komadrek fibroblastéw skdry, stuzgcych jako kontrola negatywna. Komérki inkubowano
w 10% serum DMEM z dodatkiem antybiotyku Primocin (invivogen) przez okres 7 dni, na zelowym tréjwymiarowym rusz-
towaniu zZbudowanym z mieszaniny komérek w medium hodowlanym oraz zewngtrzkomoérkowej macierzy Gelltrex
(Thermofisher). Grupa kontrolna byta nietraktowana, grupy stymulowane zostaty podzielone na stymulowane 20ng/ml
bFGF (Thermofisher) oraz rosngce na monolayerze komorek fibroblastéw. Strzatka niebieska wskazuje typowe, komorki
rosngce w postaci 3D, strzatka biata wskazuje miejsca inwazyjne w kierunku powierzchni komolayera fibroblastow.

Kokultura z fibroblastami Monokultura z 20 ng/ml bFGF Monokultura

sarkoid konski

HBT-35 [SiHa]

fibroblast konski

155



Zaktady Naukowe

Zadanie 04-18-18-21
Modyfikacja i walidacja zestawdw markerédw mikrosatelitarnych DNA do kontroli pocho-
dzenia owiec, swini i pséw do zastosowania sekwenatora 3500x!.

kierownik zadania: dr hab. Anna Radko, prof. IZ PIB

Cel zadania:

Celem zadania jest przearanzowanie obecnie stosowanych barwnikdw fluorescencyjnych sto-
sowanych do znakowania sekwencji starterowych zalecanych przez Miedzynarodowe Towa-
rzystwo Genetyki Zwierzgt - ISAG do kontroli rodowoddéw owiec, $win i psdw. Zmodyfikowane
metody analizy pozwolg na kontynuacije badan rodowodowych owiec, swin i pséw. Utrzyma-
nie akredytacji metody pséw oraz wykonywanie badan na zlecenie hodowcow.

Analiza stosowanych zestawdw markerdw STR wykonywana jest w sekwenatorach kapi-
larnych Applied Biosystems przy zastosowaniu do reakcji PCR barwnikéw fluorescencyjnych,
ktére umozliwiajg jednoczesne testowanie od kilku do kilkunastu markeréw STR. Obecnie, w La-
boratorium Genetyki Molekularnej IZ PIB (LGM) do badah rodowodowych owiec i $wih zasto-
sowano sekwenator kapilarny typu 3500xI umozliwiajgcy wykorzystanie do reakciji PCR 5 barw-
nikdw fluorescencyjnych: FAM, VIC, NED, TAZ i SID. Pozwolito to na przeprojektowanie dotyc
czas stosowanych analiz markeréw DNA na potrzeby identyfikaciji zwierzgt i uaktualnienie me-
tod stosowanych w badaniach rodowodowych.

Do weryfikacji rodowodow pséw ISAG, jako zestaw podstawowy zaleca az 22 markery
STR. Zastosowanie 5 barwnikdéw do znakowania sekwencji starterowych pozwolito na zaprojek-
towanie jednej mieszaniny produktéw PCR, ktéra bedzie moZliwa do analizy podczas jednego
rozdziatu elektroforetycznego (Rysunek 1.). Analiza wynikéw w trakcie jednego rozdziatu elek-
troforetycznego znacznie zmniejsza koszty badan, skraca czas realizacji zlecenia oraz zmniejsza
ryzyko popetnienia bteddw wynikajgcych z koniecznoéci dwukrotnej analizy prébki od jednego
psa.

Do kontroli pochodzenia $wirh dotychczas wykorzystywano 14 STR z panelu 15 podstawo-
wych markerédw rekomendowanych przez ISAG do weryfikacji pochodzenia $wih. Zastosowa-
nie dodatkowego barwnika fluorescencyjnego SID umozliwito wtgczenie do zestawu stosowa-
nego w LGM markera S0005 i testowanie wszystkich zalecanych markeréw do potwierdzania
pochodzenia (Tabela 1.). Ponadto, zastosowanie dodatkowego barwnika umozliwito efektyw-
nie wykorzystanie mozliwosci technicznych i dotgczenie do panelu podstawowego — 15plex,
dwodch dodatkowych markerdw: S0026 i IGF1, ktdre znajdujg sie w uzupetniajgcym panelu
ISAG. Dzieki przeprojektowaniu dotychczasowego panelu utworzono zestaw ztozony z 17 mar-
kerdw, ktory w nastepnym etapie zostanie przetestowany pod wzgledem mozliwosci zastoso-
wania w rutynowych badaniach kontroli pochodzenia swin.

W przypadku kontroli rodowoddw owiec wykonano modyfikacje metody analizy 14 STR,
stosowanq dotychczas do weryfikacji pochodzenia owiec. Modyfikacja polegata na dopaso-
waniu znakowania sekwenciji starterowych do reakcji PCR barwnikami fluoroscencyjnych, tak
aby markery o zblizone] dtugosci sekwencji mikrosatelitarnej w ilosci par zasad (pz) nie pokry-
wat sie w trakcie rozdziatu elektroforetycznego. Znakowanie starteréw do analizy markeréw
STR dodatkowym barwnikiem SID (Tabela 2.) znaczgco utatwi i przyspieszy analize elektrofore-
tyczng oraz pozwoli unika¢ bteddw w ustalaniu pochodzenia owiec.
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Rysunek 1. Projekt oznakowania barwnikami fluorescencyjnymi sekwencji starterowych do reakcji PCR w badaniach

identyfikacji osobniczej pséw.

