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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

W 2022 roku kontynuowano charakterystyke opisowq dotyczgcqg danych fenotypowych, ge-
netycznych i rodowodowych gromadzonych w bazach IZ PIB oraz prowadzono analize ge-
nomu. Wyniki tych analiz postuzyty do modyfikaciji algorytmu pozwalajgcego na optymalizacije
wyboru zwierzgt do pobierania materiatu biologicznego.

W bazie PLOWET zbierano dane fenotypowe dotyczqce wystepowania trzech schorzen
(mastitis, metritis, torbiele jajnika) w fermach bydta mlecznego nalezgcych do zootechnicz-
nych zaktaddw doswiadczalnych IZ PIB.

Sposréd ok. 6500 rekorddw, najczesciej jako pojedyncza choroba wystepowato mastitis
(3019 przypadkdw), metritis (1748 przypadkdw) oraz cysty jajnika (1472 przypadki). W instytuto-
wej bazie genotypdw znajdujqg sie genotypy ok. 2500 krow z zaktaddw doswiadczalnych. Z tej
liczby, ponad 2000 kréw znajduje sie na liscie zwierzgt odnotowanych w bazie PLOWET.

Na podstawie danych rodowodowych i genomowych przeprowadzono analize struktury
genetycznej populacii kréw. W tym celu, w oparciu o identyfikacje powtdrzen krdtkich odcin-
kéw homozygotycznodci w genomie, obliczono wspdtczynniki inbredu genomowego (Fron).
Wyniki analizy wskazaty na zwiekszong czesto$¢ wystepowania mastitis, metritis i torbieli jajnika
wraz ze wzrostem poziomu zinbredowania. W zwigzku z tym, przy opracowywaniu algorytmu
optymalizujgcego wybdr zwierzat, poza wynikami analizy fenotypowej, wartosci hodowlanych
i spokrewnien kréw - kandydatek do pobierania materiatu biologicznego - uwzgledniono
takze efekt inbredu genomowego. Na tej podstawie wytypowano zwierzeta, od ktérych po-
bierano materiat do badan. Regresja na inbred, jako istotny efekt, zostata takze uwzgledniona
w trakcie opracowywania modelu szacowania parametréw genetycznych i wartosci hodow-
lanej pod wzgledem cech zdrowotnych.

Kontynuowano réwniez badania z zakresu analizy genomu, m.in. analize asocjacyjnq
(GWAS) pomiedzy markerami genetycznymi SNP a w/w cechami (schorzeniami). Do analizy
uzyto wartosci fenotypowych cech mastitis, metritis i torbiele jajnika i byty one dostepne dla
okoto 1500 kréw rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej. Kazda z kréw zostata zgenotypowana przy
pomocy mikromacierzy lllumina BovineSNP50 BeadChip, zawierajgcej genotypy 54609 polimor-
fizmow pojedynczego nukleotydu (ang. Single Nucleotide Polimorphism, SNP) lub lllumina Bo-
vinelLD Genotyping BeadChip zawierajgcej genotypy 7 931 SNP. Genotypy osobnikow zgeno-
typowanych przy pomocy mikromacierzy lllumina BovinelLD Genotyping BeadChip zostaty zim-
putowane do gestos$ci mikromacierzy lllumina BovineSNP50 BeadChip. W dalszej analizie wy-
korzystano polimorfizmy o minimalnej wartosci MAF>1% oraz minimalnej jakosci genotypowa-
nia >99%. Kryteria te spetnito 46216 SNP. W rezultacie zidentyfikowano tgcznie 72 SNPs staty-
stycznie istotnie zwigzanych z wystepowaniem cyst na jajniku, metritis i mastitis oraz 21 gendw
kandydujgcych, zwigzanych z wystepowaniem tych schorzen.
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W poprzednich latach sprawozdawczych wystgpity okresowe utrudnienia w pobieraniu
tkanek do badan molekularnych od czesci wytypowanych zwierzgt, zwigzane z brakiem moz-
liwosci wspdtpracy z ubojniami i/lub lekarzami weterynarii, wynikajgcymi z natozonych kwaran-
tann. W zwigzku z tym, w 2022 roku zwiekszono liczbe zwierzgt, od ktérych pobierano tkanki.
Pobrany materiat badawczy postuzyt m. in. analizie jakosciowej i optymalizaciji metody izolacji
RNA. Z czesci zebranych probek nie zdotano wyizolowaé RNA, co wymaga uzupetnienia ma-
teriatu biologicznego w przysztym roku.

Kontynuowano prace nad optymalizacjg modelu szacowania parametrdw genetycz-
nych i wartosci hodowlanej pod wzgledem cech zdrowotnych. Komponenty kowariancji sza-
cowano za pomocg programdw zaimplementowanych w pakiecie BLUPF90, autorstwa prof.
Misztala. Parametry genetyczne i fenotypowe szacowano za pomocg modeli liniowych i pro-
gowych, wykorzystujgc programy renumf?0 i gibbsf?0 z zaimplementowang metodqg Bayesa.
Podstawowy zbiér do analiz zostat utworzony na podstawie danych zgromadzonych w bazie
PLOWET oraz AFIFARM i obejmowat okoto 30 000 rekorddw krow. Po wprowadzeniu odpowied-
nich restrykcji (na wielkosci podklas HYS, wiek oceny, kompletnosci rodowoddw) ostateczny
zbiér do estymacji parametréw objgt 10 657 rekorddw. W trakcie szacowania komponentéw
kowariancji wygenerowano 100 000 prébek parametréw. Pierwsze 20 000 prébek usunieto jako
tzw. rozruchowe. Na podstawie kolejnych probek obliczono srednie warto$ci komponentdw
cowariancji oraz btgd losowy. Wszystkie czynnosci zwigzane z szacowaniem paramentdw ge-
netycznych powtarzano wielokrotnie, uwzgledniajgc rozng kombinacje efektdw statych iloso-
wych. Odziedziczalnosci cech zdrowotnosci oraz wspdtczynniki korelacji genetycznej i fenoty-
powej miedzy nimi zostaty wyznaczone na podstawie wynikdw charakteryzujgcych sie mozli-
wie najmniejszym btedem oszacowan. Weryfikacje optymalizacji zastosowanych modeli ob-
serwacji prowadzono w oparciu o wyniki statystyk bayesowskich.

W analizie jako wartosci fenotypowe wykorzystano informacje czy u danej krowy zostato
stwierdzone kliniczne zapalenie sutka, metritis lub torbiel jajnika, czy nie (cechy binarne przyj-
mujgce warto$¢ =1 przy wystgpieniu choroby i 0 przy jej braku). Konwencjonalne wartosci ho-
dowlane (ang. Estimated Breeding Values, EBV) dla 1,501 kréw rasy polskiej holsztyhsko-fryzyj-
skiej zostaty wyznaczone przy pomocy nastepujgcego modelu:

y=Xp+Za+e (1),

gdzie: y — reprezentuje wartos¢ cechy (0 lub 1), p —jest wektorem efektdw statych reprezento-
wanych przez sredniqg ogdlng, stado oraz wiek wystgpienia schorzenia, X — jest macierzg wy-
stgpien dla efektdéw statych, 7 - jest macierzg wystgpien dla efektu addytywnie poligenicz-
nego, a reprezentuje efekt addytywnie poligeniczny krowy, natomiast € — jest wektorem bte-
doéw. Zaktadamy, ze e~N(0,lc” eA2 ), gdzie | jest macierzg identycznosciowq i o~ eA2 jest wa-
riancjg btedu. Efekt a ma rozktad N(0,Ac ~_aA2 ), gdzie A — jest macierzg spokrewnien, nato-
miast o~ aA2 reprezentuje wariancje addytywnie poligeniczng. Genomowe wartosci hodow-
lane (ang. direct genomic value, DGV) sg definiowane jako suma addytywnych efektéw SNP
uzyskanych przy pomocy modelu:
(DGV)=u™=*Z_1g".

Kombinowane wartoéci hodowlane (ang. genomically enhanced breeding value,
GEBV) dla osobnika sg wyznaczone na podstawie wartosci DGV oraz indeksu rodowodowego
(ang. parental index — Pl : parental index - Pl):

(1 = RELp;;)(DGV; — pggy) + (1 = RELpgy, ) (Pl; — tggy)
GEBV; = + Ugpy,
1 - RELDGViRELPIi
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gdzie: RELpgy, — jest doktadnosciqg DGV dla osobnika i RELp,, — jest doktadnosciq Pl. piggy, — jest
Srednig wartoscig EBV dla populaciji referencyjne;j.

Doktadno$¢ GEBV dla osobnika i uzyskujemy przy pomocy wzoru:

RELpgy (1 — RELp;;) 4+ RELp;;(1 — RELpgy )
RELorsv, = 1— RELpgy REL '
DGV i PI;

Genomowe i kombinowane wartosci hodowlane zostaty wyestymowane dla wszystkich
zgenotypowanych (w bazie IZ PIB) osobnikdw, tj. 156 204 kréw i buhajéw. Statystyki opisowe dla
DGV i GEBV pod wzgledem mastitis, metritis oraz torbieli jajnika zawarto odpowiednio w Tabeli
1.,2.i3.

Tabela 1. Statystyki opisowe dla DGV, GEBV pod wzgledem mastitis i ich doktadnosci.

min. max mean sd
DGV 76.25 124.16 101.03 5.21
relDGV 0.14 0.14 0.14 0.00
GEBV 74.95 125.38 100.79 5.59
relGEBV 0.17 0.67 0.24 0.07
Tabela 2. Statystyki opisowe dla DGV, GEBV pod wzgledem metritis i ich doktadnosci.
min. max mean sd
DGV 83.16 127.03 100.13 506
relDGV 0.12 0.12 0.12 0.00
GEBV 81.37 128.49 100.07 496
relGEBV 0.16 0.62 0.21 0.05
Tabela 3. Statystyki opisowe dla DGV, GEBV pod wzgledem torbieli jajnika i ich doktadnosci.
min. max mean sd
DGV 64.72 142.87 103.61 6.84
relDGV 0.18 0.18 0.18 0.00
GEBV 60.71 1139,.07 104.11 7.27
relGEBV 0.18 0.73 0.30 1.02

Otrzymane wyniki §wiadczg o mozliwosci prawidtowego szacowania wartosci hodowla-
nej dla wyzej wymienionych cech zdrowotnych oraz o zasadnosci kontynuacji prac nad kon-
strukcjg precyzyjnych, zindywidualizowanych indeksdw selekcyjnych w krajowej populacii by-
dta rasy HF.
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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 hodowli bydta mlecznego do wczesnych lat osiemdziesigtych ubiegtego wieku podstawo-
wym celem byto doskonalenie cech produkcyjnych. Jednostronna selekcja prowadzita do po-
gorszenia tzw. cech funkcjonalnych, a co za tym idzie wptyneta negatywnie na optacalnosé
hodowli. Z tfego powodu w populacjach bydta mlecznego cel hodowlany zostat rozszerzony
o doskonalenie cech ptodnosci, tatwosci ocielen, zdrowotnosci, pokroju i dtugowiecznosci.
W przypadku celu hodowlanego, obejmujgcego wiele cech, podstawowym narzedziem efek-
tywnej selekcji sg indeksy selekcyjne.

Stosowane obecnie w wielu krajach indeksy mozna podzieli¢ na dwa rodzaje:

—  konstruowane w sposéb ,klasyczny”, w ktérych ,,wagi” przypisywane cechom sg przyjmo-
wane na podstawie danych ekonomicznych (w potgczeniu z parametrami genetycznymi
i fenotypowymi cech),

— oparte na oczekiwaniach hodowcow, ktérzy subiektywnie okreslajg cele swojej pracy ho-
dowlanej. Przyktadem tak skonstruowanego indeksu jest uzywany w Polsce indeks PF dla
bydta holsztyhsko-fryzyjskiego i indeks PFsim dla bydta simentalskiego. ,,Wagi" dla poszcze-
gdélnych cech przyjete w indeksach typu negocjowanego odzwierciedlajg zatem prefe-
rencje hodowcdw w okreslaniu dtugofalowego celu hodowlanego. Waznym aspektem
stosowania indeksu negocjowanego jest opisanie jego ekonomicznej efektywnosci w ma-
tych i srednich oborach.

Istotnym zagadnieniem zwigzanym z wieloletnim stosowaniem indekséw PF i PFsim jest
ocena ich ekonomicznej efektywnosci w matych i srednich oborach. Dane dotyczgce ekono-
miki produkcji mleka zebrano za pomocg ankiet przeprowadzonych w 50 oborach bydta holsz-
tynsko-fryzyjskiego, zlokalizowanych w wojewddztwie podlaskim oraz w 30 oborach bydta rasy
simentalskiej z wojewddztwa podkarpackiego. W oborach holsztyhsko-fryzyjskich znajdowato
sie od 39 do 304 kréw. Okoto 70% obdr liczyto do 99 kréw, okoto 26% obdr miato obsade od
100 do 199 kréw, a 4% mozna zaliczy¢ do duzych obdr z ponad 200 krowami. W oborach si-
mentalskich znajdowato sie od 12 do 55 krow. Okoto 37% obdr liczyto do 19 kréw, okoto 31,5%
od 20 do 29 kréw oraz 31,5% ponad 30 kréw.

Ankiety, wypetnione przy wspdtpracy osrodkéw doradziwa rolniczego dla kazdego go-
spodarstwa, zawieraty szczegdtowe warunki organizacyjno-produkcyjne i koszty rzeczywiste
produkcji mleka w badanym gospodarstwie. Pozyskane dane pozwalajg na ustalenie kosztéw
i dochodowosci produkcji oraz powigzania ich z biologicznymi uwarunkowaniami hodowli.

Z systemu SYMLEK wybrano dane 3 629 krow rasy HF i 521 rasy simentalskiej, hodowanych
w ankietowanych oborach, urodzonych w latach 2005 - 2019, ktére posiadaty oceny wartosci
hodowlanej. Utworzony zbidér zawierat dane dotyczgce pochodzenia, wartoéci hodowlanych
dla cech produkcyjnych, cech funkcjonalnych wchodzgcych w sktad indeksdw PF i PFsim, war-
todci podindeksdw i indeksdw PF. W przypadku rasy polskiej holsztyhsko-fryzyjskiej 61% krow po-
siadato indeks PF, a 49% krow rasy simentalskiej posiadato indeks PFsim.

Srednia wartos¢ indeksu PF dla kréw rasy HF oszacowanych konwencjonalnie (oceny ge-
nomowa i kombinowana wystepujg w niewielkiej liczbie) wynosi 101,96. Nieco wieksze sg war-
tosci PF (110,87) buhajéw HF — ojcdw kréw. Srednie wartoéci indekséw PFsim kréw simentalskich
oraz buhajéw, ze wzgledu na bardzo niewielkg liczebnos¢ i inng baze standaryzacji, nie po-
winny by¢ bezposrednio poréwnywane z ocenami kréw i buhajéw HF.
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Na podstawie szczegdtowych danych zawartych w ankietach, zgodnie z zasadami ra-
chunkowoéci rolniczej, obliczono nadwyzki bezposrednie uzyskane z wyprodukowanial | mleka
przypadajgcego na 1 krowe. W rasie HF srednia nadwyzka wynosita 0,72 zt/krowe, w rasie si-
mentalskiej 0,83 zt/krowe. Rdwnoczesnie oszacowano koszty pasz uzytych do wyprodukowania
1 I mleka.

Na podstawie danych hodowlanych i ekonomicznych podjeto prébe powigzania $red-
niej warto$ci genetycznej krow w matych i srednich oborach bydta rasy holsztyhsko-fryzyjskiej
i simentalskie] z kosztami produkcji mleka i kosztami zywienia. W tym celu obliczono macierz
korelacji miedzy wszystkimi badanymi zmiennymi. Wybrano z niej korelacje pomiedzy srednimi
wartosciami hodowlanymi dla cech produkcyjnych, odstepu miedzy ocieleniami kondyciji,
wszystkimi sktadnikami indeksu oraz indeksem PF lub indeksem PFsim a obliczonymi nadwyz-
kami oraz kosztami paszy.

Najwyzsze korelacje stwierdzono miedzy nadwyzkg bezposredniq przypadajgcg na
jedng krowe a WH cech produkcyjnych i indeksem PF. Podobne wartosci korelaciji, nieco po-
nad 0,4, znaleziono miedzy nadwyzkg bezposredniq, podindeksem produkcyjnym i podindek-
sem pokroju. Wielko$¢ korelacji miedzy sktadnikami indeksu PF a wielkoscig nadwyzki bezpo-
Sredniej (zt/krowe) w duzej mierze odpowiada wielkosci ,wag” w indeksie PF. W szczegdlnosci,
dotyczy to podindeksdw — produkcyjnego i pokroju. Korelacje nadwyzki bezposredniej oblicza-
nej na 1 | mleka okazaty sie by¢ znacznie nizsze i w wiekszosci uiemne.

Wysoce istotne sq ujemne korelacje wartosci hodowlanych cech produkcyjnych, podin-
deksdw produkcyjnych i indeksu PF z kosztami pasz w przeliczeniu na 1 | wyprodukowanego
mleka (od -0,44 do -0,52).

W rasie simentalskiej w poréwnaniu z rasq HF, wiekszos¢ wspdtczynnikdw korelacii oka-
zata sie mniejsza, i mniej z nich byto statystycznie istotnych, gtdwnie z powodu matej liczebno-
sci. W odréznieniu od rasy HF, w przypadku rasy simentalskiej nie znaleziono istotnych korelacii
WH cech produkcyjnych z obu nadwyzkami. Najwyzszqg, uiemnqg korelacje stwierdzono miedzy
PFsim a ogdinym kosztem pasz. Nalezy jednak bra¢ pod uwage, ze badania kosztdéw paszy
i nadwyzek dotyczg mlecznej czesdci uzytkowosci simentali, ktére sg bydtem mleczno-miesnym.

W celu zbadania wptywu korelacji miedzy zmiennymi niezaleznymi, wchodzgcymi
w sktad indeksdw PF, obliczono rownania regresji wielokrotnej ze zmiennymi zaleznymi, tj. nad-
wyzkami i kosztami paszy. Ze wzgledu na matq liczbe obserwacji przy duzej liczbie zmiennych
niezaleznych wspodtczynniki regresji czgstkowej okazaty sie nieistotne i nie wyjasnity ew. wpty-
woéw zaleznosci miedzy sktadnikami indeksdw PF na korelacje ze zmiennymi ekonomicznymi.

Korelacje miedzy wartosciami hodowlanymi dla cech produkcyjnych a kosztem paszy
zuzytej na wyprodukowanie 1 | mleka wykazaty, ze zwiekszenie sredniego poziomu genetycz-
nego kréw zmniejsza koszty paszy, a zatem koszty produkcji. Ten sam kierunek zaleznosci zaob-
serwowano u bydta simentalskiego.

W przypadku rasy HF korelacje wskazujqg, ze nadwyzka przypadajgca na jedng krowe jest
w najwiekszym stopniu zalezna od warto$ci hodowlanej cech produkcyjnych. Korelacja
0,43 podindeksu produkcji z nadwyzkqg jest podobna do 40% ,wagi” tego podindeksu w in-
deksie PF. W rasie simentalskiej nie stwierdza sie podobnej zaleznosci, jednak oprécz matej li-
czebnosci proby, inny obraz ekonomicznych warunkéw produkciji simentali, moze wynikacé
z dwukierunkowego kierunku uzytkowania tego bydta.
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Zadanie 01-10-04-11
Ocena dobrostanu cielgt utrzymywanych w réznych rodzajach kojcdw.

kierownik zadania: dr inz. Dorota Godyn

Celem zadania byto okreslenie wptywu utrzymywania cielgt parami w okresie po odpojeniu
siarg, na wskazniki zwigzane z dobrostanem i produkcyjnoscig. Hipoteza badawcza zaktada
istnienie réznic w behawiorze, w przyrostach masy ciata oraz w poziomie hormonu stresu ana-
lizowanym u cielgt utrzymywanych w dwdch réznych rodzajach budek/kojcdw. Zaktada sie
takze, iz wyniki badan wskazqg istotnos¢ zastosowania matoinwazyjnej metody oceny kortyzolu
(badanego w siersci zwierzgt) jako wiarygodnego maklera stresu.

W realizacji tego etapu doswiadczenia skupiono uwage na przyrostach masy ciata cielgt
oraz wynikach dotyczgcych poziomu hormonu stresu w prébkach pobranej od zwierzgt siersci.

Warto zaznaczyé, iz w biezgcym roku dokonano zakupu kojcdw pozwalajgcych utrzy-
mac cieleta parami (okres pierwszych dwdch tygodni), a nastepnie po szybkim demontazu
utrzymywac grupe 4 sztuk zwierzgt (Fot. 1.). Budki te bedq przydatne w dalszych etapach do-
Swiadczenia.

Fot. 1. Kojce umozliwiajgce utrzymywanie czterech cielgt (D. Godyn).

Iwierzeta:.

Wraz z pomocg wykwalifikowanych pracownikéw ZD IZ PIB Kotbacz Sp. z 0.0. dokonano wy-
boru zwierzgt do doswiadczenia. Badaniami objeto grupe 12 cielgt rasy holsztynsko-fryzyjskiej,
urodzonych w maju 2022 roku. Doswiadczenie rozpoczeto sie wraz z umieszczeniem zwierzgt
w budkach typu igloo. Grupe kontrolng stanowity 4 sztuki, ktére po odizolowaniu od matek
umiejscowione zostaty w budkach pojedynczych. Grupe doswiadczalng tworzyto 8 sztuk cie-
lgt, ktére umieszczane byty w budkach podwdjnych (Fot. 2. Utrzymywanie parami).

Zgodnie ze schematem przyjetym na fermie, zwierzeta utrzymywane sq w budkach przez
okres dwdch tygodni, po tym czasie cieleta trafiajg do kojcdw grupowych.
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Fot. 2. Kojec podwdjny (D. Godyn).

Materiaty i metody:

Zwierzeta byty monitorowane przez dwa tygodnie, od momentu odizolowania od matki
i umieszczenia w kojcu z budkq. Kazde zwierze objete doswiadczeniem byto wazone w dniu
umieszczenia w nowym Srodowisku oraz po dwdch tygodniach przebywania w kojcu. Beha-
wior rejestrowany byt przy pomocy kamer.

Przed izolacjg mtodych od matek pobierana byta sierS¢ od wszystkich cielgt objetych
badaniem. Materiat pochodzit z okolicy nasady ogona. Wycinano niewielkqg ilo$¢ siersci. Do-
konywano tego szybko, bez koniecznosci unieruchomienia zwierzgt. Probki materiatu biologicz-
nego pobierane byty rdwniez po czternastu dniach przebywania zwierzat w kojcach z bud-
kami.

Przy uwzglednieniu niewielkich modyfikacji, detekcja kortyzolu we wtosach zostata prze-
prowadzona za pomocg komercyjnego zestawu ELISA zgodnie z wytycznymi producenta (Cor-
tisol Enzyme Immunoassay firmy Arbor Assays).