AHTk211
CXX279
RENG4ELS

300

INUO55
REN54P11 __ FAM
INRA21
AHT137 |
REN169D01
AHTh260 __ VIC
INUOOS5
hos NED
FH2848
|
censoncon TAZ
AHTh171
S — 5P
REN169018
90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Tabela 1. Wykaz sekwencji markeréw rekomendowanych przez ISAG do kontroli rodowoddw $win.
Marker SEKWENCJA forward SEKWENCJA reverse Barwnik
SW240 AGAAATTAGTGCCTCAAATTGG AAACCATTAAGTCCCTAGCAAA FAM
SW911 CTCAGTTCTITGGGACTGAACC CATCTGTGGAAAAAAAAAGCC FAM
SW951 TITCACAACTCTGGCACCAG GATCGTGCCCAAATGGAC FAM
S0090 CCAAGACTGCCTTGTAGGTGAATA GCTATCAAGTATTIGTACCATTAGG FAM
S0101 GAATGCAAAGAGTTCAGTGTAGG GTCTCCCTCACACTTACCGCAG FAM
S0386 GAACTCCTGGGTCTTATTITICTA GTCAAAAATCTTTITATCTCCAACAGTAT NED
S0227 GATCCATTTATAATTTTAGCACAAAGT GCATGGTGTGATGCTATGTCAAGC NED
SW936 TCTGGAGCTAGCATAAGTGCC GTGCAAGTACACATGCAGGG NED
S0228 GGCATAGGCTGGCAGCAACA AGCCCACCTCATCTTATCTACACT VIC
SW72 ATCAGAACAGTIGCGCCGT TITGAAAATGGGGTIGTITCC VIC
SW857 TGAGAGGTCAGITACAGAAGACC GATCCTCCTCCAAATCCCAT VIC
S0355 TCTGGCTCCTACACTCCTICTTGATG TTGGGTIGGGTGCTGAAAAATAGGA TAL
S0155 TGITCTCTGTTTCTCCTCTIGTTTG AAAGTGGAAAGAGTCAATGGCTAT TAZ
SW24 CTTTGGGTIGGAGTIGTGTGC ATCCAAATGCTGCAAGCG SID
S0005 TCCTTCCCTCCTGGTAACTA GCACTTICCTGATICTGGGTA SID

Tabela 2. Markery STR zalecane przez ISAG do konfroli pochodzenia owiec oraz sekwencje starterowe i barwniki fluo-

rescencyjne do ich znakowania.

Marker SEKWENCJA forward SEKWENCJA reverse Barwnik
AMEL CAGCCAAACCTCCCICIGC CCCGCITGGTCTIGTCTGITGC FAM
INRAOOS AGGAATATCTGTATCAACCGCAGTC CTGAGCTGGGGTGGGAGCTATAAATA FAM
INRAO63 GACCACAAAGGGATITGCACAAGC AAACCACAGAAATGCTITGGAAG FAM
INRAOOS TTICAGGCATACCCTACACCACATG AAATATTAGCCAACTGAAAACTGGG NED
MAF214 AATGCAGGAGATCTGAGGCAGGGACG | GGGTGATCITAGGGAGGITITGGAGG NED
INRAO23 GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTIC TAACTACAGGGTGTTAGATGAACTC VIC
MAF065 AAAGGCCAGAGTATGCAATTAGGAG CCACTCCTCCTGAGAATATAACATG VIC
McMO042 CATCTTTCAAAAGAACTCCGAAAGTG CTTGGAATCCTTCCTAACTTITICGG VIC
McM527 GTCCATTGCCTCAAATCAATTC AAACCACTTIGACTACTCCCCAA VIC
CSRD247 GGACTTIGCCAGAACTCTGCAAT CACTGTGGITTIGTATTAGTCAGG TAZ
ETH152 TACTCGTAGGGCAGGCTGCCTG GAGACCTCAGGGITGGTGATCAG TAZ
OarFCB20 GGAAAACCCCCATATATACCTATAC AAATGTGTTTAAGATTICCATACATGTG TAZ
HSC CTGCCAATGCAGAGACACAAGA GICTGTCTCCTGTCTTIGTCATC SID
INRA172 CCAGGGCAGTAAAATGCATAACTG GGCCITGCTAGCCTICTGCAAAC SID
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Zaktad Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwaciji
kierownik: prof. dr hab. Zdzistaw Smorqg

Zadanie 01-19-06-11
Wptyw parametrdw jakosciowych nasienia seksowanego na ptodnosé inseminowanych
jatdwek i krow mlecznych.

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

Cel zadania:

Celem pracy byto lepsze poznanie strukturalnych i metabolicznych zmian, odpowiedzialnych
za spadek jakosci nasienia seksowanego oraz okreslenie zaleznosci pomiedzy badanymi para-
metrami jakosci nasienia seksowanego i nieseksowanego a ptodnosciq inseminowanych sa-
mic.

Zatozenia metodyczne:

Badania przeprowadzono na pochodzgcym z zakupu, seksowanym i nieseksowanym nasieniu
buhajow rasy holsztyhsko-fryzyjskiej. Analizie poddano 37 ejakulatdéw nasienia seksowanego
pochodzgcego od 31 buhajow oraz 29 ejakulatéw nasienia konwencjonalnego od 26 buha-
idw. Nasienie po rozmrozeniu oceniano w Zaktadzie Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji IZ
PIB. Ocena obejmowata standardowe parametry jakosci nasienia oceniane przy uzyciu sys-
temu CASA jak i wybrane markery apoptotyczne, aktywnos¢ metaboliczng (poziom ATP), in-
tegralno$¢ bton komdrkowych i stan chromatyny plemnikow.

W celu okredlenia zdolnosci zaptadniajgcej nasienia seksowanego przeprowadzono in-
seminacje 880 jatdwek i 914 krow rasy holsztyhsko-fryzyjskiej w Zaktadzie Doswiadczalnym IZ PIB
Kotbacz Sp. z 0.0. oraz Zaktadzie Doswiadczalnym IZ PIB Chorzeldw Sp. z 0.0. Seksowane na-
sienie stosowane byto do unasieniania najlepszych zwierzat, wykazujgcych silne objawy rui.
W przypadku nasienia konwencjonalnego przeprowadzono inseminacje 2042 jatéwek i krow
w zaktadzie doswiadczalnym w Kotbaczu. Po 35 dniach od zabiegu inseminacii, przy uzyciu
aparatu USG, przeprowadzano badanie na cigze. Ocene skutecznodci unasieniania samic
okredlano na podstawie wskaznika zacielen.

Syntetyczny opis wynikdw:

Wybrane wyniki przeprowadzonych analiz nasienia seksowanego zamieszczono w Tabeli 1.1 2.
Po inseminacii nasieniem seksowanym uzyskano srednig warto$¢ wskaznika zacieleh na pozio-
mie 58,4% dla jatéwek, 35,4% dla kréw oraz 44,9% dla jatdwek i krdw razem. W przypadku na-
sienia konwencjonalnego $rednia warto$¢ wskaznika zacieleh wynosita 24,7% dla kréw i 25,2%
dla jatéwek i krdw razem. Analiza zaleznosci pomiedzy parametrami jakosci nasienia seksowa-
nego i ptodnoscig wykazata istotne korelacje pomiedzy parametrami ALH, BCF i odsetkiem
plemnikdw martwych a wskaznikiem zacieleh uzyskanym dla jatdwek oraz pomiedzy parame-
tfrem STR a wskaznikiem zacieleh uzyskanym dla jatéwek i krow razem (Tabela 3.). W przypadku
nasienia konwencjonalnego stwierdzono istotne korelacje pomiedzy parameframi LIN, WOB
i ALH a wskaznikiem zacielen dla kréw, oraz pomiedzy parametrami LIN i WOB a wskaznikiem
zacielen dla jatdéwek i krow razem (Tabela 4.).
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Tabela 1. llos¢ ATP i parametry ruchu plemnikdw w nasieniu seksowanym.

Zaktady Naukowe

. |™ bL!hOjCI ATP PMol/20ul min plemn. w stomce VCL |STR |LIN  |WOB [ALH |BCF
/nr ejakulaty ruch post. ruchome

1. 1 22,4 1.4 1.7 90,2 92,4 67,5 |72,4 2,9 13,8
2. 2 16,9 0.8 1,0 99,0 91,2 62,7 |68,0 3.3 13,1
3. 3 31,2 0.4 0,7 1142 888 |[532 |59.6 4,6 9.2

4, |4 21,4 0.8 0,9 100,3 [90,4 |[63,6 |698 3.5 12,7
5. 5 21,0 1.1 1.3 92,1 88,4 |60,1 |67.,5 3.0 13,8
6. 6 16,7 1.2 1.5 1054 89,6 |[549 |60,7 4,1 11,2
7. 7 47,9 2,7 3.3 94,6 89,3 |582 |64,5 3.5 11,5
8. |8 41,2 4,4 6,8 100,0 [87,5 [550 |623 4,2 8.7

9. 9 23,9 3.4 5.3 82,2 84,5 |500 |[587 3.5 9.2

10. |10 27.5 1.3 1.8 86,5 89,5 |553 |61.4 3.4 11,5
1.1 36,4 2,2 2,7 21,5 88,2 |57.3 |64.4 3.4 11,9
12. 112 16,3 0,9 1.2 100,1 929 |[69.4 |742 3.4 11,5
13. |13 19,4 3.4 5.2 86,9 86,1 572 |65,6 3.5 9.9

14. | 14 39.3 1.9 2,5 97.5 90,8 618 |67.4 3.5 11,5
15. |15 16,0 1.0 1.3 99,1 90,9 61,3 |66,6 3.5 11,4
16. |16 17,6 1.4 1.9 91,9 88,0 |60,5 |68,5 3.8 8.4

17. (17 28,3 1.5 1.9 98,1 21,4 673 |731 3.4 11,4
18. |18 23,2 1.3 1.7 109.3 (868 |51,5 |589 4,5 10,2
19. 119 14,2 1.1 1.4 93,2 89,1 563 |628 3.4 12,3
20. | 20/1 20,9 1.0 1.3 98,4 90,2 60,0 |6579 3,5 12,6
21. 120/2 23,3 1.3 1,5 94,8 21,3 61,9 |672 3.3 13,6
22. | 211 15,2 1.4 1.7 109.3 89,7 58,0 |64,0 4,2 10,5
23. 121/2 16,9 04 0,6 109.,0 92,3 |[632 |67.8 3.8 10,7
24. | 22/1 20,3 1.1 1.4 96,2 21,0 |628 |68,6 3,3 12,8
25. 1 22/2 20,9 1,1 1.4 94,9 21,1 (648 |703 3.3 12,0
26. |23 - 1.4 1.9 112,1 89,5 [560 |622 4,0 12,6
27. | 241 15,5 1.2 1.4 104,7 91,4 |62,1 |67,4 3,6 12,3
28. | 24/2 17.7 1.0 1.2 104,9 (91,3 [654 |709 3.6 11,8
29. |25 16,3 1.3 1.5 1053 [920 |[61,1 |658 3.4 14,5
30. |26 16,7 1.0 1.2 97.5 89.3 62,6 |69.3 3.6 10,8
31. |27 19,6 1.0 1.4 87.1 87,8 [58,5 |66,1 3.7 8.8

32. |28 10,8 0,9 1.3 88,6 90,3 [60,3 |66,0 3.1 13.6
33. | 29/1 11,4 2,6 3.3 117.8 (898 |[61,6 |68,0 4,1 11,8
34. |29/2 15,4 2,9 3.7 108,0 [ 90,0 |[60,4 |66,6 3.7 12,6
35. |30 43,3 1.5 1.9 107,9 89,7 |57.8 |63,7 4,1 10,5
36. | 31/1 24,7 1.4 1.7 104,6 87,7 [543 |61,4 3.9 12,2
37. |31/2 26,1 1.4 1.7 101,0 [ 21,3 [60,1 |653 3,6 12,6
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Tabela 2. Parametry jako$ciowe nasienia seksowanego (btony komérkowe, apoptoza, chromatynal).

p. Nr buhaja Btona komdérkowa T . Uszkodzona
/nr ejakulatu zywe martwe zamierajgce chromatyna
1. 36,7 42,2 21,1 2,2 2,4
2. |2 31,5 51,7 16,8 8.5 1.8
3. |3 25,5 45,3 29.3 0.0 1,1
4. | 4 30,6 58,0 1.3 18,1 1,8
5 |5 44,5 43,4 12,1 21,8 9.7
6. ) 42,1 41,0 17,0 2,7 0.5
7. 7 52,2 34,1 13.6 4,6 0.4
8. |8 13.0 84,3 2.7 0.0 56,2
9 9 92,3 82,5 8.3 6,7 6,6
10. | 10 12,4 83,1 4,4 0,0 -
. 43,0 44,4 12,6 4,3 0,5
12. | 12 19,1 25,4 55,6 0.0 1.3
13. | 13 9.7 80.4 10,0 8.4 2,4
14. | 14 41,5 46,1 12,4 1.1 0,3
15. | 15 40,1 52,0 7.8 3,6 3,6
16. | 16 47,9 50,8 1.3 18,1 0,7
17. (17 55,6 37.9 6,6 39.4 0,9
18. | 18 39.8 41,4 18,8 12,5 1,0
19. 1 19 30,1 56,4 13,5 1.9 1.1
20. | 20/1 33.8 59,9 6,4 3,6 0.9
21. | 20/2 43,3 49,2 7.5 2,5 1,6
22. | 211 38.4 51,5 10,1 52 1,6
23. | 21/2 18,5 65,0 16,5 0,1 1,3
24. | 22/1 30.3 56,1 13.6 27,2 1,3
25. | 22/2 35,3 50,8 14,0 2,1 2,0
26. | 23 44,2 44,8 11,0 2,5 1,1
27. | 241 34,3 53.2 12,0 23,1 0.6
28. | 24/2 25,5 55,4 19,2 1,5 2,5
29. | 25 43,1 38,6 18,3 2,9 1,0
30. | 26 19.7 36,9 43,4 0.0 1,7
31. | 27 31,6 65,4 3.0 8.5 1,5
32. | 28 25,2 64,4 10,4 8.4 1,1
33. | 29/1 45,7 39.1 15,2 40,6 0.3
34. | 29/2 48,6 34,3 17,0 1,1 0.6
35. | 30 7.5 84,9 7.7 0,1 58,3
36. | 31/1 39.3 46,3 14,3 4,9 2,3
37. | 31/2 26,6 48,0 254 0.0 2,1
Tabela 3. Korelacje pomiedzy parametrami jakosci nasienia seksowanego i wskaznikiem zacielen.
parametr wspotczynnik korelacii
jatowki krowy jatdwki i krowy
STR (indeks prostoliniowosci) NS NS 0,328 (p<0,05)
ALH (amplituda bocznych wychyleh gtéwki) - 0,388 (p<0,05) NS NS
BCF (czestotliwo$¢ uderzen witki) 0,380 (p<0,05) NS NS
plemniki martwe (%) - 0,375 (p<0,05) NS NS