Okoto 30-60 mg wtosdw przeptukano w izopropanolu, pocieto nozyczkami oraz rozdrob-
niono w bulletgrinderze stalowymi kulkami o srednicy 0,9-2 mm. Dodano 1700 ul metanolu i in-
kubowano wytrzgsajac w temperaturze pokojowej przez ok. 12 godzin.

Metanolowy ekstrakt kortyzolu (1 ml) przeniesiono do kolejnej probdwki, gdzie w ciggu
2,5 godziny zredukowano nadsgcz do osadu w urzgdzeniu Speedvac (Eppendorf) w tempera-
furze 37 stopni Celsjusza. Osad zwieszono w 150 ul Assay buffer i postepowano zgodnie z pro-
tokotem producenta.

Wyniki badanh:
Przyrosty masy ciata.
Zarébwno w grupie kontrolnej jak i doswiadczalnej, przyrosty masy ciata w pierwszych dwdch

tygodniach po odseparowaniu cielgt od matek ksztattowaty sie na podobnym poziomie okoto
230 g/dzien.
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Kortyzol w siersci.

Poziom biomarkera w sieréci badanych 12 osobnikéw, utrzymywanych w kojcach (pojedyn-
czych i podwdjnych) po okresie 2 tygodni wynosit 533,5, a w przypadku cielgt utrzymywanych
parami, ksztattowat sie na poziomie 586,5 pg kortyzolu/mg wtoséw.

Whnioski:

Wyniki prowadzonych badan wskazujg, ze cieleta po odizolowaniu od matek, utrzymywane
parami, charakteryzujq sie podobnymi przyrostami masy ciata co osobniki odchowywane
w kojcach pojedynczych. Poziom kortyzolu w siersci byt wyzszy w grupie cielgt utrzymywanych
parami. Konieczne sq dalsze analizy, prowadzone na wiekszej grupie osobnikéw. Dalsze wyniki
przedstawione zostang w pdzniejszych sprawozdaniach dotyczgcych realizacji zadania.

Zadanie 01-10-05-11
Identyfikacja krow mlecznych rasy simental pod wzgledem zawartosci B-kazeiny
typu A2 oraz mozliwosci wykorzystania mleka od nich pochodzgcego do produkcji
napojow fermentowanych.

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

Wysoka warto$¢ odzywcza mleka sprawia, iz na catym Swiecie jest ono jednym z najwazniej-
szych sktadnikdw pokarmowych diety cztowieka. Jest Zrédtem wysoce przyswajalnych biatek,
ttuszczédw, witamin oraz wielu zwigzkdw biologicznie czynnych. Coraz czesciej odpowiednio
zbilansowana i dobrana dieta stosowana jest w profilaktyce, ale rdwniez we wspomaganiu
leczenia wielu chordb. W ostatnim czasie spozywanie mleka budzi wiele kontrowersji, gdyz
moze prowadzi¢ do alergii czy nietolerancji pokarmowych. Badania naukowe z zakresu diete-
tyki coraz czesciej dotyczq produktéw pochodzenia zwierzecego, w tym mleka, a zwtaszcza
jego biatka. Stwierdzono, iz w biatku pB-kazeiny mogqg wystepowac réznice, ktére sg wynikiem
mutacji, a najczestszymi wariantami genetycznymi p-kazeiny (CSN2) sg Al i A2. Sugeruje sie, iz
podczas trawienia mleka zawierajgcego forme Al uwalniane sg opioidowe peptydy, kidre
mogq by¢ przyczyng nadwrazliwosci lub nasilenia objawdw innych chordb (schizofrenia, au-
tyzm, nietolerancje pokarmowe).

Konsumenci coraz czesciej wybierajg zamienniki mleka krowiego, co moze prowadzi¢
do spadku jego spozycia. Diatego istnieje potrzeba przebadania i promowania mleka pocho-
dzgcego od kréw o korzystnym typie p-kazeiny A2 oraz ocena sktadu chemicznego tego mieka
i mozliwosci jego wykorzystania do produkciji napojow fermentowanych.

W ramach tematu ,Identyfikacja kréw mlecznych rasy simental pod wzgledem zawarto-
$ci p-kazeiny typu A2 oraz mozliwosci wykorzystania mleka od nich pochodzgcego do produk-
cji napojow fermentowanych™ tgcznie pobrano i zidentyfikowano 967 zwierzgt, w tym: 568 krow
mlecznych, 27 buhajoéw, 314 cielgt oraz 58 jatdéwek. Od kréw o zidentyfikowanych genotypach
ATAT i A2A2 pobrano mleko do analiz chemicznych oraz do wykonania na jego bazie produk-
téw fermentowanych. Probki mleka pobierano podczas probnych udojéw, trzykrotnie w ciggu
roku. tgcznie pobrano i oceniono 60 prob mieka (po 30 z danego wariantu). Analizy zostaty
wykonane zgodnie z przyjetqg metodykg w Centralnym Laboratorium IZ PIB oraz na Wydziale
Technologii Zywnosci Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie. Wykonano ocene fizykochemiczng
mleka, oznaczono zawarto$¢ aminokwasdw oraz ocene sensoryczng mleka. W Centralnym Lo-
boratorium IZ PIB oznaczono zawarto$¢ witamin, kwasdw ttuszczowych, makroelementow
w mleku. Wyniki produkcyjne, a takze podstawowego sktadu chemicznego pozyskano z préb-
nych udojéw.
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Z pobranego mleka wykonano takze produkty fermentowane: jogurt, jogurt probio-
tyczny, kefir i maslanke. W wytworzonych produktach okreslono: sktad chemiczny, teksture,
kwasowose¢, aktywnos$é antyoksydacyjng, mikrobiologie, barwe oraz wykonano ocene senso-
ryczng produktow.

Na podstawie wykonanych badan genetycznych stwierdzono, iz w badanym stadzie by-
dta frekwencja genotypu A2A2 wynosi 32,7%, odsetek krow mlecznych posiadajgcych geno-
typ A2A2 wynosit 29,7%, wyzszy procent w/w genotypdw stwierdzono u jatéwek i cielgt.
Inaczny procent zidentyfikowanych kréw oraz mtodziezy hodowlanej stanowity genotypy
ATA2, co stanowi podstawy do prowadzenia dalszej hodowli ukierunkowanej na produkcje
mleka A2 w ZD IZ PIB Odrzechowa Sp.z o.0.

Analiza produkcyjnosci ze wzgledu na zidentyfikowany genotyp nie wykazata réznic
w wydajnosci mlecznej w zaleznosci od stwierdzonego genotypu. Podobnie nie stwierdzono
réznic w podstawowym sktadzie mleka ze wzgledu na zidentyfikowany rodzaj genotypu. Za-
warto$¢ biatka, ttuszczu, laktozy ksztattowata sie na zblizonym poziomie, a stwierdzone rdznice
nie byty istotne. Otrzymane wyniki wskazujg zatem, iz prace hodowlane w kierunku uzyskania
stada jednolitego pod wzgledem wariantu B-kazeiny A2 nie niosqg ze sobq ryzyka zwigzanego
z obnizeniem wydajnoséci mlecznej czy zawartosci sktadnikdw w mleku. Wykonane oznaczenia
zawartosci witaminy wykazaty nieco wyzszg koncentracje witamin A'i Ew mleku A2, jednak
réznice te nie byty statystycznie istotne. W mleku A2 stwierdzono takze wyzsze zawartosci: alfa
kazeiny i kappa kazeiny. Analiza sensoryczna mleka wykazata, ze mleko A2 zostato wyzej oce-
nione pod wzgledem barwy, konsystencji, smaku i zapachu w poréwnaniu do mleka Al.

Na bazie mleka Al i A2 wytworzono i oceniono napoje mleczne fermentowane, takie
jak: jogurt, jogurt probiotyczny, kefir i maslanke. Stwierdzono, ze wytworzony jogurt, jogurt pro-
biotyczny i maslanka wytworzone z mleka A2 cechowaty sie wyzszg twardosciq, lepkosciq i gu-
mowatoscig w pordwnaniu do produktdw wytworzonych na bazie mleka Al. Natomiast wy-
tworzony kefir, powstaty z mleka A2, charakteryzowat sie wyzszymi warto$ciami wszystkich ba-
danych parametrow, tj. wyzszg twardosciq, lepkoscig, spdjnoscig i gumowatosciq. W ocenie
sensorycznej wytworzone produkty fermentowane uzyskaty zréznicowane oceny. Uzyskane
z mleka A2 jogurt i maslanka zostaty najwyzej ocenione, natomiast w przypadku mleka A1 wy-
zej oceniono jogurt probiotyczny i kefir.

Wykres 1. Zawarto$¢ witamin w mleku Al i A2.
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Wykres 2. Ocena produktow fermentowanych wytworzonych na bazie mleka A1 i A2.
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Wykres 3. Ogdlna ocena sensoryczna napojéw fermentowanych wytworzonych na bazie mleka Al i A2.
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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 Wéjcik, prof. I1Z PIB

Nadrzednym, praktycznym celem zadania byto opracowanie nowych podindekséw selekcyj-
nych, uwzgledniajgcych cechy miesnosci i ptodnos¢ dia poprawy ekonomiki produkcji bydta
miesnego. Podindeksy te pozwalajg na wybdr optymalnego modelu produkcyjnego bydta
miesnego w gospodarstwie.

Cel naukowy zadania, to oszacowanie parametréw genetycznych cech ptodnosci,
cech pokroju oraz ptodnosci dla najoardziej licznych ras bydta miesnego w Polsce: limousine,
charolaise, hereford. Opracowanie podindeksdw selekcyjnych uwzgledniajgcych cechy
ptodnosci oraz wskazniki wartosci opasowej i rzeznej, oszacowanie miernikdw efektywnosci
ekonomicznej opasu przy uwzglednieniu zmiennych uwarunkowan rynkowych.
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Realizowane etapy badawcze:

1. Kontynuowano i pogtebiono analize wskaznikdw opasowych i rzeznych buhajoéw ocenia-
nych w Polsce, oraz ich potomstwa.

2. Przeprowadzono ankiety bezposrednie — pomiedzy hodowcami i zootechnikami — doty-
czgce waznosci zaproponowanych cech w zakresie ptodnosci oraz opasu bydta miesnego,
w kontekscie finalnej postaci opracowywanych indeksdw selekcyjnych.

3. Kontynuowano monitoring miernikéw efektywnosci ekonomicznej opasu na podstawie ko-
lejnych ankiet bezposrednich przeprowadzonych w gospodarstwach utrzymujgcych bydto
ras miesnych.

Syntetyczny opis wynikéw zadania:

W ramach realizacji zadania etapowego, dane obejmujgce wyniki rutynowej oceny fenoty-
powej cech pokroju buhajéw trzech najbardziej licznych ras bydta miesnego w Polsce — limo-
usine (LM), charolaise (CH) i hereford (HH), uzupetniono i wzbogacono za 2022 rok. Dla kazdej
z wybranych ras zostat przygotowany zbiér danych, skonstruowany na podstawie informacji
o buhagjach ocenianych pod wzgledem cech pokroju i miesnosci. Liczba buhajéw w zbiorze
wynosita dlarasy LM -3 858, dla CH - 597, a dla rasy HH — 458. Informacje o buhajach (np. dane
rodowodowe, oceny cech pokroju) zgromadzono w oparciu o system eBovis2, nalezgcy do
Polskiego Zwigzku Hodowcdw i Producentdw Bydta Miesnego oraz w aplikacji uzytkowej — ,,bu-
haje miesne” — pracownikdw Instytutu Zootechniki PIB prowadzgcych ocene wartosci hodow-
lanej buhajéw ras miesnych.

Na podstawie wzbogaconego zbioru danych przeprowadzono charakterystyke fenoty-
powq cech ptodnosci oraz cech pokroju zwigzanych z lokomocijq. Do edycji danych i przepro-
wadzania operacji na zbiorach danych (tzn. ich czytania, zapisywania, dokonywania zmian
struktury, sortowania, wyszukiwania rekorddw spetniajgcych okreslone warunki, gromadzenia
i tgczenia informacji pochodzgcych z kilku plikéw zrédtowych) zostato wykorzystane oprogra-
mowanie wtasne, napisane w jezyku R, oraz z wykorzystaniem pakietu MS Excel, kompilowane
i uruchamiane na serwerach Instytutu Zootechniki PIB. Liczebno$¢ i struktura danych spetniajg
warunki niezbedne do realizacji tego etapu badan. Podstawowe informacije dotyczgce cha-
rakterystyki dostepnych zbioréw danych w kontekscie wybranych w poprzednim roku sprawoz-
dawczym cech do utworzenia podindeksu ptodnosci zaprezentowano w Tabelach 1.1 2.

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

Rasa LM CH HH
Lata oceny 2000 - 2022 2000 - 2022 2000 - 2022
Liczba obserwaciji 323 858 54 331 28218
Liczba wazenh 498 858 67 888 37 950
Liczba wycielen 265 696 38 704 23 587
Waga urodzeniowa 247 786 35 480 19 468
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Tabela 2. Liczebnosci (N), srednie(x), warto$ci minimalne i maksymalne cech zwigzanych z budowqg zadu planowa-
nych do utworzenia podindeksu ptodnosci (lata oceny 2000 — 2022).

Rasa Cecha Liczba ocen cech pokroju (N) Srednia (x) Min. Max
Dtugos¢ zadu 187 352 7,41 2 10
Szeroko$¢ w biodrach 191 131 7.53 2 10
M Szeroko$¢ w kulszach 184 542 7,29 2 10
Szeroko$¢ zadu 186 517 7,46 3 10
Dtugo$¢ zadu 19 215 7,46 4 10
Szerokos$¢ w biodrach 19 481 7.57 4 10
cH Szeroko$¢ w kulszach 18 651 7,23 3 10
Szeroko$¢ zadu 17 070 7,40 3 10
Dtugo$¢ zadu 17 098 7,63 5 10
Szerokos$¢ w biodrach 16 862 7.52 4 10
i Szeroko$¢ w kulszach 16 437 7.32 3 9
Szerokos¢ zadu 16 486 7,34 4 9

W Tabeli 2. przedstawiono liczebnosci (N), srednie oraz warto$ci minimalne i maksymalne
cech budowy zadu, ktére wytypowano w poprzednim roku sprawozdawczym do utworzenia
podindeksu ptodnosci dla najczesciej wystepujgcych w Polsce trzech ras bydta miesnego.
Zgromadzone dane pochodzqg z oceny przeprowadzonej w latach 2000 — 2022. Dla wszystkich
frzech ras oceniano cztery cechy budowy zadu, zwigzane z predyspozycjami produkcyjnymi,
ale tez i tatwoscig ocielen, ktéra wptywa m.in. na cechy ptodnosci zwierzgt. Po uzupetnieniu
zbioru z poprzedniego roku sprawozdawczego o dane za 2022 rok w rasie limousine dla dtugo-
$ci zadu przeprowadzono — 187 352 ocen, dla szerokosci w biodrach — 191 131 pomiardw, dla
szeroko$ci w kulszach — 184 542 oceny, a dla szerokosci zadu — 186 517 ocen.

W Tabeli 3. przedstawiono charakterystyke cech pokroju bydta ras miesnych, zwigzanych
zlokomocjq, ktére postuzg do opracowania podindeksu lokomocii. Dla rasy limousine przepro-
wadzono od 198 243 do 204 811 ocen dla poszczegdinych cech budowy nég oraz kondycji,
przyjmujgc zakres wartosci od 1 do 10 punktéw w przypadku obwodu nadpecia.

Tabela 3. Liczebnosci (N), srednie, wartosci minimalne i maksymalne cech zwigzanych z budowq nég planowanych
do utworzenia podindeksu lokomocii (lata oceny 2000 — 2022).

Rasa Cecha Liczba ocen cech pokroju Srednia Min. Max
Obwdd nadpecia 190 696 7,63 1 10
M Postawa ndg przednich 198 243 7.93 3 10
Postawa nég tylnych 197 268 7.89 1 10
Kondycja 204 811 8,19 1 10
Obwdd nadpecia 19 554 7.88 1 10
cH Postawa nég przednich 19 868 7.85 4 10
Postawa nég tylnych 19 601 7,62 3 10
Kondycja 19 800 7.86 1 10
Obwdd nadpecia 17 992 8,30 1 10
HH Postawa ndg przednich 17 557 7.83 3 10
Postawa nég tylnych 17 815 7,81 3 10
Kondycja 17 387 8,70 1 10
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Poza obliczeniami i wykonywaniem charakterystyki ocen fenotypowych cech pokroju
pracowano réwniez dwutorowo. Pozyskano informacije z Gtéwnego Inspektoratu Jakosci Han-
dlowej Artykutéw Rolno-Spozywczych, dotyczgce systemu klasyfikacii tusz rzeznych. Inspektorat
dysponuje danymi o uboju bydta w Polsce. W ubiegtym roku ubdj bydta w Polsce prowadzito
210 zaktaddw ubojowych —w tych zaktadach poddano ubojowi 1 858 457 sztuk bydta. Ubojnie,
ktére nie podlegajg obowigzkowi klasyfikowania tusz wotowych i nie byty nadzorowane w tym
zakresie (byto ich 139) — ubity 104 804 sztuki bydta.

W celu scharakteryzowania Srodowiska bytowania zwierzgt, przeprowadzono ankiety
bezposrednie w pietnastu wybranych przez zootechnikdw do oceny (PZHiPBM) gospodar-
stwach. Miaty one dostarczy¢ informacije o stosowanych sposobach utrzymania, zywieniu i roz-
rodzie.

Kolejnym z etapdw opracowania podindekséw selekcyjnych byto ustalenie waznosci
oraz wag, zaproponowanych do wykorzystania w podindeksach cech. W wyniku przeprowa-
dzonego przeglgdu literatury ustalono, ze najlepszg do tego metodqg bedzie metoda subiek-
tywna — nadanie wag cechom w wyniku dyskusji hodowcdw, zwigzku i naukowcdw zaanga-
zowanych w hodowle bydta miesnego. W celu zgromadzenia odpowiedzi od uczestnikdw dys-
kusji dotyczacej wag cech przygotowano ankiete, w ktdrej poproszono o ustalenie kolejnosci
cech w podindeksach i przyporzgdkowanie tym cechom odpowiedniej wartosci punktowej,
tak aby ich suma wynosita 100. Dotyczyta ona zaréwno podindeksu ptodnosci, jak i budowy
kohczyn. Tabele 4.1 5. przedstawiajq liczbe wskazah ankietowanych na kolejnos¢ cechy w in-
deksie oraz liczbe punktdéw, ktdérg uzyskata dana cecha.

Tabela 4. Kolejno$¢ cech w podindeksie ptodnosci oraz liczba punktdw, ktdre otrzymata dana cecha w ankietach.

Kolejno$¢ cechy w indeksie Lliczba
Cecha .
1 2 3 4 5 6 7 punktow
Waga urodzeniowa 4 6 265
Ocena porodu g: 6 1 2 1 260
0]
Szeroko$¢ w kulszach O 1 1 3 4 1 110
C
[y o]
D’f.ugosc ok.resu ) o ) 1 1 2 96
miedzywycieleniowego §
Szeroko$¢ w biodrach 3 2 1 3 4 93
N
Dtugos¢ zadu L 1 3 2 4 84
Szeroko$¢ zadu 2 5 3 83

Jako najwazniejsze cechy w podindeksie ptodnosci zostaty wskazane — waga urodze-
niowa oraz ocena porodu, uzyskujgc odpowiednio 265 i 260 punktdéw. Cechy te byty réwniez
najczesciej wskazywane, joko pierwsze w kolejnosci, w ostatecznej postaci podindeksu. Naj-
mniej wazne dla ankietowanych okazaty sie cechy zwigzane z budowqg zadu — dtugosc i sze-
roko$¢ zadu, uzyskujgc odpowiednio 84 i 83 punkty.

Tabela 5. Kolejnos¢ cech w podindeksie budowy nég oraz liczba punktdw, ktdre otrzymata dana cecha w ankietach.

Kolejno$¢ cechy w indeksie

Cecha Liczba punktéw
1 2 3

Postawa nég tylnych 5§ 10 470

Postawa nég przednich ﬁ _§ 10 365

Obwad nadpecia =2 10 165
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Postawa nég tylnych zostata wskazana jako najwazniejsza cecha w podindeksie bu-
dowy konczyn, uzyskujgc 470 punktdw. Jednoznacznie zostata ona uznana jako najwazniejsza
dla tego indeksu. Najmniej wazny wedtug ankietowanych okazat sie obwdd nadpecia, uzy-
skujgc 165 punktéw. Cecha ta zostata wskazana jako trzecia w kolejnosci — w ostatecznej po-
staci tego indeksu.

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

kierownik zadania: dr inz. Kacper Zukowski

Celem badan jest analiza oraz wdrozenie nowych rozwigzan w zakresie budowy populacji re-
ferencyjnej wykorzystywanej w ocenie genomowej wartosci hodowlanej bydta mlecznego
rasy polskiej holsztyhsko-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 wartosci hodowlanej z wykorzystaniem modelu dwustopnio-
wego oraz jednostopniowego.

Wprowadzenie do populacji referencyjnej krow:

a) imputaciji genotypdw,

b) estymacji genomowej oceny warto$ci hodowlanej z wykorzystaniem modelu dwustopnio-
wego oraz jednostopniowego.

Zatozenia metodyczne:

Populacja referencyjna jest to grupa zwierzgt posiadajgca dane fenotypowe oraz okreslony
wtasny profil genetyczny. Celem populacji referencyjnej jest (w modelach dwustopniowych)
oszacowanie efektéw markerdw SNP (polimorfizm pojedynczego nukleotydu, ang. Single Nuc-
leotide Polymorphism w skrécie SNP), zwigzanych z dang oceniang cechq (krok 1.). Na pod-
stawie oszacowan efektdéw SNP mozliwe jest (krok 2.) uzyskanie doktadnej oceny wartosci ho-
dowlanej juz dla bardzo mtodych osobnikéw — praktycznie zaraz po urodzeniu. Dane fenoty-
powe zwierzgt populacji referencyjnej pochodzqg z konwencjonalnej oceny wartoéci 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 chipdw 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 — 10 000 SNP (low density)
nawet do 800 000 SNP (high density). Istotnym elementem do uzyskanie doktadnej genomowej
oceny warto$ci hodowlanej jest sktad populaciji referencyjne;j.

Aktualnie w wielu krajach, w tym takze w Polsce, wykorzystuje sie populacje referencyjng
sktadajgcqg sie gtéwnie z buhajéw. W celu jak najlepszego scharakteryzowania wszystkich za-
leznosci wystepujgcych w genomie wraz z ich wptywem na cechy oceniane rutynowo do po-
pulacji referencyjnej wybiera sie wszystkie uzytkowane buhaje posiadajgce wysokq liczbe co-
rek nw ocenie wh, jak i te o niskiej liczbie cérek. Uzyskanie wysokiej doktadnosci oceny wartosci
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hodowlanej zalezy réwniez od wielkosci populaciji referencyjnej. Z tego tez powodu, zawigzy-
wane sq dedykowane w tym celu organizacje, ktére majg na celu wspdtdzielenie zwierzat,
gtéwnie buhajéw populacji referencyjnych. Takim przyktadem moze by¢ Spdtdzielnia EuroGe-
nomics, ktérej cztonkiem od 2012 roku jest Polska, a w chwili obecnej wspdtdzielonych jest po-
nad 35 000 buhajéw. Zwiekszenie liczebnosci populacii referencyjnej przektadajgcej sie na
zwiekszenie doktadnosci genomowej oceny stato sie w ostatnim dziesiecioleciu istotnym ele-
mentem badan, obejmujgcych czotowe na $wiecie hodowle bydta HF. Jedng z gtdwnych
propozycji na zwiekszenie doktadnosci oceny poprzez zwiekszenie liczebnosci populacji refe-
rencyjnej jest wtgczenie do niej kréw ocenianych w krajowych systemach oceny. Ma to szcze-
gdlne znaczenie w przypadku wprowadzania do oceny nowych cech, takich jak np. mastitis,
metritis czy ketoza, ktdére sq nisko odziedziczalne. Dlatego wtgczenie do populaciireferencyjnej
buhajéw kréw wyddaje sie celowe, mimo nizszego niz w przypadku buhajéw wspdtczynnikowi
przeniesienia (1 buhaj ~ 7 krow w zalezno$ci od zastosowane scenariusza oceny), poniewaz
krajowe cele hodowlane realizowane sq rowniez przez strone zefskq.

Syntetyczny opis wynikdw zadania:

W ramach przyjetego harmonogramu prac zostata wykonana imputacja wszystkich dostep-
nych genotypdw (aktualizacja danych wzgledem 2021 roku) ze szczegdinym uwzglednieniem
genotypodw zwierzgt do poszczegdlnych scenariuszy analizy.

Peten zestaw genotypdw liczgcy ponad 37 000 zwierzgt podzielony zostat na scenariusze

uwzglednigjgce:

- peten zestaw danych (ponad 37 000 buhajéw w populacii referencyjnej),

- setl —wykorzystanie tylko materiatu meskiego (ponad 32 000 buhajow w populacji referen-
cyjnej),

- set2 — wykorzystanie tylko materiatu meskiego z pominieciem buhajéw amerykanskich (po-
nad 30 000 buhajéw w populacii referencyjnej),

- set3 — wykorzystanie tylko materiatu meskiego z polski (ponad 5 000 buhajéw w populaciji
referencyjnej),

- set4 — wykorzystanie zwierzgt z polski (ponad 10 000 buhajow i krdw w populacji referencyj-
nej).

Zwierzeta w kazdym z przyjetych scenariuszy genotypowane zostaty z uzyciem macierzy

lllumina BovineSNP50 v2 i charakteryzowaty sie roznym rozktadem call rate, co zostato przed-
stawione na Wykresie 1.
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Wykres 1. Rozktad call rate w zaleznosci od wybranego zbioru analizy danych w populacii referencyjnej.
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Kolejnym krokiem byto przeanalizowanie danych fenotypowych wybranych osobnikdw,
ktére zostaty przygotowane w oparciu o dane pochodzqgce z rutynowej oceny wartosci ho-
dowlanej bydta mlecznego rasy holsztyrnsko-fryzyjskiej, w grudniu 2022 roku. Zostat réwniez
uszczegdtowiony wybdr cech do cech pokroju charakteryzujgcy sie réznym poziomem odzie-
dziczalnosci: wysokos¢ w krzyzu (h2 = 0.54), ustawienie zadu (h2 = 0.28), racice (h2 = 0.09). Roz-
ktad fenotypowy cech z podziatem na ptec zostat przedstawiony kolejno na wykresach: wy-
soko$¢ w krzyzu — 2, ustawienie zadu - 3, racice - 4.

Wykres 2. Rozktad fenotypdw dla cechy wysokos$E w krzyzu.
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Wykres 3. Rozktad fenotypdw dla cechy ustawienie zadu.
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Wykres 4. Rozktad fenotypdw dla cechy racice.
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Liczebnosci zwierzgt wykorzystanych w analizie zostaty przedstawione w Tabeli 1. wraz
z podstawowymi statystykami opasowymi — Tabela 2. Ze wzgledu na réznq liczebnos¢ dostep-
nych fenotypdw w stosunku do genotypdw liczebnosci populacji referencyjnej w zaleznosci od
cechy, zostang ograniczone i ponownie zweryfikowane, a finalna liczba wykorzystanych zwie-
rzgt dla danego podzbioru okreslona na podstawie analizy w programie MixBLUP. Nalezy zwré-
ci¢ uwage, ze wartosci prezentowane w Tabeli 2. oparte sqg na wartosciach MACE EBV dla
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danej cechy w przypadku buhajéw oraz w przypadku kréw na warto$ciach cechy w centy-
metrach (wysoko$¢ w krzyzu), punktach (racice, ustawienie zadu). Peten zestaw danych feno-
typowych jest przedstawiony w Tabeli 1.

Tabela 1. Liczba zwierzgt dla poszczegdlnych cech.

Cecha Ptec Liczba zwierzgt
Krowy 3,378
Wysoko$¢ w krzyzu
Buhaje 14,432
Krowy 3,378
Racice
Buhaje 14,429
Krowy 3.378
Ustawienie zadu
Buhaje 14,372

Podstawowe statystyki dla danych fenotypowych przedstawione w Tabeli 2.

Tabela 2. Podstawowe statystyki dla poszczegdinych cech.

Statystyka Pte¢ Wysoko$¢ w krzyzu Racice Ustawienie zadu

Krowy 135 2 1
Minimum

Buhaje 51.924 67.793 53.139

Krowy 162 9 9
Maximum

Buhaje 144.120 136.177 139.717
) Krowy 147.938 5.888 5.155
Srednia

Buhaje 102.861 101.621 100.409

Krowy 148 6 5
Mediana

Buhaje 102.861 101.928 100.326

Krowy 144.673 4.876 4.144
Pierwszy kwantyl

Buhaje 92.632 92.713 90.845

Krowy 151.202 6.900 6.166
Trzeci kwantyl

Buhaje 112.648 110.530 109.972
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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

Ocena metody immunokastracji preparatem Improvac, prowadzonej w warunkach krajo-
wych. Zastosowana metoda oraz przeprowadzone analizy dadzg kompleksowe informacje
odnosnie alternatywnej metody kastracji i jej optacalnosci. Ocenie poddana zostanie uzytko-
wos¢ tuczna, rzezna i jako$¢ miesa knurkdw, wieprzkow (kastrowanych chirurgicznie) oraz im-
munokastratdéw, a takze zostanie okreslony poziom kortyzolu u analizowanych zwierzgt. Prze-
prowadzona zostanie réwniez analiza morfometryczna jagder, okredlenie poziomu skatolu, an-
drostenonu i lotnych zwigzkédw organicznych, analiza ekonomiczna oraz okreslenie ryzyka
wprowadzenia przedstawionej metody. Dopetnieniem metody bedzie wykonanie analiz z zo-
kresu biologii molekularnej, ktére przyblizg procesy komobrkowe w tkance ttuszczowej, miesnio-
wej, przysadce, wybranym fragmencie jelita cienkiego oraz jgdrach. Bedzie to takze préba
identyfikacji markera genetycznego, ktéry moze zosta¢ wykorzystany w programach hodow-
lanych do eliminacji knurzego zapachu z populacii aktywnej swin.
Celem etapu byta ocena jakosci miesa, typowanie gendw oraz analiza statystyczna.

Zatozenia metodyczne:

— Zwierzeta w uktadzie trzygrupowym: knurki niepoddane zabiegowi kastraciji; wieprzki pod-
dane chirurgicznej kastracji bez znieczulenia do 7. dnia zycia; immunokastraty — dwukrotna
iniekcja analogu czynnika uwalniajgcego gonadotropiny (GnRH).

— Ocena jakosci miesa. Analizie tekstury poddano fragmenty miesnia najdtuzszego grzbietu
(longissimus dorsi) oraz szynki (semiembranosus), pozyskane od wszystkich osobnikéw. Ozna-
czono ilos¢ ttuszczu srédmiesniowego. Przeprowadzono analizy: sity ciecia, energii ciecia,
twardosci, sprezystosci, spoistosci i zujnosci. Oznaczono zawartos¢ skatolu i androstenon,
a takze lotnych zwigzkdw organicznych (LTO) w miesie (longissimus dorsi) oraz ttuszczu.

— Przeprowadzono analizy na poziomie molekularnym. Analizom poddano franskryptom

tkanki jelitowej, miesniowej, ttuszczowej, przysadki mdzgowej oraz jgder dla trzech wyzej wy-

mienionych grup doswiadczalnych. Wytypowano geny kandydujgce, zwigzane z nieprzy-
jemnym zapachem wieprzowiny oraz ewentualnym negatywnym efektem immunokastracji.

Zgromadzone dane poddano analizom statystycznym.

Kompleksowa analiza zagadnienia immunokastracji stwarza szanse do podjecia préb
wprowadzenia tej metody jako zamiennik kastracji chirurgicznej (bez znieczulenia), bgdz ukie-
runkowania hodowcodw, producentdéw na alternatywne metody kastraciji.

Syntetyczny opis wynikdw badah:

Uzyskane dane przygotowano do przeprowadzenia analiz statystycznych. W tabelach przed-
stawiono wyniki poszczegdinych grup doswiadczalnych (wieprzki, immunokastraty, knurki), jak
i zestawienie wybranych grup.
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Tabela 1. Wybrane cechy uzytkowosci tucznejirzeznej dla potowy analizowanych zwierzgt (n=60).

Cecha Srednia Odchylenie standardowe
Zuzycie paszy w okresie testu (30-120 kg) 230,123 34,347
Dni tuczu 84,062 10,195
Przyrost §redni (g) 1060,646 142,901
Pobranie paszy/dzieh (kg) 2,741 0,269
Pobranie paszy na 1 kg przyrostu 2,625 0,406
Srednia grubosé stoniny z 5 pomiaréw 1,506 0,345
Szerokos¢ oka poledwicy 10,980 0,870
Wysoko$¢ oka poledwicy 6,537 0,676
Powierzchnia oka poledwicy (cm) 54,645 5,742
IMF 1.776 0,408

Tabela 2. Wybrane cechy uzytkowosci tuczneji rzeznej w poszczegdlnych grupach badawczych (n=60; X srednia

i o0 odchylenie standardowe).

Cecha Knury Immunokastraty Wieprzki
N 20 20 20
X o X o X o
Zuzycie paszy w okresie
, 563 228,214 27,5578 255,222 35,4746

testu (30-120 kg) 2239¢4 37,5
Dni tuczu 82,964 12,143 84,214 8,9788 87,000 69101
Przyrost éredni (g) 1062,750 165,053 1073,107 125,4418 1015,333 124,2769
l(jl?g ?“’”'e paszy/dzien 2,700 0218 2,721 0,2853 2,931 03128
Pobranie paszy na 1 kg 2,595 0,412 2,556 0,3048 2,937 0,5501
przyrostu
srednia grubose stoniny 1,380 0,308 1,518 0,2650 1,858 0,4449
z 5 pomiarow
szerokosc oka 10,825 0,863 11,118 07756 11,033 1,1630
poledwicy
Wysoko$¢ oka

) 6,554 0,611 6,432 0,6498 6,811 09212
poledwicy
Powierzchnia oka 53,750 4,800 54,825 59602 56,867 7,5939
poledwicy (cm)
IMF 1,557 0,337 1,891 0,3827 2,152 0,3254

Tabela 3. Androstenon, androstenol i skatol oznaczone w miesie analizowanych zwierzgt (n=60).

Cecha Srednia Odchylenie standardowe
SKATOL (ng/g) 74,733 39,977
AN-OL (ng/g) 61,302 25,957
AN-ON (ng/g) 70,598 41,635

76




Zakiady Naukowe

Tabela 4. Androstenon, androstenol, indol i skatol oznaczone w ttuszczu analizowanych zwierzgt (n=60).

Cecha Srednia Odchylenie standardowe
INDol (ng/g) 991,796 185,964
SKATOL (ng/g) 981,642 197,624
AN-OL (ng/g) 855,628 1543,581
AN-ON (ng/g) 2400,245 4186,466

Tabela 5. Androstenon, androstenol, indol i skatol oznaczone w miesie w poszczegdlnych grupach zwierzgt (n=60).

Cecha Knury Immunokastraty Wieprzki
N 20 20 20

X o X o X o
SKATOL (ng/g) 63,362 43,214 79,244 38,5847 101,000 0,0000
AN-OL (ng/g) 67,664 26,999 58,690 23,1223 46,872 26,2175
AN-ON (ng/g) 67,435 47,303 70,477 37,2374 82,033 35,1390

Tabela 6. Androstenon, androstenol, indol i skatol oznaczone w ttuszczu w poszczegdinych grupach zwierzat (n=60).

Cecha Knury Immunokastraty Wieprzki
N 20 20 20

X o X o X o
INDol (ng/g) 1024,402 14,174 945,667 291,0901 1016,063 8,7877
SKATOL (ng/g) 1030,836 105,329 921,089 283,4521 991,122 6,4317
AN-OL (ng/g) 1776,556 1885,979 49,046 23,2116 52,126 11,9465
AN-ON (ng/g) 5027.954 4987,237 101,000 0,0000 101,000 0,0000

W celu lepszego zrozumienia roli gendw zaangazowanych w opdznienie dojrzewania
ptciowego poprzez stymulacje naturalnego uktadu odpornos$ciowego $wini do produkcii prze-
ciwciat, ktére hamujg czynnos¢ jgder, zastosowano metode sekwencjonowania RNA (RNA-
seq) do poréwnania catych profili ekspresji gendw.

Zadanie 01-11-04-11
Opracowanie systemu tuczu dla rasy ztotnickiej pstrej z wykorzystaniem mieszanek
i dodatkdw paszowych pochodzenia krajowego w celu produkcji miesa wieprzowego
o wysokiej jakosci i wartosci prozdrowotnej dla cztowieka.

kierownik zadania: dr hab. Magdalena Szyndler-Nedza, prof. IZ PIB

Celem praktycznym zadania jest opracowanie szczegdtowej procedury tuczu $win ras rodzi-
mych, uwzgledniajgcej dedykowane petnoporcjowe mieszanki paszowe z udziatem krajo-
wych komponentdw biatkowych i innowacyjnego dodatku, ktdére wraz ze wskazaniem wtasci-
wej ubojowej masy ciata bedqg podstawqg produkcji wysoko jakosciowego produktu, w postaci
wieprzowego surowca rzeznego o prozdrowotnej dla cztowieka jakosci. Z kolei, celem nauko-
wym jest poznanie wptywu opracowanego sposobu zywienia i innowacyjnego dodatku pa-
szowego na status zdrowotny swih oraz szeroko pojetq jakose¢ i frwato$c oksydacyjng miesa
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i ftuszczu oraz ocena czy lub w jakim stopniu poprawa tych cech w miesie przektada sie na
jakos¢ i trwatosc wyrobdw wedliniarskich.

Zatozenia metodyczne:

Przeanalizowano dane uzyskane w 2021 roku w ramach do$wiadczenia 2., przeprowadzonego
w IZ PIB ZD w Pawtowicach, dotyczgcego okreslenia wptywu innowacyjnego dodatku do pa-
szy finiszer na jako$¢ miesa tucznikdw rasy ztotnickiej pstrej, w zakresie jakosci technologicznej
i trwato$ci oraz wartosci odzywczej i prozdrowotne;.

Na podstawie sktadu podstawowego i trwatosci oksydacyjnej poledwicy, profilu kwa-
sow ttuszczowych w poledwicy i szynce, sity ciecia oraz profilu tekstury poledwicy i szynki,
a takze uzytkowosci tucznej i rzeznej 60 tucznikdw rasy ztotnickiej pstrej, dokonano oceny
wptywu czynnika doswiadczalnego na jako$¢ miesa i parametry wzrostu $win tej rasy. Do analiz
wykorzystano program STATISTICAv 12 (StatSoft, Inc. (2014). W oparciu o wyniki analiz z doswiad-
czenia 2. przygotowano metodyke doswiadczenia zywieniowego 3. (rasa putawska), w tym
wybrano receptury dodatkéw do mieszanki paszowej finiszer, zawierajgcych biologicznie ak-
tywne substancje pochodzenia roslinnego, majace poprawi¢ wartos¢ dietetyczng (prozdro-
wotng) miesa bez pogorszenia jego trwatoéci oksydacyjnej. W doswiadczeniu 3., tuczono $wi-
nie rasy putawskiej do masy ciata 140 kg z wykorzystaniem mieszanki finiszer z frzema rodzajami
dodatkéw paszowych (X, Y, Z), bedgcych mieszaning suszy ziotowych i/lub owocowych z do-
datkiem ekstradowanych nasion Inu.

Doswiadczenie 3.:

Dostosowanie sktadu komponentowego i receptury innowacyjnych dodatkéw do paszy do
tuczu $win rasy putawskiej. Przeprowadzenie tuczu doswiadczalnego z wykorzystaniem paszy
finiszer, zawierajgcych biologicznie aktywne substancje pochodzenia rodlinnego o dziataniu
antyutleniajgcym i poprawiajgcym trwato$¢ oksydacyjng oraz warto$¢ dietetyczng (prozdro-
wotng) miesa.

Fot. 1. Warchlaki rasy putawskiej (M. Szyndler-Nedza).

]

Trzecie do$wiadczenie wzrostowe objeto 40 tucznikdw (20 wieprzkdw, 20 loszek) rasy pu-
tawskiej (Fot 1.) o znanym genotypie RYRT (NN).

W trakcie fuczu wszystkim zwierzetom podawano te samg mieszanke paszowq z bobi-
kiem (wariant C z do$wiadczenia 1.): od 30 do 90 kg masy ciata typu grower C, a od 90 kg do
140 kg masy ciata typu finiszer. W ostatniej fazie tuczu, tj. od 90 kg masy ciata zwierzeta zostaty
podzielone na cztery grupy zywieniowe. Grupa kontrolna A — tuczona byta mieszankg paszowqg
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finiszer bez dodatku paszowego, a trzy kolejne grupy doswiadczalne otrzymaty do mieszanki
jeden z dodatkdw ziotowo-owocowych wybranych na podstawie wynikéw do$wiadczenia 2.
(C, E, F). Uktad do$wiadczenia 3. przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Uktad grup w doé$wiadczeniu 3. dla rasy putawskiej.

Grupa Grupa Grupa dGQ;\E\)/%dczclno
kontrolna A doswiadczalna C | doswiadczalna E F
Mieszanka C C C C §
- N
Dodatek (fgcznie okofo | _ Dodatek X Dodatek Y Dodatek Z IS
2% mieszanki)
TU.CZ od 30‘d0 90 kg 10 10 10 10 4040
—liczba zwierzat
Tucz od 90. do 140. kg 10 10 10 10 40
mc
Rogem zwierzqt 20 20 20 20 40
doswiadczalnych

Pobrano prébki pasz doswiadczalnych typu grower i finiszer w celu wykonania ana-
lizy sktadu podstawowego oraz profilu kwasdw ttuszczowych paszy i lotnych zwigzkédw orga-
nicznych (LZO) - tylko finiszer. Analizy te sqg wykonywane w Centralnym Laboratorium I1Z PIB
w Aleksandrowicach (CL). W prébkach paszy oznaczono biatko ogdlne, ttuszcz surowy, popidt
surowy i suchg mase, zgodnie z Rozporzadzeniem Komisji (WE) nr 152/2009, ustanawiajgce me-
tody pobierania prébek i dokonywania analiz do celdw urzedowej kontroli pasz. Analize kwa-
sOw ttuszczowych przeprowadzono metodg chromatografii gazowej aparatem SHIMADZU
GC-2010 Plus (Kolumna — Rtx2330, 105 m, 0,32 mm, 0,2 ym) zgodnie z P 015 wydanie 2. z dnia
01.03.2016 roku. Lotne zwiqzki organiczne okreslono metodq rozdziatu chromatograficznego
na chromatografie gazowym Shimadzu GCMS-QP2010 Plus, wyposazonym w kwadrupolowy
detektor MS (El, 70 eV, 250°C) skanujgcy w trybie TIC w zakresie 35-450 m/z oraz niepolarng
kolumne Zebron ZB-5MSi (30 mx0,25 mm 1.D.x0,25 um), a nastepnie polarng Zebron ZB-WAXplus.

Po uboju zwierzat, ktdre uzyskaty mase ciata 140 kg, pobrano préobki krwi oraz okreslono
parametry dysekciji tusz i jakosci miesa zgodnie z metodykqg stosowang w SKURTCh. W prob-
kach surowicy krwi oznaczono wskazniki biochemiczne (ZZZiP) metodqg absorbancji fotome-
frycznej, z wykorzystaniem automatycznego analizatora BS-180 (Shenzhen Mindray, Chiny) i ze-
stawdw diagnostycznych firmy Cormay. We wspdtpracy z UP Lublin rozpoczeto analizy statusu
redox organizmu na podstawie wskaznikéw krwi: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza
(CAT), peroksydaza glutationowa (GP), dialdehyd malonowy (MDA). Z pdéttusz pobrano i za-
mrozono prébki miesa (poledwica za ostatnim zebrem —longissimus lumborum, miesien pdtbto-
niasty szynki — Semimembranosus muscles) w celu wykonania analiz tekstury (ZHTCh), a takze
do analiz chemicznych (CL). Wybrane elementy pottusz (schab, topatka) przekazano do za-
ktadu miesnego, w celu wytworzenia wedlin surowo dojrzewajgcych (poledwica i kietbasa).
Pozyskano prébki wytworzonych wedlin surowo dojrzewajgcych, pochodzgcych od zwierzgt
doswiadczalnych rasy putawskiej (poledwica, kietbasa surowo dojrzewajgce) i przekazano je
do dalszych analiz.

Syntetyczny opis wynikdw:

Na podstawie analizy danych zgromadzonych w ramach doswiadczenia 2. na rasie ztotnickiej
pstrej (Fot. 2.) stwierdzono, ze wprowadzenie dodatkdw zywieniowych do paszy finiszer (grupy:
B, C, D. E, F), w poréwnaniu do grupy kontrolnej (A), nie wptyneto na pobranie paszy na 1 kg
przyrostu zwierzat, lecz przede wszystkim na niewielkie zmniejszenie przyrostéw dziennych
w catym okresie ich tuczu (Srednio o 0,057 kg/dzien).
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Fot. 2. Warchlaki rasy ztotnickiej pstrej (M. Szyndler-Nedza).