NS - statystycznie nieistotne
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Tabela 4. Korelacje pomiedzy parametrami jakosci nasienia konwencjonalnego i wskaznikiem zacieleh.

SEITEITE wspotczynnik korelacii

krowy jatéwki i krowy
LIN (indeks liniowosci) 0,469 (p<0,05) 0,420 (p<0,05)
WOB (indeks oscylacii) 0,494 (p<0,01) 0,440 (p<0,05)
ALH (amplituda bocznych wychyleh gtéwki) - 0,410 (p<0,05) NS

NS - statystycznie nieistotne

Podsumowanie:

Przeprowadzone badania wskazujg, ze ocena przy uzyciu systemu CASA parametréw ruchu
plemnikdw STR, ALH i BCF oraz cytometryczna ocena integralnosci bton komérkowych plemni-
kébw mogg by¢ przydatne przy okredlaniu zdolnosci zaptadniajgcej nasienia seksowanego.
W przypadku nasienia konwencjonalnego z ptodnoscig inseminowanych samic skorelowane
byty parametry ruchu plemnikéw LIN, WOB i ALH.

Uzyskane wyniki wskazujg na mozliwos$¢ okreslania zdolnosci zaptadniajgcej nasienia sek-
sowanego i nieseksowanego na podstawie oceny wybranych parametréw jakosciowych.

Zadanie 01-19-08-21
Poprawa efektywnosci pozaustrojowego uzyskiwania i kriokonserwacji oocytéw swini
poprzez redukcje zawartosci lipidow.

kierownik zadania: dr inz. Katarzyna Poniedziatek-Kempny

Cel zadania:

W 2021 roku kontynuowano dos$wiadczenia z pierwszego etapu majgce na celu wyselekcjo-
nowanie optymalnego suplementu do pozywki do hodowli oocytdw, ktdry obnizy zawartosé
lipidéw w dojrzatych oocytach $wini. Sposrdd trzech suplementdw forskoliny, L-karnityny, siar-
czanu fenazyny wybrano najlepszy wariant doswiadczalny, 1j. forskoline o koncentracji 15 uM.

W drugim etapie prowadzono badania dotyczgce selekcji knuréw, hodowli in vitro oo-
cytoéw Swini z dodatkiem 15 uM forskoliny, oceny oocytdw pod wzgledem dojrzato$ci mejotycz-
nej oraz oceny ilociowej i jako$ciowej zawartosci lipiddw, a takze poziomu reaktywnych form
tlenu (ROS). Przeprowadzono réwniez préby zaptodnienia pozaustrojowego i hodowle uzyska-
nych zygot do osiggniecia stadium blastocysty. Uzyskane blastocysty utrwalono i przeznaczono
do oceny jakosciowej na podstawie liczby jader komdrkowych i apoptotycznych metodg TU-
NEL.

Wyniki badan dotyczgce dojrzewania cocytdw $wini w obecnosci forskoliny, L-karnityny
i siarczanu fenazyny przedstawiono w Tabelach 1.-3.

Tabela 1. Ocena dojrzatodci oocytdw swini hodowanych w medium o dwdch koncentracjach forskoliny.

Forskolina Liczba cocytow os:enilo R Oocyty dojrzate (M 1) (%)
powtorzen
0uM 140/12 87.1
10 UM 90/7 84,4
15 uM 64/5 73,4
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Tabela 2. Ocena dojrzatoéci oocytdw $wini hodowanych w medium o dwdch koncentracjach L-karnityny.

L-karnityna Liczba oocytéw ocenionych/liczba Oocyty dojrzate (M Il) (%)
powtdrzen
0mg 140/12 87.1
0.5mg 95/8 88,4
1 mg 50/4 94,0

Tabela 3. Ocena dojrzatoéci oocytdw swini hodowanych w medium o dwdch koncentracjach siarczanu fenazyny.

Siarczan fenazyny Liczba oocytéw ocenionych/liczba Oocyty dojrzate (M 1) (%)
powtdrzen
0OuM 140/12 87.1
0,025 uM 88/7 87.5
0,05 uM 55/5 81,8

Fot. 1. Oocyt dojrzaty w stadium metafazy Il w pozywce z dodatkiem 15 uM forskoliny (a) oraz oocyt dojrzaty z grupy
kontrolnej (b) po wybarwieniu DAPI.

Wyniki dotyczqce zawartosci reaktywnych form tlenu (ROS) w oocytach dojrzewajgcych
w obecnosci forskoliny, L-karnityny i siarczanu fenazyny przedstawiono w Tabelach 4.-6.

Tabela 4. Ocena zawartosci reaktywnych form tlenu w oocytach hodowanych w dwdch réznych koncentracjach
L-karnityny.

L-karnityna Liczba ocenionych oocytéw Srednia zawartosé ROS w oocytach (a.u.)
0mg 60 8,38a
0,5 mg 58 10,39
1 mg 67 11,51b
a,b: P<0.05

a.u. — arbitrary unit, jednostki wzgledne w odniesieniu do reaktywnych form flenu.

Tabela 5. Ocena zawartosci reaktywnych form tlenu w oocytach hodowanych w dwdch réznych koncentracjach
siarczanu fenazyny.

Siarczan fenazyny Liczba ocenionych oocytéw Srednia zawarto$é ROS w oocytach (a.u.)
0 uM 60 8,38 a
0,025 uM 58 20,20 b
0,05 uM 52 17,99 c
a,b;a,c: P<0,01

a.u. — arbitrary unit, jednostki wzgledne w odniesieniu do reaktywnych form flenu.
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Tabela 6. Ocena zawartosci reaktywnych form tlenu w oocytach hodowanych w dwdch réznych koncentracjach
forskoliny.