Wykazano takze, ze dodatki zywieniowe stosowane w grupach B (susz ziotowy), C (susz
ziotowy+len), D (susz owocowy) poprawity warto$¢ wskaznikdw antyoksydacyjnych w krwi
i miesie tucznikéw, a takze wartosci wskaznikdw immunologicznych organizmu tucznikéw.

Analizujgc wptyw dodatkdw paszowych na sktad podstawowy miesa i produktéw wyka-
zano, ze w poréwnaniu do grupy kontrolnej, mieso poledwicy i szynki pochodzgce od tuczni-
kéw z grup D i E cechowato sie najnizszg zawartoscig ttuszczu. W miesie poledwicy i poledwicy
dojrzewajgcej stwierdzono zmniejszenie zawartosci witaminy E w grupach doswiadczalnych D,
E, F. Na podstawie analizy profilu kwasdw ttuszczowych w miesie i wyrobach stwierdzono, ze
najwiekszy wptyw stosowanych dodatkdw, w pordwnaniu do grupy kontrolnej, byt w grupach
C, D, EiF, przede wszystkim na zwiekszenie zawartosci kwasdéw ttuszczowych z grupy PUFA n-3
w miesie szynki, poledwicy dojrzewajgcej i kietbasach surowo dojrzewajgcych.

W przypadku oceny stabilnosci oksydacyjnej ttuszczu (wskazniki jakosci ttuszczu) wyka-
Zano, ze najlepszymi parametrami FSI, w pordwnaniu do grupy kontrolnej, cechowato sie mieso
poledwicy z grupy E, mieso szynki z grup D i E, poledwice dojrzewajgce z grupy D i kietbasy
zgrup C,Di E.

Wartosci wskaznikow dietetycznych, korzystniejsze z punktu widzenia konsumenta, byty
w miesie i produktach pochodzgcych przede wszystkim z grup doswiadczalnych C, E, F, w po-
réwnaniu do grupy kontrolnej. Wszystkie produkty (mieso poledwicy i szynki, poledwice dojrze-
wajgce i kietbasy) pochodzgce z tych grup cechowaty sie mniejszg wartosciq proporcji kwa-
sow ttuszczowych PUFA n-6/n-3. Najnizszg wartosciq tego wskaznika cechowaty sie kietbasy
pochodzgce z miesa tucznikdw z grup E i F. Mieso poledwic z grup C, E, F oraz mieso szynki
z grup E, F cechowaty sie ponadto korzystnie mniejszg wartoscig wskaznika Tl. Wykazano takze,
ze zywienie dodatkiem paszowym zawierajgcym susz ziotowy + len (E) wptyneto na korzystne
zwiekszenie zawartosci kwaséw hypocholesterolowych (DFA), a tym samym zwiekszenia war-
todci proporciji kwasdw hypocholesterolowych do hipercholesterolowych (h/H) w miesie pole-
dwicy i szynki tucznikéw.

W oparciu o wyniki analiz z doswiadczenia 2. ustalono, ze ze wzgledu na korzystny wptyw
mieszanek paszowych na jako$¢ miesa i wyrobdw, przede wszystkim pod wzgledem ich warto-
Sci dietetycznej dla cztowieka (przy zachowaniu dobrej jakosci oksydacyjnej), w doswiadcze-
niu 3. zwierzeta ($winie rasy putawskiej) tuczone bedqg do masy ubojowej 140 kg mieszankami
finiszer: A — kontrola, C (susz ziotowy + len), E (susz owocowy + len) F (susz ziotowy, susz buraka
+ len).

Do dnia 30 grudnia 2022 roku, w ramach do$wiadczenia 3. wzrostowego, tucz kontrolny
ukonhczyto 40 sztuk (tj. 100%) $wih putawskich. Zebrane prébki miesa i wyrobdw zostaty przeka-
zane do analiz.
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Podsumowanie potwierdzajgce osiggniecie zamierzonego celu:

W trzecim roku realizacji zadania przeanalizowano dane uzyskane w ramach doswiadcze-
nia 2., przeprowadzonego w 2021 roku. W oparciu o wyniki tych analiz ustalono, ze w do$wiad-
czeniu 3. Swinie rasy putawskiej tuczone bedqg mieszankqg paszowq finiszer z dodatkiem C, Ei F
do masy ubojowej 140 kg. Zastosowane dodatki paszowe majg poprawi¢ przede wszystkim
warto$¢ dietetyczng (prozdrowotng) miesa, przy zachowaniu jego dobrej trwatosci oksydacyj-
nej. Zastosowano trzy rodzaje dodatkdw paszowych (X, Y, Z), bedgcych mieszaning suszy zio-
towych i/lub owocowych z dodatkiem ekstradowanych nasion Inu. Przeprowadzono doswiad-
czenie wzrostowe, ktére objeto 40 tucznikdw (20 wieprzkdw, 20 loszek) rasy putawskiej o zna-
nym genotypie RYR1. Na prébkach pasz doswiadczalnych typu finiszer wykonano analizy
sktadu podstawowego, profilu kwasdw ttuszczowych paszy i zidentyfikowano lotne zwigzki or-
ganiczne. Do kohca grudnia, w ramach doswiadczenia 3., tucz doswiadczalny ukohczyto
100% Swin putawskich. Pobrano i przekazano do laboratorium prébki miesa i wedlin surowo
dojrzewajgcych w celu wykonania analiz tekstury i analiz chemicznych (w tym lotnych zwigz-
kow organicznych).
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Zaktad Hodowli Drobiu
kierownik: dr hab. Katarzyna Poltowicz, prof. I1Z PIB

Zadanie 01-12-08-11
Wptyw czynnikdw srodowiskowych na poprawe efektywnosci chowu kur ras
zachowawczych.

kierownik zadania: prof. dr hab. Jézefa Krawczyk

Pierwszym celem badan byto okreslenie wptywu zywienia kur ras zachowawczych mieszan-
kami paszowymi z udziatem rodlin strgczkowych na jakos$¢ jaj. Badaniami objeto po 120 kur
i 12 kogutdw szesciu ras/roddw, 1. leghorn (réd H-22), zielonondzka kuropatwiana (réd Z 11),
z6ttondzka kuropatwiana (2-33), sussex (S-66), rhode island red (réd R-11) oraz rhode Island
white (A-33). Kury podzielono na cztery powtdrzenia (po 309+33). Potowa ptakdw kazdego
rodu zywiona byta standardowq petnoporcjowg mieszankg paszowq (grupa kontrolna — K),
a potowa mieszankg, wedtug opracowanej na potrzeby realizaciji zadania receptury, w ktorej
ograniczony byt udziat soi na rzecz nasion grochu, bobiku i tubinu (grupa doswiadczalna). Mie-
szanki paszowe zostaty zbilansowane, zaréwno pod wzgledem zawartoéci biatka jak i energii
metabolicznej. Wykonano obliczenia statystyczne wynikdw analiz jakosci jaj zniesionych przez
kury obydwu grup w 52. tygodniu zycia.

Jak wynika z Tabeli 1. i 2., wieksze réznice w zakresie jakosci jaj stwierdzono miedzy ra-
sami/rodami kur niz miedzy grupami kontrolnymi i doswiadczalnymi. Zywienie niosek mieszankg
zawierajgcq dodatek nasion grochu, bobiku i tubinu wptyneto na lepsze wybarwienie zottek
jaj roddéw H-22, Z-11, R-11 i A-33 (P<0,01), a we wszystkich rodach na 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 (P20,05).

Podsumowuijgc ten etap badah mozna stwierdzi¢, ze zastepowanie w mieszankach dla
kur ras zachowawczych importowanej soi nasionami grochu, bobiku i tubinu w zywieniu nie
wptywa istotnie na obnizenie jakosci tresci jaj, ale nieznacznie pogarsza jakos¢ skorup jaj.

Drugim celem badan byto okredlenie wptywu genotypu kur i pory znoszenia jaj na ich
jako$¢ oraz zawartos$¢ i aktywnose lizozymu w biatku. W tym celu, w 56. tygodniu zycia, od
kazdej rasy kur pobrano losowo po 16 jaj zebranych o godz. 7.00 i po 16 jaj zebranych
0 godz.13.00, ktére poddano ocenie jakosciowej za pomocqg elektronicznej aparatury EQM
(Egg Quality Measurements) firmy TSS QCS-Il. Badano takze zawartod¢ i aktywnos¢ lizozymu
w biatkach ja.

Podsumowanie badanh:

—  Wyniki uzyskane w pracy potwierdzajg bioréznorodnose kur czterech ras objetych w Polsce
programem ochrony. Cechy jakosci jaj sg zréznicowane miedzy rodami kur, a zaleznosci
miedzy nimi sq inne niz w stadach wysokoprodukcyjnych opisanych w literaturze.

— Jaja znoszone przez kury rano wyrdzniaty sie mniejszg o 1,7 g masg catkowitq i masqg biatka
(0 1,7 g), wiekszg o 2,4 pordéw/cm?2 porowatosciq skorup oraz wyzszymi o 0,15 warto$ciami
pH biatka, a nizszymi o 0,17 z6ttka w pordwnaniu do znoszonych rano.

— Pora znoszenia badanych jaj nie wptyneta istotnie na ksztattowanie sie pozostatych cech
jakosci jaj, w tym takze na poziom i aktywnos¢ lizozymu w biatku.

- Stwierdzono istotng, uiemng zalezno$¢ miedzy cechami skorup jaj oraz wysokoscig biatka
i JH a zawartosciq i aktywnosciq lizozymu w biatku.
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Tabela 1. Masa jaja oraz cechy jakosci tresci jaj od kur zywionych réznymi mieszankami paszowymi.

e H-22 711 7-33 S-66 R-11 A-33 vr\;plryy/\:; (C\IAl/Jorto'siéy:l)ienia —
x*s.e. xts.e. x£s.e. xts.e. X+ s.e. x* s.e. ®) )

K 6574103 | 58240.84 | 60.740.93 | 62.040.83 | 63.140.82 | 65.0+0.98

{\S?SG laig D 65240.79 | 6094085 | 57.620.85 | 4174068 | 62,940.96 | 62.8+0.72
Srednia £s.0. | 65.440.65 | 59.520.62 | 59.240.66 | 41.940.53 | 43.040.63 | 43.9+0.62 <0.001 0.219 0.021
K 19.040.30 | 17.540.18 | 19.040.31 | 18.4640.25 | 18.440.14 | 17.4+0.24

?3?5“ ok D 19.4£0.25 | 1784024 | 1832025 | 1882019 | 1894027 | 17.3:0.20
Srednia £s.e. | 1924019 | 17.720.15 | 1872020 | 18.740.16 | 18.720.15 [ 17.5:0.1¢ <0.001 0.485 0.1
K 8.58+0.25 | 7.8040.27 | 7.48%0.33 | 7.5540.23 | 8.7240.33 | 8.21+0.21

‘[’r"nyrﬁ Kosabiatkd 7781029 | 7458022 | 7.474029 | 8031023 | 8.6820.29 | 7.7240.29
Srednia s.e. | 8.1840.20 | 7.6340.17 | 7.484022 | 8.0140.16 | 8.70#0.22 | 7.9740.18 <0.001 0.082 0.597
K 90.5£1.5 | 88.141.6 | 848423 |884+12 | 916419 | 88.9+1.14

Ei‘;?”os“‘i Haugha |y, 85819 | 855+1.4 859421 | 886413 | 913120 | 86.4%1.59
Srednia £s.e. | 88.241.24 | 86.8+1.07 | 854%1.58 | 88.580.89 | 91.441.4 [ 87.640.99 0018 0.145 0.541
K 9.3240.25 | 9.240.31 | 9.88+0.26 | 10.020.23 | 1024021 | 9.840.21

?gmc‘ Zottka D 1024021 | 954022 | 9.8820.19 | 98:022 | 11,0020 | 1044021
Srednia £s.6. | 97440.17 | 9.440.19 | 9.8840.16 | 9.9040.16 | 10.640.16 [ 10.140.15 <0.001 0.003 0.106

Obijasnienia: H-22 leghorn; 7-33 — z&ttondzka kuropatwiana; R-11 — rhode island red; A-33 — rhode island white; Z-11-
zielonondzka kuropatwiana; S-66 — sussex; Grupa K-kontrolna — zywienie mieszankg paszowq standardowq; grupa
D-doswiadczalna — zywienie mieszankg z udziatem bobiku, grochu i tubinu.

Tabela 2. Jako$¢ skorupy jaj od kur zywionych réznymi mieszankami paszowymi.

Wyszczegémienie Grupa H-22 Z-11 1-33 $-66 R-11 A-33 WD{VW _ _
xts.e. Xt s.e. X 5.8, xts.e. Xt s.e. Xt s.e. rasy/rodu (R) | zywienia (Z) [ RxZ
K 7524041 | 75.821.08 | 77.0£0.50 | 75.2t0.74 | 73820.55 | 77.0£0.71
‘[;?eks ks D 7571066 | 76.620.98 | 76.40.71 | 76.6t0.50 | 73.8%0.67 | 75.9%0,51
Srechnia t s.e. | 75.4+0.38 | 76.2£0.73 | 76.7:0.43 | 759+0.45 | 73.8:0.43 | 76.4:0.44 |  <0.00] 0711 0.529
K 79.26083 | 717131 | 64.0:0.78 | 49.1£1.30 | 46.2¢1.77 | 32.8+13
?%“”G skorupy D 81.51.19 | 74.1:0.42 | 64.920.39 | 52.2¢60.40 | 529046 | 34.5£0,42
Srednia £ se. | B0.3t0.46 | 72940.70 | 64.520.44 | 50.6+0.71 | 49.521.02 | 33.6:0.56 | _ <0.00] <0.001 0.0
K 693:0.09 | 6.12£0.10 | 6.03£0.15 | 598012 | 6.5420.12 | 6.88£0.11
?"‘]’SO SKerRY D 576:0.10 | 5.65:0.09 | 5.37:0.07 | 552£0.06 | 5.51:0.09 | 5.67£0.06
- Srednia £ se. | 6.34£0.11 | 5.88£0.07 | 5.70:0.09 | 5.75¢0.07 | 6.0320.10 | 6.28£0.11 <0.001 <0001 | <0.001
B K BA5:12 | 791513 | 786219 | 774216 | 83.6:15 | 858215
fnf;;ﬁ:]kompy D 707510 | 718413 | 715596 | 700:07 | 698613 | 70.3:097
Sredniatse. | 777513 | 755410 | 751£1.0 | 738210 | 767614 | 78.151.4 0009 <0001 | <0.00]
Cndocte sy K 321222 | 313:27 | 310:35 | 307:28 | 316239 | 325:39
] D 318214 | 314216 | 311224 | 314£18 | 317:25 | 31520
Srecniatse. | 320513 | 314216 | 311£2.0 | 311£1.7 | 317422 | 320:23 <0.001 0.802 0.054
B K 4545199 | 4292181 | 39.821.74 | 378219 | 41.121.99 | 3892222
E’r‘\’l’]’”z\’mo*m skorupy 5 A 25575 | 3912155 | 4131062 | 3566237 | 37.4%2.14 | 3845165
Srednia tse. | 42.35172 | 41051.21 | 4052156 | 3674151 | 39.0¢1.47 | 38.6%1.37 0043 0.078 0.701

Objasénienia jak w Tabeli 1.
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Zadanie 01-12-09-11
Opracowanie metod produkcji certyfikowanych kurczgt rzeznych w sezonie zimowym
(w warunkach stresu zimna) w aspekcie produkcyjnosci, dobrostanu, statusu
immunologicznego, poziomu stresu oraz wybranych parametrow jakosci miesa.

kierownik zadania: drinz. Ewa Sosnéwka-Czajka

W 2022 roku przeprowadzono badania, ktérych celem byta ocena efektywnosci odchowu kur-
czat rzeznych Hubbard JA 957 w warunkach dtugotrwatego stresu zimna w chowie ekologicz-
nym. Materiat do$wiadczalny stanowity jednodniowe piskleta kurczat rzeznych Hubbard JA 957
—w ogdlinej liczbie 300 sztuk.

Doswiadczalne ptaki zostaty przydzielone do trzech grup:

1. kurczeta rzezne Hubbard JA 957 utrzymywane zgodnie z zatozeniami rolnictwa ekologicz-
nego w standardowych warunkach termicznych,

2. kurczeta rzezne Hubbard JA 957 utrzymywane zgodnie z zatozeniami rolnictwa ekologicz-
nego. W okresie od 4. do 6. tygodnia poddane dziataniu stresu termicznego (temperatura
obnizona o 15°C w stosunku do temperatur zalecanych),

3. kurczeta rzezne Hubbard JA 957 utrzymywane zgodnie z zatozeniami rolnictwa ekologicz-
nego. W okresie od 6. do 8. tygodnia poddane dziataniu stresu termicznego (temperatura
obnizona o 15°C w stosunku do temperatur zalecanych).

Podczas badanh zbierano dane dotyczgce warunkdw klimatycznych oraz wynikéw pro-
dukcyjnych kurczgt rzeznych. W ostatnim dniu doswiadczenia przeprowadzono analize poub-
ojowq, wykonano pomiar pHis oraz pHas miesni piersiowych i ndg, a takze pobrano prébki mie-
$ni piersiowych i ndg w celu wykonania badan dotyczgcych: wycieku chtodniczego, sktadu
chemicznego, profilu kwaséw ttuszczowych, zawarto$ci cholesterolu, poziomu witaminy A i E
oraz wskaznika TBA. W 6., 9., 10.i 12. tygodniu odchowu pobrano krew od 10 ptakdw z grupy,
w celu oznaczenia catkowitego poziomu immunoglobulin, glukozy, hormondéw tarczycy, he-
matokrytu, dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), dialdehydu malonowego (MDA) oraz poziomu
kortykosteronu. W wyzej wymienionych tygodniach doswiadczenia okreslono takze mase na-
rzqgddw limfatycznych oraz wykonano pomiar temperatury ciata ptakdw. Okreslono rowniez
stan konczyn, upierzenia oraz przeprowadzono pomiar czasu frwania fonicznego bezruchu (Tl).
W okresie obnizonych temperatur powietrza przeprowadzono obserwacje behawioralne.

Podsumowanie:

Podsumowujgc dotychczas opracowane wyniki, stwierdzono, ze czynnik doswiadczalny nie
miat wptywu na kohcowq mase ciata kurczgt rzeznych.

Kurczeta rzezne z grupy 2., ktérym zostata w 4.-6. tygodniu odchowu obnizona tempera-
fura powietrza o 15°C w stosunku do zalecanej, charakteryzowaty sie nizszg temperaturqg rek-
talng w 6. i 8. tygodniu do$wiadczenia oraz nizszg temperaturg radiacyjng w poréwnaniu
Z grupg kontrolng. Wykazano réowniez u ptakdw z tej grupy doswiadczalnej wyzszy poziom he-
matokrytu w poréwnaniu z ptakami utrzymywanymi przez caty okres w zalecanej temperaturze
powietrza. Tuszki ptakdw z doswiadczalnej grupy 2. odznaczaty sie wiekszym udziatem podro-
bdéw oraz zotgdka, a miesnie piersiowe wiekszym poziomem TBARS w stosunku do tuszek pta-
kéw kontrolnych.

Kurczeta rzezne z doswiadczalnej grupy 3., ktdérym zostata obnizona temperatura powie-
frza w 6.-8. tygodniu odchowu charakteryzowaty sie mniejszym procentowym udziatem §le-
dziony w 6. oraz Sledziony i torby Fabrycjusza w 8. tygodniu doswiadczenia, w poréwnaniu
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z grupq kontrolng. W dwdch ostatnich tygodniach odchowu stwierdzono réwniez u kurczat
z 3. grupy nizszg niz u ptakdw w grupie 1. temperature rektalng i radiacyjng oraz wiekszy po-
ziom hematokrytu we krwi. Tuszki ptakdw z doswiadczalnej grupy 3. odznaczaty sie wiekszym
udziatem serca oraz zotgdka w stosunku do tuszek ptakdw z grupy kontrolne;j.

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

Grupa
Wyszczegdlnienie Tydzien
deh | Il 1l SEM
odachowu kontrola 4-6 tyg. obnizona | 6-8 tyg. obnizona
temp. powietrza temp. powietrza
4 41,39 41,53 41,37 0,06
Temperatura 6 41,69 A 41,16 B 41,64 A 0,06
rektalna 8 4171Aa 41,46 b 41,338 005
9 41,68 A 41,49 41,318 0,06
4 36,72 B 32,78 Aa 34,27 Ab 0,37
Temperatura 6 28,97 A 18,14 B 28,09 A 0.96
radiacyjna czesci
opierzonych 8 28,20 A 13,16 B 12,68 B 1,38
9 25,98 Aa 23,88 Ab 13,62 B 1,05
4 37,10B 34,19 A 36,57 B 0.38
Temperatura 6 32,29 A 16,00 B 33,46 A 0,64
radiacyjna czesci
nieopierzonych 8 32,30 A 23,57 B 16,93 C 1,28
9 34,15 A 33,15 A 13,32 B 1,89
4 251,80 263,90 124,30 37.41
6 321,10 321,10 220,70 29,49
TB
8 343,30 362,50 261,20 36,34
9 212,67 121,60 A 213,37 B 38,24
a, b —wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie istotnie (p<0,05).
A, B —wartoéci w wierszach oznaczone réznymi literami réznig sie statystycznie istotnie (p<0,01).
Tabela 2. Poziom hematokrytu we krwi kurczgt rzeznych.
Grupa
Tygodnie odchowu | Il 1l
konfrola 4-6 tyg. obnizona 6-8 tyg. obnizona SEM
temp. powietrza tfemp. powietrza
4 28,071 a 29,778 b 29,143 0,296
6 28,133 29,474 a 27,800 b 0,306
8 25,600 A 31,8958 31,632 B 0,552
9 30,706 A 28,211 8B 35,053 C 0,513

a, b —wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rdzniq sie statystycznie istotnie (p<0,05).
A, B —wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami réznig sie statystycznie istotnie (p<0,01).
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Tabela 3. Wyniki analizy rzeznej kurczqgt rzeznych.

Grupa

Wyszczegdlnienie | Il I

kontrola 4-6 tyg. obnizona 6-8 tyg. obnizona SEM

temp. powietrza temp. powietrza

Wydajno$¢ rzezna z podrobami 77,453 77.668 77,014 0,241
Wydajno$¢ rzezna bez podrobdw 74,311 74,087 73,530 0,240
Miegsnie piersiowe 21,383 21,818 22,440 0,224
Migénie nég 19.886 20,113 20,104 0,223
Kosci ndg 5413 5,395 5,283 0,085
Ttuszcz sadetkowy 2,655 2,221 2,436 0,123
Podroby 4,332 A 4,625 8B 4,526 0,043
Watroba 2,099 2,122 2,076 0,033
Zotgdek 1,674 Aa 1,937 Ba 1.813 b 0,027
Serce 0,529 A 0,559 A 0,618 B 0,009

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

Tabela 4. pH — miesni piersiowych i ndg kurczgt rzeznych.