Forskolina Liczba ocenionych oocytéw Srednia zawartosé ROS w oocytach (a.u.)
0OuM 60 8.4a
10 UM 61 15,84b
15 UM 50 16,49¢c
a,b; a,c: P<0.01

a.u. — arbitrary unit, jednostki wzgledne w odniesieniu do reaktywnych form flenu.

Fot. 2. Reaktywne formy tlenu (ROS) w dojrzewajgcych oocytach w pozywce z dodatkiem 15 uM forskoliny (a) oraz
z grupy kontrolnej (b) wybarwionych w roztworze CM-H2DCFDA.

Wyniki dotyczgce zawartosci lipidow w oocytach dojrzewajgcych w obecnosci forskoliny,
L-karnityny i siarczanu fenazyny przedstawiono w Tabelach 7.-9.

Tabela 7. Zawarto$¢ lipidéw w oocytach hodowanych w dwdch roznych koncentracjach L-karnityny.

L-karnityna Srednia zawartosé wszystkich lipidéw w oocytach (a.u.)
0mg 46442,69a
0,5 mg 30445,38b
1 mg 41543,51¢c
a,c; b,c: P<0.01

a.u. — arbitrary unit, jednostki wzgledne w odniesieniu do zawartosci wszystkich lipiddw.

Tabela 8. Zawarto$¢ lipidéw w oocytach hodowanych w dwdch roznych koncentracjach siarczanu fenazyny.

Siarczan fenazyny Srednia zawarto$é wszystkich lipidéw w oocytach (a.u.)
OuM 46442,69a
0,025 uM 34813,78b
0,05 uM 46232,10c
a,c; b,c: P<0.01

a.u. — arbitrary unit, jednostki wzgledne w odniesieniu do zawartodci wszystkich lipidéw

Tabela 9. Zawartos¢ lipidéw w oocytach hodowanych w dwdch réznych koncentracjach forskoliny.

Forskolina Srednia zawartosé wszystkich lipidéw w oocytach (a.u.)
0 uM 46442,69a
10 uM 36996,71b
15 UM 41163,72c
a,b; a,c: P<0.01

a.u. — arbitrary unit, jednostki wzgledne w odniesieniu do zawartosci wszystkich lipidow
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Podsumowanie wynikow badanh:

1. Ocena dojrzatosci in vitro oocytdw $wini.

— Nie wykazano statystycznych réznic w odsetku dojrzatych oocytdw Swini (stadium MiIl)
miedzy grupami doswiadczalnymi, w ktdrych zastosowano forskoline o 10 uM, jak i 15 uM
w stosunku do grupy kontrolnej.

— Nie stwierdzono réznic w odsetku dojrzatych cocytdw osiggajgcych stadium MIl miedzy
grupg doswiadczalng, w ktérej zastosowano dodatek L-karnityny (w obu koncentracjach
0.5 mgi 1 mg) w stosunku do grupy kontrolne;j.

— Odsetek dojrzatych oocytdw swini (MIl) w grupach doswiadczalnych, w ktérych zastoso-
wano koncentracje 0.025 uM oraz 0.05 uM siarczanu fenazyny nie réznit sie od grupy kon-
frolnej.

2. Pomiar reaktywnych form tlenu (ROS) w dojrzatych in vitro oocytach $wini.

- Suplementacja pozywki do dojrzewania ococytdéw $wini L-karnityng, siarczanem fenazyny
lub forskoling wptyneta na zwiekszenie reaktywnych form tlenu w dojrzewajgcych ococy-
tach.

3. Ocena jakosciowa iiloSciowa lipiddw w oocytach swini dojrzatych in vitro.

- Wykazano nizszg zawarto$¢ lipidéw w oocytach dojrzatych z grupy do$wiadczalnej
o wyzszej koncentracji L-karnityny w stosunku do oocytéw z grupy kontrolnej.

— Najnizszg zawarto$¢ lipidéw posiadaty oocyty dojrzewajgce z dodatkiem najnizszej kon-
centracji L-karnityny (0.5 mg).

— Stwierdzono nizszg zawartoé¢ lipidéw w grupie doswiadczalnej, w ktérej zastosowano do-
datek 0.025 uM siarczanu fenazyny w stosunku do grupy doéwiadczalnej, w ktérej zasto-
sowano wyzszg koncentracje siarczanu fenazyny oraz do oocytdw z grupy kontrolnej.

— Wykazano nizszg zawarto$¢ lipidéw w grupach doswiadczalnych zardwno o nizszej jak
i wyzszej koncentracii forskoliny w stosunku do oocytéw z grupy kontrolnej.

— Lastosowane dodatki pod postaciq L-karnityny, siarczanu fenazyny lub forskoliny do po-
zywki do dojrzewania oocytdw swini wptynety na obnizenie zawartosci lipidow.

Zadanie 01-19-09-11
Kompleksowa analiza epigenetyczna zmian zachodzgcych w komdrkach MSC konia
poddanych réznicowaniu in vitro w osteoblasty, chondrocyty i adipocyty.

kierownik zadania: dr hab. Jolanta Opiela, prof. IZ PIB

Cel zadania:

Kompleksowa analiza profilu ekspresji gendw oraz procesdw regulujgcych aktywnose tran-
skrypcyjng komoérek MSC zréznicowanych i niezréznicowanych.

Zatozenia metodyczne:

Do doéwiadczenia uzyto komodrki MSC zamrozone, wczesdniej pozyskane od koni po uboju. Ko-
morki po rozhodowaniu, poddano ocenie stopnia multipotenciji metodq cytometrii przeptywo-
wej oraz réznicowaniu w kierunku osteoblastdw, chondrocytdw i adipocytéw. Zréznicowane
komorki po ok. 21 dniach hodowli in vitro zostaty poddane barwieniu. Hodowle komdrek MSC
oraz zréznicowane zostaty odpowiednio zakohczone, a komorki po przeliczeniu i zawieszeniu
w odpowiednich buforach przygotowane do dalszych analiz molekularnych (RNA-Seq, ATAC-
Seq i RRBS).
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Syntetyczny opis wynikdw:

Dla wszystkich probek (3-5 powtdrzen dia kazdej linii A+O+Ch oraz Kontroli czyli MSC) wykonano
wysokoprzepustowq analize NGS dla trzech aplikacji— RNA-seq; ATAC-seq; RRBS. Czes¢ prébek
wykorzystano na optymalizacje metod.

Fot. 1. Fotografia przedstawia zréznicowane komérki MSC konia w chondrocyty po barwieniu Alcian Blue.

Zadanie 04-19-10-21
Uzyskanie transgenicznych $win z knock-out (KO) genu miostatyny (MSTN).

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

W rezultacie prac przeprowadzonych w ubiegtym roku, z 15 loch biorczyh wyprosito sie 8. Od
biorczyh uzyskano 47 potencijalnie tfransgenicznych prosigt.

Po odsadzeniu, od prosigt pobrano bioptaty tkanki usznej, ktére przekazano do Katedry
Biochemii i Biotechnologii UP w Poznaniu, w celu wykonania analiz molekularnych na obec-
nos¢ wprowadzonej modyfikacji genetycznej.

Screening wykonany na DNA wyizolowanym z 47 przekazanych bioptatéw wykazat, ze
u loszki 393 stwierdzono knock-out genu miostatyny.

Przeprowadzone wstepne analizy wykonane na DNA uzyskanym z bioptatu usznego po-
twierdzity, ze jeden allel genu MSTN pozostat prawidtowy, ale drugi ma delecje 3 nt i insercje
8 nt. Suma +5 nt sprawita, ze zmienita sie ramka odczytu i tym samym jeden allel zostat znokau-
tfowany.

W 2021 roku kontynuowano prace majgce na celu uzyskanie kolejnych, potencjalnie
fransgenicznych prosigt.

Zgodnie z przyjetym harmonogramem do zadania, w Katedrze Biochemii i Biotechnologii
UP w Poznaniu, zostata opracowana, przetestowana na komdérkach somatycznych in vitro
i przygotowana do transfekcji konstrukcja genowa KO MSTN | w technologii CRISPR/cas9. Kon-
strukcja genowa KO MSTN | byta dostarczana bezposrednio przed planowang transfekcjg
w stezeniu 4ng/ul.
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Od 30 stymulowanych hormonalnie dawczyh zygot uzyskano 264 zaptodnione komorki
jajowe o prawidtowej budowie morfologicznej, ktére poddano transfekcji.

Konstrukcje genowg KO MSTN | (na bazie DNA) wprowadzono na drodze mikroiniekcji do
jednego z przedjgdrzy 264 uzyskanych zygot. 261 zygot po transfekcji i ocenie morfologicznej
przeniesiono do jajowoddw 10 zsynchronizowanych loch biorczyh. Badania na prosnosé prze-
prowadzone w 35. dniu od transferu wykazaty, ze é biorczyh (M1-21-Mé-21) jest prosnych. Opro-
szenia nastgpig pod koniec stycznia i na poczgtku lutego 2022 roku. Pozostate 4 biorczynie
bedg badane w potowie stycznia 2022 roku.

Zadanie 04-19-11-21
Opracowanie oryginalnej technologii uzyskiwania klonalnych zarodkdéw swini
przy wykorzystaniu modulatoréw epigenetycznych nowej generacii.

kierownik zadania: dr hab. Marcin Samiec, prof. I1Z PIB

Cel zadania:
Zastosowanie modulatoréw epigenetycznych nowej generacji z grupy selektywnych inhibito-
row demetylaz reszt lizyny K4 histondw H3 na potrzeby opracowania innowacyjnej technologii

pozaustrojowego uzyskiwania klonalnych zarodkdw swini domowe;.

Zatozenia metodyczne i syntetyczny opis wynikdw:

W pierwszym etapie realizacji niniejszego zadania badawczego rozwinieto sie¢ efektywnej
wspotpracy Zaktadu Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwaciji IZ PIB z Zaktadem Endokrynologii
Instytutu Zoologii i Badan Biomedycznych UJ oraz z Zaktadem Histologii Collegium Medicum UJ.

W ramach wspdtpracy wymienionych naukowych o$rodkdw biotechnologicznych, bio-
logicznych i biomedycznych stworzono biorezerwuar stabilnych mitotycznie, proteomicznie
scharakteryzowanych i zabezpieczonych kriogenicznie linii fransgenicznych i nietransgenicz-
nych komdrek pochodzenia skdrno-powtokowego (fibroblasty, keratynocyty) oraz pochodze-
nia jajnikowego (komaorki macierzyste), ktdre stanowiq potencjalne zrédto modulowanych lub
niemodulowanych epigenetycznie komobrek-dawcodw jgder do zabiegdw generowania klonal-
nych zarodkdw $wini domowej technikqg transplantaciji jgder komorkowych do enukleowanych
oocytdw (SCNT, ang. somatic cell nuclear transfer).

W nastepnej kolejnosci, z dostepnego biorezerwuaru linii komdrkowych o wysokim po-
fencjale proliferacyjnym w warunkach hodowli pozaustrojowych wyselekcjonowano linie ko-
morek fibroblastycznych pochodzenia skérno-powtokowego do drugiej rundy prac badaw-
czych, ktérych celem byto opracowanie oryginalnej technologii pozaustrojowego uzyskiwania
klonalnych zarodkdw swini w wyniku rekonstrukciji enukleowanych oocytéw z jgder ekspandu-
jacych ex vivo fibroblastow dermalnych, ktére zostaty uprzednio poddane 24-godzinnej trans-
formaciji epigenomowej, indukowanej za posrednictwem nowego, nie stosowanego dotgd w
klonowaniu somatycznym $wih, modulatora epigenetycznego. Transformacja epigenomowa
fibroblastycznych komdérek-dawcdw jader zostata przeprowadzona przy zastosowaniu przed-
stawiciela rodziny selektywnych inhibitorow demetylaz reszt lizyny K4 histondw H3 chromatyny
jadrowej — trans-2-fenylocyklopropyloaminy (franylcyprominy; 2-PCPA/TCP) w dawce stezenio-
wej 4 uUM/L. Komérki fibroblastyczne, ktére poddano 2-PCPA/TCP-zaleznej modulacji epigene-
tycznej, stanowity zrédto dawcdw jader w wieloetapowych zabiegach klonowania somatycz-
nego, obejmujgcych wyrafinowane procedury mikrochirurgiczne na uzyskanych, w wyniku po-
zaustrojowego dojrzewania mejotycznego, oocytach-biorcach jgder fibroblastéw dermal-
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nych, takie jak: 1) enukleacja dojrzatych in vitro oocytéw, 2) rekonstrukcja enukleowanych oo-
cytéw (ooplastdw) z jgder komodrek somatycznych ztozona z mikroiniekcji komorek-dawcdw
jgder do przestrzeni okotozdttkowej ooplastéw oraz elektrofuzji utworzonych komplekséw oo-
plast-komérka fibroblastyczna, a takze 3) jednoczesna aktywacja elektryczna zrekonstruowa-
nych oocytéw (hybryd jgdrowo-cytoplazmatycznych, czyli cybryd klonalnych).