Grupa
Wyszczegdlnienie | Il Il
kontrola 4-6 tyg. obnizona 6-8 tyg. obnizona SEM
temp. powietrza temp. powietrza

pHis 6,382 6,301 6,302 0,024
miesnie piersiowe

PH24 5,905 5,869 5,905 0,009

pHis 6,614 6,621 6,602 0,025
miesnie nég

PH24 6,238 6,388 6,253 0,031

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

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

kierownik zadania: dr inz. Jolanta Calik

Celem badan byta ocena wptywu zabiegu sterylizacji kogutdw i zywienia w oparciu o krajowe
zrédta biatka na jakose miesa.

Materiat doswiadczalny stanowity koguty/kaptony rasy rhode island red (R-11), rhode is-
land white (A-33), sussex (S-66), z&ttondzka kuropatwiana (Z-33), utrzymywane w systemie $cio-
towym. Doéwiadczenie przeprowadzono w ZD IZ PIB w Chorzelowie Sp. z 0.0. Ptaki po wylegu
indywidualnie zwazono i oznakowano znaczkami, a nastepnie przydzielono do czterech grup
— po 40 sztuk w kazdej grupie. Procedury doswiadczenia byty zgodne z wymaganiami nada-
nymi przez Komisje Etyczng nr 515/2021 z dnia 28.04.2021 roku.

Na potrzeby doswiadczenia opracowano recepture mieszanki doswiadczalnej, zbozo-
wej, opartej na krajowych zrédtach biatka. Wszystkie ptaki przez caty okres odchowu i tuczu
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miaty staty, nieograniczony (ad libitum) dostep do paszy oraz do wody pitnej. W zywieniu za-
stosowano tréjfazowy system zywienia: — od 1. dnia do 10. tygodnia odchowu, —od 11. do 16.
tygodnia tuczu, — od 17. do 24. tygodnia tuczu.

Ptaki utrzymywano z zachowaniem dobrostanu, w optymalnych warunkach srodowisko-
wych, przy wielkosci obsady wynoszgcej 5-7 sztuk/m2. Program szczepieh obejmowat szczepie-
nia przeciwko chorobie: Mareka - rzekomemu pomorowi, zakaznemu zapaleniu oskrzeli, cho-
robie Gumboro oraz kokcydiozie. Zabieg kastracji zostat przeprowadzony w znieczuleniu miej-
scowym przez lekarza weterynarii pomiedzy 8. a 9. tygodniem zycia ptakdéw, przy masie ciata
ok. 550-600 g. Po zabiegu ptaki zostaty przeniesione do czystego pomieszczenia, podano im
wode i pasze.

W 24. tygodniu zycia ptakdw, 1j. po zakohczeniu tuczu z kazdej grupy wybrano do uboju
po 10 ptakdw o masie ciata zblizonej do Sredniej w grupie. Kaptony przez okoto 12 godzin przed
ubojem nie ofrzymywaty paszy, natomiast miaty zapewniony staty dostep do wody. Czynnos¢
uSmiercania zostata przeprowadzona przez osobe przeszkolong, metodqg dekapitacii. Za po-
mocg pH-metru CyberScan 10 okreslono kwasowo$¢ miesni w 15. minucie po usmierceniu pta-
kéw i ich skrwawieniu, a nastepnie zostata przeprowadzona standardowa obrdébka poubo-
jowa (oparzanie, skubanie, patroszenie). Schtodzone tuszki poddano analizie rzeznej wedtug
metodyki Zioteckiego i Doruchowskiego (1989) po uprzednim okresleniu ich barwy, przy uzyciu
spekirofotometru odbiciowego Minolta CR 310.

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

Fot. 1. Kapton R-11 Fot. 2. Kapton A-33 Fot. 3. Kapton S-66 Fot. 4. Kapton 7-33

Na foftografiach 1.-4. przedstawiono materiat badawczy, 1j. kaptony: R-11, A-33, S-66
i Z-33 w wieku 24 tygodni. W wyniku zabiegu kastracji zaobserwowano zmiany w wyglgdzie i za-
chowaniu samcow, a dotyczyto to drugorzednych cech ptciowych, 1. grzebienia i dzwonkdw
oraz sylwetki ptakéw, ptaki byty bardziej spokojne i mniej aktywne. Srednia masa ciata w 24. ty-
godniu zycia ptakdw byta istotnie (P<0.05iP<0.01) wieksza u kaptondw z grupy 1. (2424 g), przy
jednoczesnie istotnie (P<0.01) wiekszej wydajnosci rzeznej z podrobami (72,26%) i bez podro-
bow (68.42%). Najmniejszg mase ciata i wydajnos¢ rzezng z podrobami i bez podrobdw odno-
towano u kaptondw A-33, ktéra byta odpowiednio mniejsza o0 219 g oraz 0 2,79 i 2,48 pkt. proc.
Pomiedzy ocenianymi grupami ptakdw nie odnotowano réznic w stratach masy tuszek pod-
czas ich schtadzania przez 24 h. Rdwniez kaptony rasy karmazyn/RIR (R-11) wyrdzniaty sie istot-
nie (P<0.05i P<0.01) wiekszq zawartoscig miesni piersiowych (17,47%) i nég (22,40%) oraz udzia-
tem kosci (6,23%). W tej grupie ptakdédw odnotowano réwniez tendencje do wiekszej zawartosci
podrobdw, a zwtaszcza zotgdka. Oceniane grupy ptakdw nie réznity sie pod wzgledem zawar-
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tosdci ttuszczu sadetkowego, ktéra stanowita od 1,93 (A-33) do 2,24% (S-66) masy tuszki. W ba-
daniach odnotowano duze zréznicowanie w zakresie barwy tuszek (P<0.05i P<0.01). Najwieksze
wartoéci L* odnotowano u kaptondw A-33 (L*¥=72,19), a istotnie mniejsze u kaptondw z roddw:
7-33 i R-11 (L*=69,95-70,31). W odniesieniu do barwy czerwonej (a*) najwieksze wysycenie od-
notowano w rodach A-33 i S-66 (a*=4,25-4,45), natomiast w kierunku zéttym (b*) u kaptondw
R-11, A-33 i 7-33 (b*=13,25-15,31). Oceniane grupy ptakdw nie roznity sie pod wzgledem po-
miardw kwasowosci miesni mierzonych w 15. minucie i 24. godzinie po uboju, a spadek od-
czynu pH pomiedzy badaniami przyjmowat wartosci od 0.50 do 0.53 pkt. dla miesni piersiowych
oraz od 0.37 do 0.43 pkt dla miesni ndg. Najlepsze parametry kruchosci wykazywaty miesnie
piersiowe kaptondw R-11 (14,65 N) w odréznieniu od kaptondw A-33 (18,28 N), przy istotnych
réznicach statystycznych (P<0.05). Krucho$¢ miesni nég wahata sie od 22,32 (R-11) do 25,51 N
(A-33), bez wyraznych réznic statystycznych.

Rycina 1. Masa ciata (g).
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Rycina 2. Zawarto$¢ miesni piersiowych i nég (%).
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Rycina 3. Krucho$¢ mieéni piersiowych i nég (N).
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A, B...A, B... —wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami réznig sie istotnie P<,01; a, b...— dla P<0,05.

Zadanie 04-12-01-11
Okreslenie wptywu wybranych preparatéw bioaktywnych podanych in ovo na
ksztattowanie wskaznikdw wylegowosci drobiu wodnego.

kierownik zadania: dr inz. Lidia Lewko

Celem badan byto okrellenie wptywu wybranych preparatéw bioaktywnych podanych
in ovo w okreslonych terminach okresu embriogenezy gesi na ksztattowanie wskaznikéw wyle-
gowosci, przezywalnosci i zdrowotnosci pisklgt.

Materiatem badawczym w realizowanym zadaniu byty jaja wylegowe gesi biatych ko-
tudzkich® (W-31). Ptaki te utrzymywane sqg w SZGDW IZ PIB ZD Kotuda Wielka.

Fot. 1. Mieszanhce towarowe gesi biatych kotudzkich®.

Gesi, od ktérych pobierano jaja do iniekcji, utrzymywano w jednakowych warunkach
Srodowiskowo-zywieniowych. Od ptakdw bedgcych w jednakowym wieku pobrano jaja do
doswiadczalnej inkubacii (dwa powtdrzenia). Ogdtem doswiadczalne] inkubacji, poddano
360 jaj gesich. Utworzono sze$¢ grup doswiadczalnych.
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W okresie od maja do czerwca br. przeprowadzono iniekcje:
1.  witaming K (Vitacon/Phytomenadionum, 10 mg/ml, Polfa, Warszawa) w nastepujgcych
grupach:
a) kontrolna — niepoddana iniekcji (K1)*(30 jaj), 13. doba,
b) doswiadczalna 1 (BK-K1) —iniekcja witaminy K w dawce 10 mg/jajo w 13. dniu inkubaciji
(30 jaj),
c) doswiadczalna 2 (BK-K2) — iniekcja witaminy K w dawce 10 mg/jajo w 20. dniu inkubaciji
(30 jaj).

2. preparatem lizozymu o aktywnosci =2 40.000 U/ml (1 g, Sigma-Aldrich) w nastepujgcych
grupach:
a) kontrolna - niepoddana iniekcji (K2)*(30 jaj), 20. doba,
b) doswiadczalna 1 (BK-L1) —iniekcja preparatem lizozymu w dawce 0,1 mi/jajo w 13. dniu
inkubacii (30 jaj),
c) doswiadczalna 2 (BK-L2) —iniekcja preparatem lizozymu w dawce 0,1 mi/jajo w 20. dniu
inkubacii (30 jaj).
* Jaj nie poddano iniekcji, ale wyjeto z aparatu na czas (Srednio 30 minut), w jakim przebywaty na zewngtrz aparatu
wylegowego jaja iniekowane danej grupy doswiadczalnej.

Fof. 2. Przygotowanie do iniekcji -

nawiercanie otworu w skorupie. Fot. 3. Inkubacja jaj doswiadczalnych.

M@_,, _
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Wszystkie doswiadczenia i badania zrealizowano w SZGDW IZ PIB ZD Kotuda Wielka ze
wzgledu na to, iz na fermie utrzymywane sq stada gesi biatych kotudzkiche (W-31), od ktdrych
pobrano jaja przewidziane do eksperymentdw. W tutejszym zaktadzie wylegowym, przeprowa-
dzono zgodnie z przyjetymi w nim standardowymi procedurami, inkubacje jaj doswiadczalnych
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 pomocg programu Statistica 10 (StatSoft, 2006). Obliczono
srednie arytmetyczne (x), odchylenie standardowe (SD) i wspdtczynnik zmiennosci (v). W celu
okreslenia istotnosci rdznic miedzy Srednimi dla grup, zastosowano test Duncana. Rdznice
uznano za statystycznie istotne na poziomie p<0,05. Przeprowadzono ponadto dwuczynnikowq
analize wariancji z uwzglednieniem interakciji. Istotno$¢ wptywu kazdego zrédta zmiennosci
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oceniono testem F-Snedecora. Wyniki opracowano w formie sprawozdania rocznego z reali-
zowanego zadania.

Naijciezsze jaja natozone pochodzity z grupy doswiadczalnej ptakdéw (BK-L1) iniekowanej
preparatem lizozymu w dawce 0,1 ml/jajo w 13. dniu inkubacji- 177,3 g. Z kolei, najnizszg mase
natozonych jaj odnotowano w grupie BK-K1 (grupa doswiadczalna poddana iniekcji witaming
K w dawce 10 mg/jajo w 13. dniu inkubaciji) - 175,1 g. W przypadku pozostatych grup doswiad-
czalnych masa w/w jaj miescita sie w przedziale od 175,3 (iniekcja witaming K w dawce
10 ml/jajo w 20. dniu inkubacji) do 176,8 g (iniekcja preparatem lizozymu w dawce 0,1 mg/jajo
w 20. dniu inkubacji). Wykazano réznice statystycznie istotne (p<0,05).

W grupie gesi iniekowanych preparatem lizozymu w dawce 0,1 ml/jajo w 20. Dniu inku-
bacji (BK-L2) wykazano najwiekszy stosunek jaj wylezonych do zaptodnionych (85,45%) i wyle-
zonych do przetozonych (92,67%) przy jednoczes$nie najmniejszej ilosci jaj niewylezonych
(7.32%), pisklgt kalekich (0,41%) i zarodkdw zamartych (7,79%). Odwrotng sytuacije stwierdzono
w grupie doswiadczalnej K-1 (kontrolna, bez iniekcji/ w 13. dobie), w ktdérej odnotowano naj-
mniejszy stosunek jaj wylezonych do zaptodnionych (83,11%) oraz jaj wylezonych do przetozo-
nych (91,48%). Najwiekszqg ilo$¢ jaj niewylezonych (8,52%) i zarodkdw zamartych (9,15%) wyka-
zano w grupie doswiadczalnej K1. Stwierdzono ponadto najwiekszg ilo$¢ piskigt kalekich
(0,52%) w grupie doswiadczalnej poddanej iniekcji witaming K w dawce 10 mg/jajo w 13. dniu
inkubacii. llos¢ jaj przetozonych zawierata sie w granicach od 90,85 (K-1) do 92,20% (BK-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

Celem badanh byta ocena miesa pulard czterech ras zywionych mieszankg zbozowqg. Doswiad-
czenie przeprowadzono w ZD IZ PIB Chorzeldw Sp. z 0.0. Procedury byty zgodne z wymaga-
niami lokalnej komisji etycznej do spraw do$wiadczen na zwierzetach.

Ptaki po wylegu oznakowano i przydzielono losowo do czterech grup:

Grupa | — pulardy Z-33, $cidtkowy system utrzymania, zywienie mieszankg doswiadczalng,
Grupa Il - pulardy S-66, scidtkowy system utrzymania, zywienie mieszankg do$wiadczalng,
Grupa lll = pulardy R-11, $cidtkowy system utrzymania, zywienie mieszankq doswiadczalng,
Grupa IV — pulardy A-33, $cidtkowy system utrzymania, zywienie mieszankg doswiadczalng.

Ptaki utrzymywano w standardowych warunkach srodowiskowych, przy wielkosci olbsady
wynoszgcej 7 sztuk/m?2. Program obejmowat szczepienia przeciwko chorobie: Mareka, rzeko-
memu pomorowi, zakaznemu zapaleniu oskrzeli, chorobie Gumboro oraz kokcydiozie. Przez
caty okres odchowu i tuczu kurki/pulardy zywione byty ad libitum.

Zabieg sterylizacji zostat przeprowadzony w znieczuleniu miejscowym przez lekarza we-
terynarii w 10. tygodniu zycia ptakdw, przy masie ciata ok. 1 kg. Tucz ptakdw trwat do 24. tygo-
dnia zycia.

Po zakonczeniu do$wiadczenia, z kazdej grupy wybrano do uboju po osiem ptakdw
o masie ciata zblizonej do $redniej w grupie. Ptaki przez okoto 12 godzin przed ubojem nie otrzy-
mywaty paszy, natomiast miaty zapewniony staty dostep do wody. Po uboju sprawdzono sku-
teczno$¢ przeprowadzonego zabiegu sterylizaciji (brak jajnika). Schtodzone tuszki poddano
uproszczonej andlizie rzeznej wedtug metodyki Zioteckiego iDoruchowskiego (1989), po
uprzednim okresleniu ich barwy i przy uzyciu spektrofotometru odbiciowego Minolta CR 310. Za
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pomocg pH-metru CyberScan 10 okre$lono kwasowos$E miesni w 15. minucie oraz w 24. godzi-
nie po uboju.

Uzyskane wyniki zweryfikowano statystycznie przy uzyciu analizy wariancji (ANOVA). Ob-
liczenia wykonano pakietem statystycznym Statistica 13.3. Sposrdd pulard wybranych do ana-
lizy rzeznej (Rycina 1. i Tabela 1.) najciezsze byty S-66 a najlzejsze 7-33 (P<0,01), srednio roznica
miedzy tymi rodami wynosita 165 g.

Rycina 1. Masa ciata (g).
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Najwyzszg wydajnos¢ rzeznq z podrobami (75,51%) i bez podrobdw (71,44%) uzyskaty
ptaki S-66 (P<0,05), wartosci te byty wieksze odpowiednio o 3,01 3,33 punktéw procentowych
od najnizszych. Najwieksze straty masy tuszki (Tabela 1.), podczas ich schtadzania przez 24 h
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zanotowana w rodzie 7-33. Pulardy rodu R-11 wyrézniaty sie istotnie (P<0,05 i P<0,01) wiekszqg
zawarto$cig miesni (Rycina 2.) piersiowych (18,21%) i ndg (20,89%) oraz udziatem kosci (5.30%).

Najwiekszy udziat podrobdw w tuszce zanotowano w rodzie S-66 (P<0,05). Oceniane
grupy ptakdw réznity sie (P<0,01) pod wzgledem zawartosci ttuszczu sadetkowego. Prawie
dwukrotnie wiekszg warto$¢ tego parametru uzyskaty ptaki A-33, w poréwnaniu z pozostatymi

badanymi rodami.

Tabela 1. Masa ciata oraz wyniki analizy rzezne;.

Grupa

Cecha -

I (-33) Il (S-66) (R-11) IV (A-33)
Masa ciata (g) 1437 £ 47,62 B 1602 £73,91 A 1569 £77,52 A 1591 £75,05 A
Straty masy tuszki (%) 2,07+0,64 a 1,96+0,72 a 1,33£0,41 b 1,36+0,43 b
Wydajno$¢ rzezna z podrobami (%) 7329 £2,62b 75,51 £2,29 a 72,71 +£1,63b 7275179 b
Wydajno$¢ rzezna bez podrobdw (%) 69,16 £ 2,69 71.44+2,60 a 68,11 1,80 b 68,73+2,09 b
Mieénie piersiowe (%) 17,76 £ 1,54 Aa 16,25+1,09 b 1821 £1,19 Aa 15,45+ 1,66 B
Mieénie nog (%) 19.54+1,76 20,60 £ 1,64 20,89 £ 2,07 1924+2,16
Kosci nég (%) 506+0,71 5,05 0,50 5,30+ 0,61 4,78 £0,43
Podroby (%) 5,64 +0,45 6,34+0,88 a 5,41 +0,69 b 553+0,66 b
Ttuszcz (%) 3.10£0918B 2,11+1,058B 2,25+0,60B 500+ 1,44 A

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

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono statystycznie istotne rdznice w barwie
tuszek (L*ib*). Najbardziej jasne sq pulardy rodu S-66 (Tabela 2.), a najmniejszg wartos¢ L*
uzyskaty ptaki z rodu Z-33 (P<0,01) oraz A-33 (P<0,05). W odniesieniu do barwy zotte] (b*)
najwieksze wysycenie odnotowano w rodzie A-33 (18,63).

Tabela 2. Barwa tuszki.

Grupa
Cecha -
| (2-33) Il (S-66) Il (R-11) IV (A-33)
L* 69,42 £0,68 B 71,86 £ 1,32 Aa 71,36 £1,15A 70,55 £ 1,33b
a* 3,18 £0,51 4,11 +£0,94 4,02 £1,30 4,00 £0,87
b* 14,84+ 1,45 A 11,32+2,058B 13,23 £ 2,05 ABC 18,63+ 1,93 A

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

Kwasowos¢ miesni piersiowych i miesni nég ptakdw mierzona po 15 minutach po uboju
oraz po 24. godzinach chtodzenia tuszek, utrzymywata sie na podobnym poziomie.

Podsumowujgc uzyskane wyniki stwierdzono, ze najlepszym materiatem wyjsciowym do
produkciji pulard sg kury rhode island red (R-11) — mieénie piersiowe i mie$nie ndg oraz susex
(S-66) — masa ciata, wydajnos¢ rzezna oraz barwa tuszki.
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Zaktad Hodowli Owiec i Koz
kierownik: dr hab. Aldona Kawecka, prof. IZ PIB

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

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

Cel zadania:

— Stworzenie systemu do monitoringu populaciji i obstugi ksigg kdz karpackich.

— Ocena struktury genetycznej odtworzonej rasy kéz karpackich na podstawie informacii
z markeréw mikrosatelitarnych oraz ocena przydatnosci tego narzedzia w identyfikaciji
osobniczej kéz.

— Andaliza polimorfizmu gendw biatek mleka kdz karpackich oraz ocena mozliwosci wykorzy-
stania w ocenie przydatnosci technologicznej i dietetycznej surowca.

System do monitoringu populacii i obstugi ksigg kdz karpackich:

Stworzono system do gromadzenia, przetwarzania i prezentacji danych dotyczgcych kozy kar-
packiej (System ,,Kozy"), stuzgcy do koordynowania dziatan IZ PIB w zakresie ochrony — identy-
fikaciji i lokalizacji kazdego zwierzecia. Pozwala on okresli¢ aktualny stan zwierzgt objetych pro-
gramem ochrony zasobdw genetycznych oraz stuzy do wystawiania swiadectw wpisu zwierzgt
do ksigg kéz karpackich.

Aplikacja zostata stworzona w jezyku C# Srodowiska Visual Studio 2015 z uzyciem
Net 4.5.1, RepportViewer 12, dapper 1.6. Zawiera interfejs do wprowadzania i modyfikacji do-
nych w bazie oraz pozwala na wystawianie swiadectw wpisu do ksigg.

Baza obejmuje dane o zwierzetach urodzonych po 2003 roku i obecnie zawiera informa-
cje 0 565 kozach i 103 koztach. Od 2006 roku prowadzona jest kontrola mlecznosci kéz karpac-
kich. W 2021 roku oceniono 250 kdéz matek z 14 gospodarstw — ddj trwat srednio 204 dni (od
154-241 dni), a $rednia wydajno$¢ mleczna wynosita 225,22 kg mleka. Najwyzsza wydajnos$é
mleczna wynosita 508 kg a najnizsza 53 kg. Zawartos¢ ttuszczu miescita sie w przedziale od 1,69-
7.35%, srednio wynoszgc 3,36%, a zawartos¢ biatka w przedziale od 2,59-9,1%, srednio 3,43%.
Urodzity sie 322 kozleta, srednio na wykot przypadato 1,2 koZlecia, z czego 47% stanowity ko-
ziotki, a 53% kozki.

Uzyskane dane pozwalajqg przesledzi¢ zmiany zachodzgce w populacii kéz karpackich.
Na przestrzeni ostatnich szesciu lat w ocenianych stadach widaé spadek wydajnosci mleka
7 332.7 kg do 225.2 kg w laktacji (Wykres 1.). Zwigzane to byto z wejsciem do hodowli wielu
nowych stad, w ktdrych utrzymywane sg mtode kozy. Procentowa zawarto$¢ biatka [%] byta
wyzsza niz w 2015 roku. Tendencje wzrostowq zaobserwowano tez dla zawartosci ttuszczu
w mleku (Wykres 2.).
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Wykres 1. Srednie roczne wydajnoéci mleczne i dtugosci trwania doju dia kéz karpackich w latach 2015 - 2021.
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Wykres 2. Srednia roczna procentowa zawartosé tuszczu i biatka [%] w mieku dla kéz karpackich w latach 2015 —
2021.
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Struktura genetyczna populacii kéz karpackich:

W ramach dziatan przebadano 249 dorostych osobnikdw kéz karpackich (samice i samce)
w 14 stadach, objetych programem ochrony zasobdw genetycznych (Fot. 1.). W badaniu tym
przeanalizowano 14 markeréw mikrosatelitarnych zalecanych przez International Society for
Animal Genetics (ISAG) do indywidualnej identyfikacji kdz i testowania ich pochodzenia.
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Fot. 1. Rozmieszczenie stad kéz karpackich objetych badaniami.
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Réznorodnosé genetyczna w badanych loci mikrosatelitarnych:

W Tabeli 1. przedstawiono szacunki réznorodnosci genetycznej w 14 loci. W analizowanych
mikrosatelitach znaleziono tgcznie 128 alleli. Ogdina srednia obserwowanej liczby alleli wynio-
sta 9,143, podczas gdy srednia efektywna liczba alleli 3,798 (Ne) byta nizsza. Najbardziej poli-
morficznym markerem okazat sie MAF65 z 13 allelami na locus. Srednia warto$é obserwowanej
heterozygotycznosci wyniosta 0,671, przy czym najwyzszg warto$¢ uzyskano dla markera
SRCRSP23 (0,847), a najnizszg dla markera INRA063 (0,382), dla ktérego stwierdzono rowniez
najnizszg warto$¢ Ne (1,636). Podobne wyniki uzyskano dla oczekiwanej heterozygotycznosci,
ktérej srednia wyniosta 0,701. Dziesie¢ z 14 loci wykazato znaczne odchylenia od HWE. Wskaz-
niki zawarte w parametrach statystyki F wykazaty srednig wartos¢ Fis z wartoéciq ujiemng -0,047,
dopasowanie 0,045.

Struktura populacii i zwigzek genetyczny:

Metoda Delta K wykazata, ze najlepszym K byto K=2 (Wykres 4.). Dane te sugerujq istnienie
dwdch gtéwnych skupisk w polskiej populaciji kéz karpackich (Fot. 1.). Mozna réwniez zauwa-
zy¢, ze populacja 14 (Banska Nizna) sktada sie z innego skupienia niz populacije 4 (Szlembark)
i 11 (Kobylec) — majg one niewielkg wzajemng domieszke. Pozostate 11 populacji to mieszanki
osobnikdw z dwdch klastrow genetycznych.

Tabela 1. Réznorodnos¢ genetyczna i parametry statystyki F dia 14 markeréw mikrosatelitarnych.

Locus Na Ne Ho He P HWE Fis Fit Fst

SRCRSP23 12 7.027 0.847 0.858 0.010 o -0.089 -0.006 0.076
ILSTS87 11 4.071 0.751 0.754 0.977 ns -0.093 -0.001 0.084
INRAO63 6 1.636 0.382 0.389 0.000 e -0.050 0.017 0.065
SRCRSP8 10 3.117 0.614 0.679 0.000 ok -0.018 0.090 0.106
OarFCB20 7 3.194 0.679 0.687 0.479 ns -0.004 0.057 0.061
MAF65 13 3.762 0.667 0.734 0.000 ok -0.032 0.094 0.122
MCM527 7 2.894 0.610 0.654 0.076 ns 0.028 0.131 0.106
CSRD247 10 4.015 0.747 0.751 0.003 o -0.111 -0.007 0.094
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INRAOOS 12 6.179 0.779 0.838 0.000 o -0.061 0.065 0.118
ILSTS19 8 4111 0.719 0.757 0.001 o -0.036 0.062 0.095
ILSTSO08 7 2.297 0.590 0.565 0.013 * -0.172 -0.101 0.060
INRAOOS 5 2.992 0.622 0.666 0.142 ns 0.016 0.094 0.079
SRCRSPS 9 4.236 0.695 0.764 0.000 o 0.003 0.093 0.090
INRAO23 11 3.640 0.691 0.725 0.000 o -0.036 0.048 0.081
Mean 9.143 3.798 0.671 0.701 -0.047 0.045 0.088
Total 128

Key: ns=noft significant, * P<0.05, ** P<0.01, ** P<0.001; Na, number of different alleles; Ne, number of effective alleles;
Ho, observed heterozygosity; He, expected heterozygosity; P, a deficit of heterozygotes; HWE, Hardy—Weinberg equ
librium; Fis, the inbreeding coefficient within individuals relative to the subpopulation; Fit, the inbreeding coefficient
within individuals relative to the total; Fst, the inbreeding coefficient within subpopulations relative fo the total.

Wykres 3. Wartosci Delta K uzyskane za pomocg STRUCTURE HARVESTER (b) andaliza strukturalna dia K=2 uzyskana dla
14 populacji o wartoéciach od 1 do 14: Bolechowice, Bdbrka, Odrzechowa, Sziembark, taki Kozielskie, Zernica,
Kluszkowce, Nowa Biata, Pisarzowice, Mogilno, Kobylec, Poronin - 1, Poronin - 2 i Bahska Nizna.

DeltakK = mean(|L""(K)}]) / sd(L{(K)) a
400H
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g 200
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Zwigzek genetyczny miedzy czternastoma subpopulacjami pokazano na Wykresie 4.
Dendrogram wygenerowany przez UPGMA na podstawie dystansu genetycznego wskazat, ze
najbardziej odlegtymi populacjami byty SzZliembark i Banska Nizna. Analiza dokumentacii ho-
dowlanej potwierdzita przedstawione zaleznosci: stada Bdbrka, Poronin — 2, Poronin — 1, utwo-
rzone w wiekszosci z materiatu ze stada Banska Nizna. Kolejne na dendogramie stada posia-
dajg zwierzeta pochodzgce w znacznej czesci z najstarszego stada Odrzechowa. Stada po-
czagwszy od Nowa Biata nie miaty kontaktu ze stadem Banska Nizna.
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Wykres 4. Dendrogram odlegtosci genetycznej miedzy wszystkimi osobnikami wedtug algorytmu UPGMA.

820 Banska Nizna
g1 Poronin-2
7.799 Bobrka
obfs 1815 Poronin-1
sa1 taki Kozielskie
ot 1224 Kluszkowce
12 Nowa Biata
s zon Zemica
olodt 6064 Pisarzowice

et 826 Bolechowice
ols kel Kobylec
a5t Odrzechowa
& Mogilno
£3 Szlembark

Polimorfizm biatek mleka koziego:

Probki DNA 294 kéz réznych ras (karpacka; anglonubijska; alpejska; barwna; kozy bezrasowe)
poddano analizie genetycznej, skupiajgc sie na genach CSN1ST oraz CSN2. W przypadku genu
CSN1S1 podijeto prébe identyfikacji allelu F, ktéry warunkuje niski poziom ekspresji kazeiny-as.
W przypadku genu CSN2, analiza skupita sie na zmiennosci genetycznej odpowiadajgcej alle-
lom A, A1, C, C1, E,0i01. DNA wyizolowano z zastosowaniem zestawu Sherlock AX (A&A Bio-
technology) wedtug protokotu producenta. Stezenie i jako$¢ wyizolowanego DNA spraw-
dzono na spektrofotometrze MaestroGen.

Dla genu CSNI1ST1, na podstawie sekwencji referencyjnej z GenBanku, zaprojektowano
(program Primer 3) rézne pary starteréw do sekwencjonowania fragmentu genu obejmujg-
cego odcinek intronu 8. do infronu 11. Nie sposéb byto zweryfikowaé doktadnie wariantow
allelicznych przy zastosowaniu samego sekwencjonowania. Ponadto liczne delecje iinsercje
w tym odcinku uniemozliwity precyzyjng analize zmiennosci tego fragmentu u badanych zwie-
rzgt (Wykres 5.). W analizie skupiono sie wiec na wykluczeniu obecnosci niekorzystnego allelu
F. Zastosowano metode RFLP, z enzymem Xmnl, ktéra umozliwia wykrycie inserciji 11 bp (I) w in-
tronie 9. i jednoczesnie delecji nukleotydu C w pozycji 23. eksonu 9. (D).

Wykres 5. Insercja 11 nukleotyddw w intronie 9 genu CSNISI utrudnigjgca wiarygodng analize wynikéw
sekwencjonowania.
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Dla genu CSN2, zastosowano metode genotypowania z uzyciem aparatu StepOne Plus
Real fime PCR System (Applied Biosystems) i znakowanych sond TagMan MGB oraz sekwencjo-
nowanie wybranych fragmentéw genu na sekwenatorze kapilarnym Genetic Analyzer 3500x!
(Applied Biosystems). Do projektowania wykorzystano sekwencje referencyjng z GenBanku
(AJO11018.3). Zaprojektowano zestawy sond i starterdw do trzech pozycji w genie: g.8915C>T,
0.8561delA oraz kodonu A177V.

Stosujgc metode RFLP zaobserwowano na zelu agarozowym 10 réznych wariantéw ge-
notypowych genu CSNI1ST, powstatych wskutek roznej kombinacji wariantéw allelicznych. Me-
toda pozwala zidentyfikowac allel F, ale nie pozwala na jednoznaczne potwierdzenie obec-
nosci pozostatych wymienionych alleli, do identyfikacji ktérych konieczne jest zastosowanie in-
nych metod. W badanej metodqg RFLP (Fot. 2.) grupie kdéz uzyskano wyniki dla 275 osobnikdw
(Tabela 2.). Znaleziono niemal wszystkie warianty genotypowe pod wzgledem opisanych wyzej
delecijiiinsercji. Az 37% badanych zwierzgt miato genotyp D-I+/D-I-, 28% miato genotyp D-I-/D-
I-, a ok. 10% kéz miato genotyp zawierajgcy allel D+I+ (tylko 3 osobniki kozy karpackiej w ukta-
dzie homozygotycznym), ktéry powigzano z allelem F genu CSNI1S1, odpowiedzialnym za niskqg
ekspresje biatka CSN1S1T w mleku.

Tabela 2. Czesto$¢ wystepowaniainsercji 11 bp (I)  Fot. 2. Analiza RFLP z enzymem Xmnl fragmentu genu CSN1ST,
w intronie 9. oraz delecji nukleotydu C w pozycji wybrane warianty; M — marker; P — niepociety produkt PCR;
23. eksonu 9. (D). 1 —wariant D-I+ / D-I-; 2 - wariant D+l-/ D-I+; 3 — wariant D-I-/D-

I-; 4 - wariant D+I-/D-I-.

Wynik rflp Czestos¢ wariantu
(%]
DI+ /Dt I+ 1,09
D+1-/D+I- 1,82
D-1+/D- 1+ 11,64
D-I-/D-1- 28,00
D+ 1+ / D+ I- 0,00
D+ 1+ /D- I+ 3,27
D+ 1+ / D-I- 6,18
D+I-/D- I+ 4,73
D+1-/D-I- 5,82
D-1+/D-1- 37,45

Metoda dyskryminaciji alleli (genotypowanie na aparacie real-time PCR) pozwala na
szybkqg identyfikacje znanych wczesniej mutacji. Wystepowanie nukleotydu T w pozycji
9.8915C>T, powoduje powstanie kodonu stop, co powigzano z niekorzystnym allelem 01. De-
lecja nukleotydu A (g.8561delA) zostata powigzana z wystepowaniem niekorzystnego allelu 0,
gdyz powoduje ona przesuniecie ramki odczytu i powstanie kodonu stop wptywajgc tym sa-
mym na ekspresje biatka. W przypadku kodonu 177, wystepowanie nukleotydu T (GTA) jest
charakterystyczne dla allelu C, a nukleotydu C (GCA) wiqgze sie z allelami AT, E, 0i01.

Stwierdzono, ze najczestszym allelem genu CSN2 w badanej populacji kdz karpackich
byt allel C (56,3%), frekwencja allelu A wyniosla 22,89%, a allel C1 miat czestos¢ okoto 20,88%
(Wykres 6.). CzestosS¢ alleli przektada sie na czesto$¢ obserwowanych genotypdw (Wykres 7.).
Genotypy CC i AC byty najpowszechniej wystepujgcymi genotypami w populacji kdz karpac-
kich.

W badanej grupie kdz wszystkie osobniki byty homozygotami CC w pozycji g.8915 i ho-
mozygotami AA w pozycji g.8561 (brak deleciji), co wyklucza obecnos¢ alleli 01 i 0. Nie znale-
ziono rowniez u zadnego osobnika allelu E, a analiza haplotypdw wykazata obecnos¢ alleli A,
C oraz C1 (Wykres 8.). Genotypy CC i AC byty najpowszechniej wystepujgcymi genotypami
w polskiej populacii kdz.
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Biorgc pod uwage poszczegdlne rasy kdz widac rdznice w czestosci genotypdw CSN2.
W rasie karpackiej najczestszy byt genotyp CC (31,7%) i AC (25,3%), w rasie anglonubijskiej 65%
osobnikdw miato genotyp AA. Wielu autoréw uwaza, ze zawarto$é biatka w mleku kdz possia-
dajgcych allele A'i C jest porobwnywalna, a ekspresja biatka dla tych alleli jest normalna, nie-
ktérzy zaobserwowali najwyzszg zawartos¢ biatka u kdz rasy Sarda z genotypem AA. Wymaga
to dalszych badan w polskiej populacii kdz.

Wykres 6. Czestos$¢ alleli genu CSN2 kozy karpackiej [%].
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Wykres 7. Czesto$¢ genotypdw CSN2 w populacji kozy
karpackiej [%)].
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Wykres 8. Czestos¢ genotypdw CSN2 w poszczegdinych rasach kéz [%].
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Whnioski:

W utworzonej w frakcie realizacji zadania aplikacji bazodanowej gromadzono dane dla catej
populacji kéz karpackich utrzymywanych w kraju. System stuzy do koordynowania dziatan
IZ PIB w zakresie ochrony, identyfikacii i lokalizacji kazdego zwierzecia, pozwala okresli¢ aktu-
alny stan zwierzgt objetych programem ochrony zasobdw genetycznych. Aplikacja daje moz-
liwos¢ generowania ,,Swiadectwa wpisu do ksigg”, co znacznie utatwia obstuge ksiag zwierzat
tej rasy i minimalizuje btedy w prowadzeniu dokumentacji hodowlane;.

Niniejsze badania pokazaty stan struktury genetycznej odtworzonej populacji kdz kar-
packich. Uzyskane parametry wskazujg na prawidtowosé¢ prowadzonej pracy hodowlanej
w ramach programu ochrony zasobdw genetycznych oraz dajg wskazéwki do podejmowania
kolejnych krokdéw zwigzanych z hodowlqg tej cennej rodzimej rasy.

Kozy karpackie hodowane w Polsce charakteryzowaty sie stosunkowo duzg réznorodno-
§cig genetyczng ze $redniq alleli na locus, wysokimi warto$ciami heterozygotycznosci oraz ni-
skim poziomem wspodtczynnika inbredu, co $wiadczy o braku zagrozenia chowem wsobnym
w badanej populaciji.

Parametry obliczone dla analizy rodzicielskiej wykazaty, ze uzyte markery w zalecanym
przez ISAG panelu sg przydatne do rutynowej kontroli rodowoddw kdz karpackich.

W badanej populaciji kéz okoto 10% osobnikéw posiadato niekorzystny allel F genu
CSN1ST; nie stwierdzono obecnosci niekorzystnych alleli genu CSN2 (0,01).

Zaobserwowano réznice w czestosci genotypdw genu CSN2 pomiedzy rasami, jednak ze
wzgledu na nieréwng liczebnos¢ grup analizy powinny objgé wiekszg populacje.

Zadanie 01-13-04-11

Wykorzystanie dodatkdw ziotowych w poprawie zdrowotnosci i wynikdw produkcyjnych
matych przezuwaczy.

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

Fot. 1. Kozy karpackie (M. Pasternak) Fot. 2. Owce wrzoséwki (A. Kaweckal)

Cel badan:

Celem podjetych badan jest zobadanie wptywu wybranych dodatkdw paszowych na zdrowot-
no$¢ i wyniki produkcyjne jagniagt i koZlgt ras rodzimych oraz na wyniki uzytkowosci mlecznej
kdz karpackich. Zwierzeta otrzymywaty mieszanke ziotowq, w postaci dodatku suszu z zidt do
paszy tresciwej. W tym etapie planowane byto okreslenie korzystniejszego udziatu fitododatku
do paszy tresciwej, w celu wyboru optymalnego modelu zywienia.
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W ramach tego etapu zredlizowano nastepujgce zadania:

Opracowanie mieszanki ziotowe.

Mieszanki ziotowe (susz) zawierajgce po cztery komponenty (Tabelal.) zastosowano jako do-
datek do paszy tresciwej dla jagniat, kozlgt i kdz.

Tabela 1. Sktadniki mieszanki ziotowej dla jagnigt i kdz.

Jagnieta i koZleta Kozy
Koper wtoski Koper wtoski
Jezdbwka purpurowa (Echinacea) Tymianek
Czosnek Pokrzywa
Tymianek Ostropest

Ocena wskaznikdw produkcyjnych.

W Stacji Oceny Trykdw w Kociugach w ZD IZ PIB Pawtowice przeprowadzono cze$¢ doswiad-
czalng zadania. Jagnieta rodzimej rasy owiec wrzoséwka (24 sztuki) oraz koZleta rodzimej rasy
kdz karpackich (24 sztuki) ze stad IZ PIB, utrzymywane byty w kojcach grupowych. W kazdej
rasie wyodrebniono trzy grupy, ustalone wedtug zatozeh metodycznych, po 8 jagnigt w kojcu.
Przez caty okres tuczu zwierzeta otrzymywaty sporzgdzong w ramach eksperymentu mieszanke
fresciwa.

Pomiary przyzyciowe.

W czasie doswiadczenia wykonano pomiary przyzyciowe (masa ciata, pomiary USG po-
wierzchni m.l. dorsi, kontrola pobrania paszy).

Pomiary poubojowe.

Po zakonczeniu tuczu jagnieta i koZleta 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, dysek-
cje szczegdtowq udzca.

Ocena jakosci miesa.

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

W Tabeli 2. przedstawiono wyniki analiz chemicznych miesa jagnigt merynosa polskiego
w starym typie oraz merynosa barwnego, zywionych paszg kontrolng oraz z réznym udziatem
fitododatku. Analizy te dotyczqg prac zaplanowanych na 2021 rok.
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Tabela 2. Sktad chemiczny miesa jagniecego.

Parametr Sucha masa (%) | Popidt (%) Ttuszez (%) Biatko (%) Cholesterol(mg/I)
Grupa/rasa merynos polskiego w starym typie

Kontrola 24,38 1,07 2,56 19.89 0,69

Ziotall 24,0 1,07 1,91 19,96 0,70

Ziota ll 23,03 1,04 1,78 19,18 0,70

merynos barwny

Kontrola 24,37 1,05 2,21 19,87 0,69
Ziota l 24,52 1,05 1,92 20,29 0,69
Ziota ll 24,42 1,05 1,91 20,19 0,67

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 mechanicz-
nie — od maja do pazdziernika. Na czas trwania badan stado podzielono na grupy doswiad-
czalne. Czynnikiem dos$wiadczalnym byta ilo$¢ dodatku ziotowego w paszy tresciwe;.

W miesigcach lipiec-sierpien, po okresie adaptaciji do nowej paszy pobierano prébki
mleka co dwa tygodnie do oceny jego jakosci (sktad, zawarto$s¢ komobrek somatycznych) na
aparacie Milcoscan. Obecnie trwa analiza uzyskanych wynikdw.

Ocena wskaznikdw fizjologicznych.
W celu oceny zdrowotnosci zwierzgt, przed rozpoczeciem pobierania paszy i na zakohczenie
eksperymentu, przeprowadzono badania krwi — morfologia (leukocyty, erytrocyty, limfocyty,

ptytki krwi, hemoglobina) oraz biochemia (glukoza, cholesterol, tréjglicerydy, fosfolipidy, biliru-
bina, mocznik, kreatynina, biatko catkowite, albuminy, globuliny, AST, ALT).
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Zaktad Hodowli Drobnego Inwentarza
Kierownik: prof. dr hab. Dorota Kowalska

Zadanie 04-14-05-11
Wptyw rolnictwa precyzyjnego na produkcje suma afrykanskiego w obiegu zamknietym.

kierownik zadania: dr inz. Przemystaw Pol

W pierwszym kwartale biezgcego roku wykonano pierwszy cel badawczy: ,,Projekty, proto-
typy”, ktéry polegat na wykonaniu prototypdw specjalnych urzgdzen stuzgcych do monitoro-
wania parametrow wody w basenowym obiegu RAS oraz oéwietlania filtréw roslinnych. Efek-
tem tego celu jest ztozenie dwdch wnioskdw patentowych: ,Uchwyt ptywakowy"” (numer zgto-
szenia P.442864) oraz ,,Ptywakowy uchwyt oswietlenia” (numer zgtoszenia P.443056).

W drugim kwartale 2022 roku wykonano drugi cel badawczy - ,,Doswiadczenie te-
stowe 1", polegajgce na przetestowaniu oraz skonfigurowaniu urzgdzeh do monitorowania
parametrow: TDS, pH, temperatury, ORP oraz twardosci weglanowej. Urzgdzenia zostaty pod-
tgczone do routera pracujgcego w pasmie 2,4 GHz oraz do jednej cyfrowej platformy, z ktérej
mozna byto zarzgdzac ich pracg i zmieniac¢ ustawienia.

Wszystkie sondy oraz czujniki w liczbie frzech sztuk dla kazdego urzgdzenia, zostaty za-
montowane na urzgdzeniach bedgcych wnioskami patentowymi, po czy rozpoczeto testowa-
nie stabilnosci ptywakdw w basenie filtracyjnym.

W miesigcu czerwcu zlecono ZD IZ PIB Grodziec Slgski Sp. z 0.0. zakup 3 000 sztuk wylegu
suma afrykanskiego wraz z paszqg oraz podtgczenie do internetu budynku z basenami dla ryb.

W ftrakcie realizacji tego celu analizowano prace systemow filtracji oraz tgcznosci urzg-
dzen. Wszelkie nieprawidtowosci byty na biezgco korygowane, a urzgdzenia kalibrowane. Uzy-
skiwane pomiary byty z chmury konwertowane na dane do arkusza kalkulacyjnego. Zbierane
dane pozwolity dokonaé wstepnej analizy prawidtowej pracy obiegdw hodowlanych.

Trzeci cel badawczy ,,Nowy obieg suma” polegat na dokonaniu odtowienia czterech
wybranych, niedojrzatych ptciowo osobnikéw. Nastepnie wypreparowano narzgdy wechu,
elementy uktadu pokarmowego oraz narzgdy rozrodcze zostang wypreparowane. Pociete na
mniejsze fragmenty tkanki zostang nastepnie rozdzielone i utrwalone do poszczegdinych ro-
dzajéw mikroskopow.