W wyniku enukleacii, rekonstrukciji enukleowanych oocytdw z jgder transformowanych
epigenetycznie fibroblastow dermalnych oraz sztucznej aktywacji zrekonstruowanych oocy-
tow wygenerowano ogdtem 47 zarodkdw klonalnych, ktére nastepnie hodowano in vitro przez
144 do 168 godzin. Sposrdd 47 hodowanych zarodkdw klonalnych, aktywno$¢ podziatowqg wy-
kazywato tgcznie 43 (91,5%) zarodkdw, a do stadidw moruli i blastocysty (Rycina 1.) rozwineto
sie, odpowiednio: 34 (72,3%) oraz 16 (34,0%) zarodkdw. W grupie kontrolnej, w nastepstwie enu-
kleaciji, rekonstrukcji enukleowanych oocytdéw z jader nietransformowanych epigenetycznie fi-
broblastéw dermalnych oraz sztucznej aktywacji zrekonstruowanych oocytdéw uzyskano tgcz-
nie 58 zarodkdw klonalnych, ktérych potencjat rozwojowy charakteryzowat sie nastepujgcymi
parametrami: zdolnos$¢ bruzdkowania: 41/58 (70,7%), zdolno$¢ do osiggniecia stadium moruli:
27/58 (46,6%) oraz zdolnos¢ do osiggniecia stadium blastocysty (Rycina 2.): 9/58 (15.5%).

Wyniki przeprowadzonych prac badawczych jednoznacznie potwierdzajg, ze kompe-
tencje jgder komadrkowych fibroblastow dermalnych, ktére poddano 2-PCPA/TCP-zaleznej mo-
dulacji epigenetycznej, do pokierowania pozaustrojowym rozwojem klonalnych zarodkdw
Swini utrzymywaty sie na wyraznie wyzszym poziomie niz kompetencje jgder niemodulowanych
epigenetycznie komorek fibroblastycznych.

Rycina 1. Klonalna blastocysta swini w finalnym stadium procesu wylegania z ostonki przejrzystej — uzyskana z hodowa-

nego in vitro zarodka zrekonstruowanego z jgdra dermalnej komarki fibroblastycznej, poddanej 2-PCPA/TCP-zaleznej
fransformacji epigenetyczne;.
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Rycina 2. Ekspandujgca blastocysta klonalna $wini — uzyskana z hodowanego in vitro zarodka zrekonstruowanego
z jgdra niemodulowanej epigenetycznie komaérki fibroblastycznej pochodzenia dermalnego.

Podsumowanie i wnioski:

Wymiernym efektem realizacji niniejszego zadania byto opracowanie innowacyjnej i efektyw-
nej technologii uzyskiwania klonalnych zarodkdw $wini jako obiecujgcego instrumentu wyko-
rzystywanego na potrzeby nowoczesnej hodowli oraz biotechnologii reprodukcyjnej zwierzat
gospodarskich. Ponadto, udokumentowanym efektem podjetego kierunku badan sg wysoko
punktowane publikacje naukowe, ktdre przyczynity sie do poszerzenia wiedzy podnoszgcej
pozycje polskiego i miedzynarodowego sektora naukowego oraz badawczo-rozwojowego
w zakresie rolniczej biotechnologii reprodukcyjnej i genomowej inzynierii embrionalnej u zwie-
rzat gospodarskich, a takze w zakresie badan interdyscyplinarnych na styku biologii i biotech-
nologii molekularnej oraz biomedycyny. W ramach realizacji prac badawczych w 2021 roku
opublikowano do chwili obecnej 5 artykutéw naukowych w renomowanym czasopismie Inter-
national Journal of Molecular Sciences (140 pkt. MEIN; IF = 5,924; IF (5-letni) = 6,132).

Zadanie 04-19-12-11
Opracowanie kompleksowego systemu okresowej oceny nasienia buhajéw
przechowywanego w zasobach bankdw kriogenicznych.

kierownik zadania: dr hab. Monika Trzcinska

Istotng funkcjg bankdw materiatu biologicznego jest nie tylko systematyczne powiekszanie puli
rezerwy genetycznej, ale réwniez przeprowadzanie oceny jakosci zgromadzonego w nim ma-
teriatu. Okresowe badania zgromadzonego w banku materiatu genetycznego powinny wiec
stanowi¢ obligatoryjng praktyke, pozwalajgcq zweryfikowad zasadnosé jego dalszego prze-
chowywania i mozliwosci wykorzystania w praktyce.

Bank Materiatdw Biologicznych (centrum przechowywania nr 12062301) powstat na te-
renie Instytutu w 1968 roku w celu gromadzenia materiatu biologicznego w postaci nasienia
buhajéw. Zasoby Banku Materiatdéw Biologicznych IZ PIB nie byty dotgd oceniane przy wyko-
rzystaniu nowoczesnych metod diagnostyki andrologicznej. W zwigzku z powyzszym, gtdbwnym
celem zadania jest ocena jakosci kriokonserwowanego nasienia buhajow, przeprowadzona
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na podstawie analizy standardowych parametrow plemnikdw, jak rdbwniez oceny zmian apop-
totycznych i aktywnosci metabolicznej plemnikéw oraz oceny chromatyny plemnikowe;.

W 2021 roku badania przeprowadzono na 84 ejakulatach pochodzgcych od 28 buha-
iéw rasy polskiej czarno-biatej oraz polskiej czerwonej. Przeprowadzono ocene parametrow
standardowych, tj. koncentracja, ruchliwos¢ (po rozmrozeniu oraz dwdch godzinach inkubacii
w temp. 370C) oraz ocene zmian apoptotycznych, aktywnosci metabolicznej plemnikdw i stop-
nia uszkodzen DNA plemnikow.