W Zaktadzie Zywienia Zwierzat i Paszoznawstwa IZ PIB utrwalone tkanki zostaty poddane
procesowi zatapiania przy uzyciu techniki parafinowej. Nastepnie, przygotowane bloczki zo-
staty pociete na seryjne skrawki przy uzyciu mikrotomu oraz naklejone na szkietka podstawowe.

Przygotowane preparaty zostaty wybarwione barwnikami histologicznymi i histochemicz-
nymi i zamkniete za pomocq specjalnych substanciji i szkietek nakrywkowych. Po wysuszeniu
preparaty byty oglgdane w mikroskopie swietlnym oraz zostaty wykonane zdjecia preparatdw.

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

kierownik zadania: prof. dr hab. Pawet Bielanski

Kilka panstwa cztonkowskich UE wprowadzito krajowe przepisy i wymogi prawne dotyczgce
chowu krélikdw, i we wspodtpracy z sektorem opracowato przewodniki po dobrych praktykach.
Majgc na uwadze fakt, ze w 2012 roku w Austrii zakazano chowu krélikdw w klatkach do celow
produkcji miesa, a w Belgii obowigzujq przepisy przewidujqce, ze do 2025 roku klatki bateryjne
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zostang stopniowo wycofane i zastgpione systemami parkowymi, nalezy opracowac ujednoli-
cone przepisy dotyczgce utrzymania krélikéw w warunkach podwyzszonego dobrostanu.

Cel badan:

1. Opracowanie nowego typu klatek dla krélikéw utrzymywanych w warunkach podwyzszo-
nego dobrostanu oraz wstepne okredlenie mozliwosci grupowego utrzymania samic stada
podstawowego w okresie rozrodu i odchowu mtodych kréliczgt.

2. Okresdlenie mozliwosci grupowego utrzymania samic stada podstawowego w réznych sys-
temach realizowano w czterech grupach doswiadczalnych:

Grupa | — cztery samice grupowo utrzymywane w kojcu ziemnym przewoznym z wybiegiem
i wstawianym wykotnikiem.
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Grupa lll = cztery samice grupowo utrzymywane w klatce o wymiarach 120x80 cm.

]

Jako grupa 0 bedg rejestrowano wyniki rozrodu i odchowu od samic utrzymywanych
pojedynczo.
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Zaktad Hodowli Koni
kierownik: dr inz. Iwona Tomczyk-Wrona

Zadanie 01-15-03-11
Ocena dyskomfortu u koni pracujqcych oraz dotknietych egzema letniq i analiza
genetyczna wystepowania tej choroby.

kierownik zadania: dr inz. Iwona Tomczyk-Wrona

Oceniono dobrostan koni poprzez rozpoznanie sygnatdéw dyskomfortu i/lub bdlu u koni pracu-
jacych oraz dotknietych chorobq alergiczng skéry. Wykonano do$wiadczenie pilotazowe
w celu dopracowania procedur dos$wiadczenia wtasciwego.

Metodyka:

Habituacja koni do obecnosci aparatu (wykonanie zdje¢ koni na pastwisku, powtarzano do
momentu, w ktérym przestaty wykazywac zainteresowanie obecnoscig aparatu). Nastepnie
wykonano zdjecia pyskdw jedenastu koni huculskich w wieku 6-12 lat. Wszystkie konie praco-
waty regularnie w szkétce jezdzieckiej. Wykonano po trzy zdjecia kazdego konia w czterech
réznych sytuacjach: dwdch bez siodta — podczas prowadzenia (P) i podczas stania przy schod-
kach do wsiadania (W) oraz dwdch w siodle — podczas prowadzenia (PS) i podczas stania przy
schodkach do wsiadania (WS). Zdjecia zostaty ocenione przez dwdch niezaleznych obserwa-
toréw. Dokonano analizy opartej na punktacji wyrazu pyska koni Horse Grimace Scale (HGS).
Oceniono takie wskazniki, jak: obnizone uszy (1), skurcz miesni nad okiem m.levator anguli oculi
medialis (2), powieki zakrywajgce potowe oka (3), napiete miesnie twarzowe (4), napiete iroz-
szerzone nozdrza (5), napiety pysk (6) — Fot. 1.
Przyznano punkty: 0 — niewidoczne, 1 - lekko widoczne, 2 — wyraznie widoczne.

Fot. 1. Kon podczas prowadzenia (po lewej) oraz przy schodkach do wsiadania (po prawej)
(I. Tomczyk-Wrona).
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Statystyka:

Do obliczen statystycznych wykorzystano oprogramowanie Statistica 13. Z trzech zdjeé obli-
czono $rednig dla kazdej z sytuacji i dla kazdego indywidualnego osobnika. Sprawdzono nor-
malnos$¢ rozktadu testem Shaphiro-Wilka. Ze wzgledu na rozktad danych odbiegajgcy od nor-
malnego wykorzystano testy nieparametryczne. Do oceny zgodnosci oceny pomiedzy obser-
watorami wykorzystano korelacje rang Spearmana, natomiast réznice pomiedzy P, W, PS, WS
sprawdzono testem Wilcoxona.

Wyniki:

Wykres przedstawia mediane [25%, 75%)] dla poszczegdinych sytuacii, ktéra wynosi: P-1,6
[1,33; 3.66], W — 6,00 [4,00; 7,33], PS — 3,33 [2,66; 4,33], MS — 7,00 [3.00; 7,83].

Wykres 1. Mediana [25%; 75%)] dla P — prowadzenie, W — przy schodkach do wsiadania,
PS — prowadzenie w siodle, WS - przy schodkach w siodle.

10

8¢ l

o Mediana
-2 [125%-75%
P W PS WS T Min-Maks

Nie wykazano istotnych rézni¢ pomiedzy P-PS (Z=1,33, P=0,18) oraz W-WS (Z=0,56,
P=0,58), co wskazuje na fakt, ze siodto nie byto istotnym czynnikiem wptywajgcym na zacho-
wanie sie koni. Wykazano natomiast istotne réznice pomiedzy P-W (Z=2,8,P=0,01) oraz pomie-
dzy PS-WS (2=2.67,P=0,01).

Wyraz pyska koni zmieniat sie istotnie ze zrelaksowanego/rozluznionego na zestresowany,
gdy konie byty doprowadzane do schodkdéw do wsiadania. Wyniki te sugerujqg, ze konie mogq
mie¢ negatywne skojarzenia ze schodkami do wsiadania, spowodowane nieprzyjemnym mo-
mentem wsiadania i/lub jazdq.

Instruktorzy jazdy konnej powinni zwracac wiekszg uwage na przyjazne koniom dosiada-
nie i jazde konng, aby zapewni¢ wysoki poziom dobrostanu koniom pracujgcym.

Wyniki te pokazujq, ze dalsze badania nad dobrostanem koni pracujgcych sq niezwykle
istotne.
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Zaktad Zywienia Zwierzqgt 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 zwierzgt
gospodarskich.

kierownik zadania: prof. dr hab. Matgorzata Swiatkiewicz

Celem zadania jest uzyskanie wiedzy na temat bezpieczehstwa i wartosci pokarmowej nasion
krajowej soi N-GMO i produktdw ich przetworzenia (ekstrudat i makuch) oraz produktdw po-
chodzenia owadziego (mgczka z larw muchy Hermetia illucens) — jako komponentéw miesza-
nek paszowych dla zwierzgt gospodarskich. Planowane jest okreslenie wptywu innowacyjnego
produktu biatkowego, opartego na paszy sojowej n-GMO pochodzenia krajowego, wzboga-
conej w wybrane naturalne substancje immunostymulujgce, takie jak mgczka owadzia czy tez
siinie antyoksydacyjna astaksantyna, na rozwdj fizjologiczny przewodu pokarmowego, status
metaboliczny, zdrowotny i oksydacyjny oraz ksztattowanie odpornosci zwierzgt gospodarskich.

W sktad zadania wchodzqg 4 cele szczegdtowe:

1) ocena wartosci pokarmowej oraz bezpieczehstwa stosowania niekonwencjonalnych zréodet
biatka paszowego na zwierzetach modelowych; 2) ocena wptywu niekonwencjonalnych 7ré-
det biatka paszowego pochodzenia krajowego na wskazniki fermentacji w zwaczu i wskazniki
fiziologiczne we krwi krow przetokowanych; 3) opracowanie sktadu i ocena wptywu innowa-
cyjnego produktu biatkowego z krajowej soi n-GMO, wzbogaconego w prozdrowotne substan-
cje biologicznie czynne, na wyniki odchowu i status zdrowotny $win oraz cielat (4).

Zakres prac:

Kontynuowano prace badawcze na trzech rodzajach zwierzgt, 1j. na krowach z zatozonq prze-
tokg dozwaczowq, warchlakach i cieletach. Do$wiadczenia na szczurach zostaty juz ukon-
czone w poprzednim roku. Aktualnie wykonywane sg histometryczne analizy tkanek pobra-
nych z przewodu pokarmowego (jelito cienkie), jak réwniez narzqddw wewnetrznych (wg-
froba, nerka, $ledziona) szczurdw. Ponadto, przygotowywany jest materiat do publikacj pod-
sumowujgcej badania na zwierzetach modelowych.

Rysunek 1. Wycinek sciany jelita cienkiego szczurdw.
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Przeprowadzono ocene wptywu niekonwencjonalnych zrédet biatka paszowego po-
chodzenia krajowego (nasiona soi oraz ekstrudat i makuch z nasion soi) na wskazniki fermen-
tacji w zwaczu i wskazniki fiziologiczne krwi krow przetokowanych. Poziomy wskaznikdw hema-
tologicznych jak i biochemicznych krwi krow miescity sie w normie, chociaz statystycznie istotne
réznice miedzy grupami wystgpity np. w przypadku cholesterolu, tréjgliceryddw i cholesterolu
HDL (Tabela 1.). Poziom frakciji HDL byt wyzszy w grupach dos$wiadczalnych niz w grupie kon-
trolnej. Z uzyskanych wynikéw mozna wysungé wnioski, ze produkty sojowe nie modyfikowaty
fermentacji zwaczowej, miaty jednak wptyw na wybrane parametry morfologiczne i bioche-
miczne krwi. Wydaje sie, ze wyniki nalezy zweryfikowac w warunkach produkcyjnych, gdzie
zwierzeta otrzymujq wieksze ilo$ci mieszanek paszowych.

Tabela 1. Wybrane wskazniki krwi krow.

Grupa | Grupal ll Grupa lll Grupa IV
(kontrolna) nasiona soi makuch sojowy ekstrudat sojowy
llo$¢ krwinek biatych (WBC) 3,9 4,3 3.5 3.6
llo$¢ krwinek czerwonych(RBC) 6,7 6,68 6,53 6,66
Poziom hematoglobiny (HGB) 11,7 1.7 11,7 18,2
Hematokryt (HCT) 30,5 30,4 29.4 30,2
llo$¢ ptytek krwi (PLT) 266 ab 239 b 313 a 283 ab
NEFA, mg 1.77 1,60 1,43 2,08
BHBA 0,320 0,323 0,269 0,352
Glukoza 71.8 74,7 71.8 76,3
Mocznik 28,0 22,4 23,1 25,2

Srednie w wierszu oznaczone réznymi literami rézniq sie istotnie przy P<0,05.

W zwigzku z tym, sugeruje sie by zwrdci¢ szcze-
gdéIng uwage na graniczng zawartos¢ ttuszczu
W pobranej suchej masie, poniewaz petnottu-
ste nasiona, makuch i ekstrudrat zawierajg wie-
cej ttuszczu niz Sruta poekstrakcyjna.

W ramach redadlizacji badan okreslono
réwniez wptyw makuchu z nasion krajowej soi
n-GMO na wskazniki produkcyjne i zdrowotne
odsadzonych prosigt. W badaniach tych oce-
niano mozliwos$¢ zastgpienia poekstrakcyjnej
$ruty sojowej makuchem z nasion krajowej soi,
w mieszankach dla odsadzonych prosigt (wie-
przki rasy PBZ).

Grupa | (konfrolna) otrzymywata mieszanke paszowaq, w ktdrej gtéwnym zrédtem biatka byta
poekstrakcyjna sruta sojowa GMO (16% udziat w mieszance), a grupa Il (doswiadczalna) za-
miast $ruty poekstrakcyjnej miata w mieszance makuch sojowy z krajowej soi N-GMO
(19% udziat w mieszance). Mieszanki petnoporcjowe byty izobiatkowe i izoenergetyczne. Prze-
prowadzone doswiadczenie wykazato mozliwos¢ catkowitego zastgpienia poekstrakcyjnej
Sruty sojowej, makuchem z nasion krajowej soi non-GMO, w zywieniu odsadzonych $win. Nie
odnotowano statystycznie istotnego wptywu na wskazniki produkcyjne (przyrosty masy ciata,
zuzycie paszy) i zdrowotne warchlakdéw, ale stwierdzono, ze obecno$¢ makuchu sojowego
w paszy moze istotnie wptywad na jakos$¢ ttuszczu miesa swin. Makuch z krajowych nasion soi
jest paszqa, ktéra moze zwiekszy¢ dywersyfikacje rynku pasz biatkowych i/lub zmniejszyé koszt
produkciji wieprzowiny, nie wptywajgc negatywnie na wskazniki produkcyjne i zdrowotne swin.

110



Zaktady Naukowe

W drugiej czesci badan na $winiach okreslano wptyw magczki z larw muchy Hermetia illu-
cens (HI) na wskazniki produkcyjne i zdrowotne odsadzonych prosigt. Podobnie jak poprzednio,
doswiadczenie przeprowadzono na odsadzonych prosietach. Grupa | (kontrolna) otrzymy-
wata mieszanke paszowq, w ktérej zrédtem biatka byt makuch sojowy, grupa Il otrzymywata
dodatek 2,5% mqczki z larw H. illucens (HI), grupa lll - 5% dodatek magczki z larw HI. Mieszanki
petnoporcjowe byty izobiatkowe i izoenergetyczne. Wstepne rezultaty badan wykazaty, ze do-
datek mgczki Hl moze przyczynic sie do poprawy wchtaniania sktadnikéw pokarmowych, gdyz
w jelicie cienkim $win obserwowano istotnie dtuzsze kosmki jelitowe i wiekszy stosunek dtugosci
kosmkoéw do gtebokosci krypt (P<0,05) — Tabela 2.

Rysunek 2. Wycinek $ciany jelita grubego $wini. Rysunek 3. Mikroskopowy obraz rozmazu petnej krwi.

aa M

Wysoka zawartos¢ kwasu laurynowego w mgczce owadziej Hl znalazta odzwierciedlenie
zardbwno w profilu kwasdw ttuszczowych miesa, jak i stoniny grzbietowej (P<0,05). Jako skutek
wiekszego stopnia wysycenia ttuszczu tych produktdw, stwierdzono nizsze wartosci liczby jodo-
wej, co przetozyto sie na nizsze wartosci wskaznika utleniania (TBARS) mierzonego po 3 miesig-
cach przechowywania migsa i stoniny w zamrozeniu (-20°C) (P<0,05) (Wykres 1.). Wyniki te
wskazujq, ze obecno$¢ mqgczki owadziej w paszy dla $win istotnie zwieksza odpornos¢ ttuszczu
tkankowego na utlenianie, czyli moze poprawiac trwatosé produktdw pochodzenia zwierze-
cego w czasie przechowywania.

Tabela 2. Pomiary histometryczne scian jelita cienkiego $win.

Grupall Grupalll Grupallll

Badane parametry (kontrolna) (HI 2,5%) (HI 5,0%) SEM
Dtugos¢ kosmkdw, um 360 a 430 b 468 b 14,71
Szeroko$¢ kosmkow, um 145 134 143 4,12
Gtebokos¢ krypt, um 418 431 425 10,25
Stosunek{dfrugosa kosmkow do 078 a 101 ab 1106 0,06
gtebokosci krypt

llo$¢ komorek kubkowych, na 100 um 5,13 4,98 5,33 0.20
Wysoko$¢ btony Sluzowej, um 694 710 718 18,07

Srednie w wierszu oznaczone réznymi literami rézniq sie istotnie przy P<0,05.
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Wykres 1. Poziom kwasu laurynowego oraz wskaznika TBARS w ttuszczu miesa i stoniny grzbietowej swin.

1,33 b
1,4
1,2
1
0.8
0.6 0.41 a
0.4 0.23c 0,27 bo'29 5 ,
0.2
0
mieso kwas mieso TBARS, mg/kg stonina kwas stonina TBARS,
laurynowy (C12:0) laurynowy (C12:0) mg/kg
grupa kontrolna (0% Hl) m2,5% HI m5,0% Hl

Kolejnym etapem prac badawczych byta ocena wptywu innowacyjnych pasz biatkowych
(makuch z nasion soi z mgczkg owadziqg Hermetia illucens, HI) na rozwdj i zdrowotnos¢ cielgt
w okresie odchowu. Materiat doswiadczalny stanowito 40 cielgt (lbuhajkdw) rasy polskiej holsz-
tynsko-fryzyjskiej, przydzielonych do 5 rowno liczebnych grup. Zywienie cielgt oparte byto na
mieszankach tresciwych réznigcych sie w poszczegdlnych grupach Zzrédtem biatka. Grupa
kontrolna otrzymywata mieszanke, w ktérej gtdwnym zrédtem biatka byta poekstrakcyjna sruta
sojowa GMO, natomiast grupy doswiadczalne otrzymywaty mieszanki, w ktérych poekstrak-
cyjna $ruta sojowa zostata zastgpiona produktem sojowym pochodzenia krajowego wzboga-
conym dodatkiem o dziataniu immunostymulujgcym (astaksantyna). Podsumowujgc oftrzy-
mane wyniki mozna stwierdzi¢ brak wptywu innowacyjnego produktu sojowego i astaksantyny
na hematologiczne wskazniki krwi czy poziom immunoglobulin u cielgt, na pH tre$ci pokarmo-
wej, rozwdj poszczegdlnych odcinkéw przewodu pokarmowego (Wykres 2.) i wybranych na-
rzgdéw wewnetrznych. W grupach cielgt zywionych mieszankami treSciwymi z udziatem
maqczki owadziej (grupy lll i V) stwierdzono wystepowanie tendenciji (P=0,06) do nizszej zawar-
tosci kwasu mastowego C4 w tresci zwacza (Tabela 3.). Wstepnie stwierdzono, ze innowacyjny
produkt biatkowy wzbogacony dodatkiem naturalnego antyutleniacza (astaksantyny) moze
by¢ dobrym zamiennikiem poekstrakcyjnej sruty sojowej, pozwalajgcym na catkowite wyelimi-
nowanie jej z mieszanek tresciwych dla cielat.

Wykres 2. Masa poszczegdlnych odcinkéw przewodu pokarmowego cielgt zywionych mieszankg tre$ciwq rdznigcg sie
gtéwnym zrédtem biatka.

3000
2500
2000
1500
1000
500
0
ZWQCz z frawieniec ksiegi dwunastnica jelito cienkie jelito slepe
czepcem
H| kontrolna $ruta sojowa GMO I makuch sojowy I makuch sojowy + HI
BV astaksantyna (AST) BV makuch sojowy +HI + AST
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Tabela 3. Produkty fermentacji w treéci zwacza cielgt.

| Il Il [\ \%
kontrolna makuch makuch sojowy astaksantyna makuch sojowy
sruta sojowa sojowy +Hl (AST) +HI +AST
GMO
Kwas octowy 65,4 51,1 31,5 52,9 31,4
Kwas propionowy 34,0 33,7 24,7 31,3 19,1
Kwas izo-mastowy 0,65 0,56 0,53 0,46 0,45
Kwas mastowy 7.85 x 6,83 xy 3,30y 4,54 xy 322y
Kwas izo-walerianowy 0,83 0,65 0,74 0,60 0,81
Kwas walerianowy 2,67 2,63 1,49 2,33 1,42

Srednie w wierszu oznaczone réznymi literami rézniq sie istotnie przy P<0,05.

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

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

Cel 1. obejmuje okreslenie wptywu dodatkdw preparatdw ziotowych (oraz ich interakciji z kok-
cydiostatykami jonoforowymi lub L-karnityng) w kontekscie oddziatywania na produkcyjnosé
kurczat brojleréw i kur niosek, status zdrowotny tych ptakdw, jakos¢ produktdéw (mieso, jaja)
orazich bezpieczehstwo dla konsumenta.

W celu 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¢ jelitowg aminokwasdw nasion krajowych nisko- i wysokotaninowych odmian bobiku.
Badania zaktadajg, ze: (I) wystgpi korzystny efekt tgcznego stosowania kokcydiostatykdw (broj-
lery) lub L-karnityny (nioski) i substancii fitobiotycznych na funkcjonowanie watroby, parametry
wydzielnicze przewodu pokarmowego, wskazniki produkcyjne, jakos¢ i warto$¢ dietetyczngjaij,
oraz () szczegdtowe poznanie strawnosci jelitowej aminokwasdw zawartych w nasionach bo-
biku krajowych odmian przyczyni sie do znaczgcej poprawy wiedzy na temat mozliwosci opty-
malnego wykorzystania tych nasion w mieszankach paszowych stosowanych w systemie wie-
lofazowego zywienia kurczgt brojlerow.

Cel szczegdtowy 1.:

Zgodnie z metodykqg i harmonogramem badan kontynuowano dtugotrwate doswiadczenie
na 240 kurach niesnych zestawu lonmann brown. Miejscem realizaciji badan byta ferma do-
Swiadczalna Instytutu Zootechniki PIB w Aleksandrowicach. Celem do$wiadczenia byto okre-
Slenie wptywu wybranych dodatkdw paszowych o dziataniu hepatoprotekcyjnym (lub ich mie-
szaniny) na produkcyjnose, status zdrowotny ptakdw, jakose skorupy i warto$¢ dietetyczng tre-
§ci jaj. Nioski utrzymywano w standardowych warunkach odchowu w klatkach wzbogaco-
nych, przy statym dostepie do paszy i wody. Doswiadczenie wykonano w uktadzie 1-czynniko-
wym. Utworzono 10 grup zywieniowych z 12 powtdrzeniami w kazdej grupie. Kurom podawano
izobiatkowe i izoenergetyczne mieszanki paszowe. W grupach eksperymentalnych (2-10), do
sktadu podstawowej mieszanki paszowej wprowadzano dodatek ekstraktdw ziotowych (2 g/kg
mieszanki paszowej) i L-karnityny (300 mg/kg mieszanki paszowej) wedtug schematu przedsta-
wionego w Tabeli 1.
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Tabela 1. Schemat do$wiadczenia na kurach nie$nych.