Wyniki:

Ocena parametréw jakosciowych plemnikéw buhajow rasy polskiej czarno-biatej oraz polskiej
czerwonej zostata przeprowadzona na nasieniu kolekcjonowanym w latach 1966-1987. Wyniki
badan przedstawiono w Tabelach 1.,2., 3. oraz Tabeli 4. Srednia catkowita ruchliwosé plemni-
kébw po rozmrozeniu wahata sie w przedziale od 30,9£12,3% do 77,7£8,7% i od 13,7+5,7 do
74,1+£7,7% odpowiednio dla buhajow rasy polskiej czarno-biatej i polskiej czerwonej (Tabela 1.,
Tabela 3.). Odsetek plemnikdw wykazujgcych fragmentacje DNA w obu rasach nie przekra-
czat 3%, podczas gdy odsetek plemnikdw apoptotycznych wynosit od 2,0+0,5 do 5,7£2,6% (Ta-
bela 2., Tabela 4.). Najwyzszy poziom ATP w plemnikach sposrdd wszystkich analizowanych eja-
kulatéw, stwierdzono u buhaja rasy polskiej czarno-biatej, ktéry wynosit 58,0+13,5 pMol (Tabela
2., Tabela 4.).
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Zaktady Naukowe

Zadanie 04-19-13-11
Optymalizacja metod izolacji i kriokonserwacji komaérek zarodkowych kaczek.

kierownik zadania: dr hab. Mirostaw Lisowski

Opracowanie metod izolacji komoérek zarodkowych kaczek umozliwi skuteczng kriokonserwcje
nie tylko nasienia, ale takze materiatu genetycznego w postaci komadrek zarodkowych pozy-
skanych od przedstawicieli poszczegdinych stad zachowawczych.

Badania nad wykorzystaniem mozliwosci komdrek blastodermalnych ptakdéw prowa-
dzone sg od wielu lat. Mogq by¢ pobierane we wczesnych fazach rozwoju embrionalnego,
przenoszone z zarodkéw dawcow do zarodkdw biorcdw, mogq bra¢ udziat w tworzeniu soma-
tycznych tkanek i kolonizowac¢ gonady biorcéw, utrzymywane in vitro przez wiele dni, przecho-
wywane po zamrozeniu, transfekowane i wykazywac ekspresje obcych gendw. Dotychcza-
sowe prace dotyczyty jednak wykorzystania komorek blastodermalnych, pozyskanych z tar-
czek zarodkowych jaj kurzych. Ze wzgledu na to, ze w Stacji Zasobdéw Genetycznych Drobiu
Wodnego w Dworzyskach utrzymywanych jest sze$¢ roddw kaczek objetych programem
ochrony zasobdéw genetycznych, za celowe wydaje sie opracowanie i optymalizacja izolacji
i kriokonserwacji komadrek blastodermalnych pozyskanych z jaj kaczych w celu zachowania
bioréznorodnosci ptakdw — dawcdw BCs.

Materiatem badawczym byty komérki BCs pozyskane z tarczek zarodkowych jaj kaczek,
utrzymywanych w Stacji Zasobdw Genetycznych Drobiu Wodnego w Dworzyskach nalezgcej
do Instytutu Zootechniki PIB. Sg to ptaki utrzymywane w ramach stad objetych ochrong zaso-
bow genetycznych kaczek (pekin krajowy P-33; pekin angielski linia-syntetyczna Ls-A; pekin
dunski P-8; pekin francuski P-9; mieszaniec KnhO-1; kaczka pomniejszona K-2). Z rozbitego jaja
usuwano biatko, a nastepnie na btone witelinowq (bezposrednio nad tarczkg zarodkowq) na-
ktadano krgzek bibuty. Pozwolito to na wyciecie przytwierdzonego do krgzka fragmentu btony
wraz z tarczkq zarodkowq. Po mechanicznym oczyszczeniu tarczki zarodkowej z z6ttka, komorki
wchodzgce w sktad tarczki zarodkowej zostaty sptukane do probdwki przy uzyciu strzykawki
z PBS. Oczyszczenie komorek z resztek zottka i fragmentdw btony witelinowej odbywato sie po-
przez zwirowanie i zebranie warstwy komadrek blastodermalnych, uktadajgcych sie ptaszczem
na powierzchni zwirowanego osadu. Po usunieciu supernatantu, do komérek z pozyskanych
z dwudziestu tarczek zarodkowych z kazdej grupy genetycznej, dodano 1ml pozywki hodow-
lanej DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) z dodatkiem 10% ptodowej surowicy bydle-
cej (FBS) oraz antybiotykdw — penicyliny i streptomycyny (Penistrep). Jako srodka ostaniajg-
cego, do pozywki dodano réwniez DMSO (Dimetylosulfotlenek) lub DMF (Dimetyloformamid),
nalezgce do grupy niskoczgsteczkowych krioprotektoréw. W celu okreslenia koncentracji ko-
morek, 20ul zawiesiny umieszczono w komorze BUrkera i zliczono. Tak przygotowane komorki
umieszczono w 0,25 ml stomkach ( IMV ref. A 201, AAA 414), wolny koniec pajetki zamykano
polivinylem pyrrolidonu ( PVP) (IMV ref. A 508) i umieszczano je nad lustrem ciektego azotu
i schtodzono do temperafury 140°C. Nastepnie stomki przenoszono do ciektego azotu.
Prébki rozmrazano przez umieszczenie stomek w temperaturze +20°C. Po catkowitym rozmro-
zeniu, DMSO wyptukiwano przez stopniowe dodawanie (w 30 sekundowych odstepach) do 0,5
ml zawiesiny, odpowiednio: 0,1; 0,2; 1,01 8,0 ml pozywki hodowlanej. Medium usuwano poprzez
wirowanie mieszaniny komorek z predkoscig 3000 rom przez 3 minuty. Komorki ponownie za-
wieszano w 0,2 ml §wiezej pozywki hodowlanej. Przezywalno$¢ komdrek okreslono na podsta-
wie barwienia btekitem trypanu.

W Tabeli 1. przedstawiono wyniki zamrazania/rozmrazania kaczych komérek blastoder-
malnych. Nie wykazano istotnego wptywu krioprotektora (DMF, DMSQO), ani tez pochodzenia
komorek blastodermalnych (grupa genetyczna-réd) na procent zywych BCs po rozmrozeniu.
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Tabela 1. Wptyw krioprotektora (DMF, DMSO) i pochodzenia (grupa genetyczna) kaczych komdrek blastodermalnych
na ich przezywalno$¢ po zamrozeniu/ rozmrozeniu.

Pochodzenie Krioprotektant Procent komdrek
(Rod)
zywych martwych
Z nieuszkodzong z uszkodzonq btong
btong komodrkowqg komérkowq

P33 DMF 58,0 31.0 11,0

DMSO 48,0 36,0 16,0

srednio 53,0 33,5 13,5

P8 DMF 47,0 32,0 21,0

DMSO 41,0 39.0 20,0

srednio 44,0 35.5 20,5

LsA DMF 49,0 26,0 25,0

DMSO 48,0 32,0 20,0

srednio 48.5 29,0 22,5

KhO-1 DMF 52,0 35.0 13.0

DMSO 45,0 40,0 15,0

srednio 48,5 37,5 14,0
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