Grupa Czynnik doswiadczalny

1 (kontrolna) -

L-karnityna

Ostropest plamisty

Karczoch

Ostryz dlugi

Ostropest plamisty + karczoch
Ostropest plamisty + L-karnityna
Karczoch + L-karnityna

O 00NV e WN

Ostryz dlugi + L-karnityna

=
o

Ostropest plamisty + karczoch + L-karnityna

W trakcie do$wiadczenia rejestrowano ilo$¢ pobranej paszy i odnotowywano dobowqg
liczbe oraz mase zniesionych jaj. Pomiary tych danych produkcyjnych zostaty zakohnczone,
a uzyskane wartosci sq w trakcie zestawiania i analizowania. Na ich podstawie obliczona zo-
stanie niesnos¢, dzienne pobranie paszy oraz zuzycie paszy w przeliczeniu na 1 kg jajina 1 jajo.
W trakcie doswiadczenia (w 40., 50. i 60. tygodniu zycia kur) przeprowadzono badanie para-
metréw jakosci jaj przy uzyciu aparatury reflektometrycznej (urzgdzenie Egg Quality Measure-
ments), z uwzglednieniem takich cech, jaok: barwa i masa zéttka, jednostki Haugha, masa, gru-
bos¢ i gestosc skorupy oraz ilosé plam krwawych i miesnych. W tym celu, w kazdej z grup prze-
prowadzono kolekcje 12 jaj (po 1 jaju z powtdrzenia). W wymienionych terminach, za pomocg
aparatu Instron UTM 5542, okre$lono takze wytrzymato$e skorup. Analiza statystyczna wartosci
tych parametréw przeprowadzona w 40. tygodniu zycia kur nie wykazata istotnych zmian. Ana-
liza jakosci jaj i skorup przeprowadzona w 50. tygodniu zycia wykazata istotne réznice jedynie
w zakresie wptywu badanych czynnikéw na grubos¢ skorupy jaj (niewielkie pogorszenie w gru-
pie otrzymujgcej dodatek ekstraktu z ostryzu dtugiego i L-karnityny wzgledem grupy kontrolnej).
Parametry jakosci jaj pobranych do analizy w 60. tygodniu zycia ptakdw sg w trakcie analizo-
wania. W 60. tygodniu zycia kur wybrano takze po 12 joj z kazdej grupy zywieniowej ptakdw
(po jednym jaju z powtdrzenia), w celu okreslenia zawartosci cholesterolu oraz profilu kwasdéw
ttuszczowych w z6ttku jaj. Centralne Laboratorium IZ PIB dostarczyto wyniki powyzszych analiz
na koniec listopada i w grudniu 2022 roku. Dane te sq zestawiane i bedqg poddane analizie
statystycznej. Ponadto, po zakonczeniu okresu rejestracji danych produkcyjnych z kazdej grupy
wybrano 12 niosek, od ktdérych (po uboju) pobrano krew dla okredlenia wybranych parame-
tréw biochemicznych, w tym m.in. profilu lipidowego, enzymdw watrobowych, biatka catko-
witego, glukozy i wapnia. Prébki surowicy krwi zostaty zabezpieczone i sg przechowywane
w stanie gtebokiego zamrozenia do czasu analiz.

Cel szczegdtowy 2.:

Zgodnie z harmonogramem realizacji badan przeprowadzono do$wiadczenie 2. nad oceng
wptywu wieku kurczgt (10, 20 lub 30 dni) na pozorng strawnos$¢ jelitowqg (PSJ) aminokwaséw
nasion bobiku z grupy wysokotaninowych odmian krajowych (HTB), potgczong z oznaczeniem
PSJ aminokwasdw dla poekstrakeyjnej sruty sojowej GMO, jako materiatu kontrolnego. Do ba-
dan wybrano nasiona odmiany Bobas (Fot. 1.), wyselekcjonowanej przez DANKO Hodowla Ro-
§lin Sp. z 0.0., Choryn i wpisanej do KRO w 2002 roku.
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Fot. 1. Bobik odmiany Bobas (W. Szczurek).

¥t Witold Srczurek

Analizy laboratoryjne wykazaty nastepujgcy (Tabela 2.) sktad chemiczny nasion badanej od-
miany bobiku oraz sruty sojowe.

Tabela 2. Sktad chemiczny nasion bobiku i $ruty sojowe;.

Bobik Bobas Poekstrakcyjna sruta
Wyszczegdlnienie wysokotaninowy sojowa
(HTB) (SBM)
Sucha masa (SM), % 87,9 90.8
Sktadniki surowe, g/kg SM
biatko (N x 6.25) 307,9 509,2
tluszcz 12,3 23,0
wiékno 90,1 38,9
popiot 327 68,8
Frakcje wiékna, g/kg SM
wlékno neutralno-detergentowe (NDF) 163,9 77,3
wiékno kwasno-detergentowe (ADF) 104,6 50,4
lignina kwasno-detergentowa (ADL) 9,3 2,4
Aminokwasy, g/kg SM i
alanina (Ala) 12,5 (4,1) 22,7 (4,5)
arginina (Arg) 27.2 (8,8) 34,8 (6,8)
asparaginowy kwas (Asp) 34,4 (11,2) S7;5 (11,3)
cysteina (Cys) 3,4 (1,1) 7,2 (1,4)
glutaminowy kwas (Glu) 52,9 (17,2) 90,3 (17,7)
glicyna (Gly) 11,9 (3,9) 19,7 (3,9)
histydyna (His) 8,1 (2,6) 13,7 (2,7)
izoleucyna (lle) 133 (4,3) 23,0 (4,5)
leucyna (Leu) 19,5 (6,3) 40,3 (7,9)
lizyna (Lys) 19,4 (6,3) 33,5 (6,6)
metionina (Met) 2.2 (0,7) 6,8 (1,3)
fenyloalanina (Phe) 13,6 (4,4) 271 (5,3)
prolina (Pro) 14,8 (4,8) 27,6 (5,4)
seryna (Ser) 15,9 (5,1) 22,6 (4,4)
treonina (Thr) 11,0 (3,6) 19,6 (3,9)
tyrozyna (Tyr) 10,4 (3,4) 20,4 (4,0)
walina (Val) 14,6 (4,7) 23,1 (4,5)
tacznie 17 aminokwaséw < 284,9 (92,5) 490,0 (96,2)
Aktywnos¢ inhibitoréw trypsyny 3 3,64 4,07
Taniny
zwigzki fenolowe ogétem * 9,55 2,01
proantocyjanidyny = 0,86 nd ®

* Liczby w nawiasach prezentuja zawartoéé aminokwaséw w g na 100 g biatka surowego.
2 Suma zawartoéci aminokwaséw wymienionych powyzej. > Wartosci wyrazone w mg
czystej trypsyny zahamowanej przez g SM prébki. * Wyrazone w g ekwiwalentu kwasu
taninowego w kg SM. 5 Wyrazone w g ekwiwalentu katechiny w kg SM. ° Nie wykryto.
W okresie poprzedzajgcym czes¢ eksperymentalng wykonanych badan opracowano

receptury i przygotowano wymagang ilos¢ diet testowych (Tabela 3.), w ktdrej nasiona bobiku

115



Zakiady Naukowe

HTB lub SBM byty jedynym zrédtem biatka surowego (20,5% w diecie). Cate nasiona bobiku
oraz $rute SBM rozdrabniano przy uzyciu mtynka nozowego do czgstek o $rednicy okoto 2 mm
i tgczono w mieszalniku z pozostatymi komponentami: skrobig kukurydziang, czystg dekstrozg
(tj. glukozq krystaliczng ofrzymywang w wyniku enzymatycznej hydrolizy skrobi), olejem rzepa-
kowym (rafinowanym), fosforanem jednowapniowym, kredqg paszowq, solg spozywczqg (NacCl),
wodoroweglanem sodu oraz premiksem wprowadzajgcy wytgcznie witaminy i mikroelementy.
Tlenek chromu (Cr203), jako niestrawng substancje wskaznikowq, wprowadzono do diety w ilo-
sci 5 g/kg.

Tabela 3. Sktad recepturowy diet festowych.

skiadnik, g/kg Bobik Bobas Sruta sojowa
(HTB) (sBM)

Testowany material 760 444
Skrobia 75 233
Dekstroza 75 233
Olej 40 40
Fosforan Ca(H;P0,); 19 19
Kreda paszowa 17 17
Sol 3
NaHCO3
Premiks min.-wit. 4
Tlenek chromu 5 5
Zawarto$¢ biatka surowego * 205 205

*z obliczeri N ogdlny x 6.25

Wtasciwe doswiadczenie przeprowadzono w brojlerni doswiadczalnej zaplecza badaw-
czego IZ PIB w Aleksandrowicach na tgcznie 312 kurczetach (kogutki Ross 308). W trakcie
wspdlnego odchowu na standardowej mieszance paszowej, z poczgtkowej stawki wybierano
kolejno 4-, 14- i 24-dniowe ptaki, ktére przenoszono sukcesywnie do oznaczonych klatek na
krétki (adaptacyjny) okres zywienia danq dietq testowqg do osiggniecia wieku odpowiednio 10,
201 30 dni. Kurczeta przydzielano do sze$ciu powtdrzen (klatek) o liczebnosci 12, 8 6 osobnikdéw
w kolejnym wieku. Po 5. dniach nieograniczonego dostepu do diet, wszystkie kurczeta z sukce-
sywnych grup wiekowych ubijano dla pobrania tresci jelitowej. W poszczegdinych okresach
pobran tresc jelitowq wyptukiwano z dystalnego fragmentu jelita biodrowego (odcinek jelita
cienkiego miedzy zastawkqg biodrowo-Slepg i uchytkiem Meckela) tworzgc po 6 préb zbior-
czych tresci uzyskanej od osobnikdw danej grupy wiekowej w obrebie testowanego materiatu
paszowego (bobik HTB lub SBM). Doswiadczenie zakohczono w czerwcu 2022 roku. Préby diet
testowych oraz liofilizowang tres¢ jelitowq przekazano w lipcu do Centralnego Laboratorium
IZ PIB w celu wykonania niezbednych (zaplanowanych) analiz obejmujgcych zawarto$¢ amin
kwasdw, suchej masy, biatka surowego oraz chromu dodanego. Wiekszo$¢ wynikdw ww. analiz
zostata dostarczona przez Zleceniobiorce w grudniu i obecnie trwa opracowywanie przedmio-
towych wspdtczynnikdw strawnosci aminokwasdw (PSJ) obu testowanych materiatéw paszo-
wych.

Na podstawie danych analitycznych z poprzedniego etapu badan obliczono i opraco-
wano statystycznie wielkosci jelitowego przeptywu (strat) poszczegdlnych aminokwaséw en-
dogennych (EAA) u kurczgt w wieku 10, 20 i 30 dni. Wartosci te (Tabela 4.) bedg wykorzystane
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do standaryzaciji (korekty) wspdtczynnikdw pozornej strawnosci aminokwasdw bobikéw i SBM
w ostatnim (2023) etapie realizacji badan celu 2.

Tabela 4. Jelitowy przeptyw aminokwasdw endogennych.

Usrednione wartosci EAA (n = 6)
AT wiek ptakéw SEM Wartosé
10 dni 20 dni | 30 dni P
mg/kg pobranej SM |
Ala 327 a 238 b 200 b 13,9 <0,001
Arg 293 a 167 b 150 b 16,1 <0,001
Asp 687 a 457 b 410 ¢ 30,1 <0,001
Cys 223 a 141 b 113 ¢ 11,7 <0,001
Glu 772 a 543 b 418 ¢ 36,8 <0,001
Gly 402 a 275 b 249 b 17,9 <0,001
His 132 a 105 b 100 b 3,9 <0,001
lle 388 a 283 b 207 ¢ 18,9 <0,001
Leu 441 a 291 b 219 ¢ 23,0 <0,001
Lys 298 a 172 b 168 b 15,4 <0,001
Met 137 a 92 b 104 b 54 <0,001
Phe 329 a 197 b 190 b 17,0 <0,001
Pro 432 a 327 b 287 b 16,4 <0,001
Ser 416 a 330 b 317 b 12,4 <0,001
Thr 508 a 358 b 313 ¢ 212 <0,001
Tyr 411 a 298 b 244 ¢ 17,5 <0,001
Val 393 a 315 b 273 ¢ 12,6 <0,001
tacznie 17 AA 6589 a 4589 b 3963 ¢ 276,8 <0,001

a, b, c — P<0,05 (test RIR Tukey'a)

Zadanie 04-16-05-11
Ochrona przewodu pokarmowego prosiqt przed negatywnym wptywem bakterii
chorobotwadrczych.

kierownik zadania: prof. dr hab. Marek Pieszka

Celem etapu badawczego byta fizjologiczna ocena wptywu dodatkdw paszowych, ograni-
czajgcych rozwdj bakterii o charakterze patogennym i majgcych wptyw na stabilizacje mikro-
flory jelit u odsadzonych prosigt, morfometrie tkanek przewodu pokarmowego, funkcje fizjolo-
giczne przewodu pokarmowego, w tym aktywno$¢é enzymdw rgbka szczoteczkowego i dojrze-
wanie $luzéwkowego uktadu immunologicznego oraz parametry produkcyjne i zdrowie rosng-
cych $win.

Doswiadczenie zostato wykonane na ogdétem 3 miotach (36 prosietach) pochodzgcych
od loch linii 990 wedtug schematu podanego nizej. Lochy od 100. dnia cigzy do odsadzenia
prosigt utrzymywane byty w kojcach porodowych. Lochy otrzymywaty mieszanke petnopor-
cjowq dlaloch prosnych i karmigcych. Prosieta po urodzeniu przebywaty wraz z matkamiw koj-
cach porodowych do odsadzenia w 28. dniu zycia, a nastepnie do 42. dnia zycia, odchdw
prowadzono w kojcach dla prosigt starszych. Okres wtasciwy doswiadczenia trwat od odsa-
dzenia prosigt od loch w 28. dniu do 42. dnia zycia.

W trakcie odchowu prosigt stosowano dwa rodzaje mieszanek:
— prestarter wczesny od 7. dnia az do odsadzenia 28. dnia,
— prestarter odsadzeniowy od 28. dnia do 42. dnia.
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Rycina 1. Schemat do$wiadczenia.
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Tabela 1. Schemat suplementacji paszy prosigt preparatami doswiadczalnymi.

Grupa zywieniowa
Wyszczegdlnienie

Kontrola Grupa D1 Grupa D2
Liczba prosigt 12 12 12
Okres odchowu (dni) 1-28 1-28 1-28
Zastosowany dodatek bez dodatku bez dodatku bez dodatku
Okres odchowu (dni) 28-42 28-42 28-42
Zastosowany dodatek bez dodatku Mréwczan potasu 1,2 kg/tone Mréwc.zon potasu 1.2kg/tone
Probiotyk JHJ 1,5 kg/tone

W frakcie tfrwania catego do$wiadczenia zbierane byty ponizsze dane:

— liczba prosigt zywo urodzonych w miocie,

— masa prosiecia przy urodzeniu oraz w 28. i 42. dniu zycia,

— przyrost dzienny od odsadzenia do 42. dnia zycia,

— biegunka prosigt,

— upadki prosigt i ich przyczyny od odsadzenia (28) do osiggniecia przez warchlaki (42).

Podczas do$wiadczenia w karcie zdrowia zwierzgt notowano liczbe dni z biegunkg, jej
przebieg (obserwacje kliniczne) oraz okreslono stan zdrowotny. W dniu odsadzenia (28. dzien)
oraz w 42. dniu zycia, od 6 prosigt z kazdego miotu (6 prosigt z grupy) zostaty pobrane prébki
krwi do oznaczenia wybranych wskaznikdw morfologicznych (m.in.: hematokryt, stezenie he-
moglobiny, liczba czerwonych i biatych krwinek) i biochemicznych krwi. W 28. dniu zycia (po
2 z kazdego miotu — razem 6), a nastepnie w 42. dniu na zakohczenie doswiadczenia zostato
wytypowanych po 6 osobnikdw z kazdego miotu 33 i 3@ — w sumie 18 prosigt. Prosieta zostaty
uSmiercone poprzez podanie dootrzewnowo pentabarbituranu, po czym zostaty poddane
sekciji. Probki tkanek przewodu pokarmowego, w tym odzwiernikowa czes$¢ zotqgdka, dwunast-
nica, jelito czcze (odcinek proksymalny, srodkowy i dystalny) oraz jelito biodrowe (cze$é prok-
symalna) zostaty pobrane i natychmiast utrwalone w 10% roztworze zbuforowanego formalde-
hydu celem analizy morfometrycznej. W czasie sekcji pobrano tre§¢ pokarmowq z zotgdka,
dwunastnicy, jelita czczego oraz okreznicy dalszej w celu okreslenia pH tre$ci pokarmowej po-
szczegdblnych odcinkdw przewodu pokarmowego.
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Obliczenia statystyczne:

Uzyskane wyniki badan poddano analizie statystycznej stosujgc jednoczynnikowq analize wa-
riancji ANOVA. Istotnos¢ réznic pomiedzy grupami doswiadczalnymi szacowano stosujgc test
Tukey'a przy wykorzystaniu programu SAS (2018). Rdznice uznawano za statystycznie istotne
przy poziomie istotnosci P < 0,05.

Wyniki badanh:

Wtasciwa suplementacija diety prosigt zwigzkami zdolnymi do modulacji sktadu mikrobiomu
i aktywnosci jelit jest jednym z najefektywniejszych sposobdw na poprawe zdrowotnosci i pro-
dukcyjnosci prosigt. Prezentowane wyniki badan, dajg mozliwos¢ wykorzystania rozwigzan zy-
wieniowych w odchowie prosigt w okresie odsadzeniowym.

Parametry wzrostu i pobrania paszy.

W doswiadczeniu badano wptyw w/w dodatkédw na zmniejszenie skutkdéw zakazen bakteryj-
nych, w szczegdlnosci u mtodych zwierzgt, tagodzenia skutkdw odsadzenia od matki i szybkiej
adaptacji do nowych warunkéw Srodowiskowych, szczegdlnie do przyswajania paszy statej.
W pierwszym okresie odchowu miedzy 1. a 28. dniem zycia prosieta wszystkich grup zywienio-
wych charakteryzowaty sie podobnym wzrostem, uzyskujqc przy odsadzeniu podobne masy
ciata, odpowiednio: kontrola — 7,47 kg; D1 — 8,33 kg i 6,72 kg. Obserwacje dotyczgce masy
ciata prosigt oraz pobrania i wykorzystania paszy zostaty przedstawione w Tabeli 2. i 3. Suple-
mentacja diety prosigt mréwczanem potasu (gr. D1) oraz mréwczanem potasu i dodatkiem
probiotyku (gr. D2) wykazata istotny wptyw na kohcowqg mase ciata zwierzat w grupie D2.
W 42. dniu zycia, prosieta w poszczegdlnych grupach zywieniowych, uzyskaty nastepujgce
masy ciata: K- 9,98 kg; D1- 8,33 kg; D2 - 9,35 kg (P<0,05). Nie stwierdzono istotnych réznic
w przyrostach masy ciata prosigt w okresie od odsadzenia do 42. dnia zycia, ktére wyniosty
odpowiednio: kontrola - 0,169 kg, D1 -0,139 kg i D2 - 0,184 kg. W okresie suplementaciji prepa-
ratu uwidocznit sie istotny wptyw oddziatywania preparatdéw na pobranie paszy i FCR w gru-
pach doswiadczalnych. Stwierdzono istotnie nizsze pobranie paszy w grupie D1 i D2 w odnie-
sieniu do kontroli 0,280 0,258 kg vs. 0,317 kg (P<0,0015). Stwierdzono, istotnie nizsze wspdtczyn-
niki wykorzystania paszy FCR w grupach do$wiadczalnych: D1 - 1,96; D2 — 1,56 vs. Kontrola —
2,15 (P<0,026). W tfrakcie trwania dos$wiadczenia nie odnotowano zadnych upadkdw wéréd
zwierzgt, nie stwierdzono rowniez przypadkdw zachorowanh zwierzgt.

Tabela 2. Masa ciata prosigt w trakcie do$wiadczenia (n=6), srednie £ SD.

Wyszczegdlnienie Grupy zywieniowe SEM O-VALUE
Kontrola |  +SD DI +5D c2 +SD

i’;"sg ciataw 21.dniu, | g g 0,970 5,08 0,970 492 0,376 0,183 0921

Masa ciataw 28. dniu | 7,47 1,320 6,45 1,208 6,72 0,941 0,279 0,322

Masa ciataw 42. dniu | 9,98 0,783 8,330 1219 9,35 0,625 0,261 0,022

a, b —wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniqg sie statystycznie przy p<0.05.
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Tabela 3. Parametry produkcyjne prosigt (n=6), srednie £ SD.

Grupy zywieniowe
Wyszczegdlnienie SEM | p-VALUE
Kontrola +SD D1 +SD D2 +SD
ADG (kg) 0,169 0,064 0,139 0,092 0,184 0,045 0,0125 0,351
ADFI (kg) 0,3178 0.07 0,280%8 0.08 0,2588 0.09 0,012 0,0015
FCR (kg/kg) 2,158 0.09 1,968 0.08 1,564 0.04 0,141 0,026

Grupa kontrolna — grupa nieotrzymujgca dodatku; Grupa D1- grupa otrzymujgca dodatek zakwaszacza; Grupa D2 -
grupa ofrzymujgca dodatek zakwaszacza i probiotyk; ADG — przyrosty masy ciata; ADFI — dzienne zuzycie paszy; FCR
— wspdtczynnik konwersji paszy. a, b — warto$ci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie przy
p<0.05.

Parametry hematologiczne krwi.

Wyniki analizy hematologicznej krwi prosigt przedstawiono w Tabeli 4.1 5. Nie stwierdzono réznic
istotnych statystycznie dla zadnego z analizowanych parametréw pomiedzy okresem poczagt-
kowym doswiadczenia.

Analizujgc wyniki jako procentowq réznice pomiedzy pierwszym a ostatnim dniem trwa-
nia doswiadczenia dla poszczegdlnych grup, stwierdzono, miedzy innymi, istotny wzrost liczeb-
nosci biatych krwinek w grupie D1 (P<0,0462) oraz wskaznik RDW, ktéry miat istotnie nizszg war-
to$¢ w grupie D2 (P<0,0482). Wartoéci hematologiczne odnoszgce sie do parametréw uktadu
biatokrwinkowego oraz czerwonokrwinkowego miescity sie w granicach wartosci referencyij-
nych dla krwi prosigt (Winnicka, 2021).

Tabela 4. Analiza hematologiczna krwi prosigt pobranej pierwszego dnia doswiadczenia (28. dzien).

Grupy zywieniowe
Wyszczegdlnienie SEM p-VALUE
Kontrola +SD D1 +SD D2 +SD
MCV (fL) 40 3.4 42 3,5 47,5 4,70 0,990 0.9435
MCH (pg) 13,0 11 14,4 1.3 15,4 1,45 0,443 0.8535
MCHC (g/dL) 32,2 0,25 331 0,38 32,4 0,26 0,206 0.3435
RBC (10¢/uL) 5,45 0,45 5,66 0,48 5,02 0,42 0,185 0,2903
HCT (%) 22,35 2,4 23,4 32 23,95 3,40 0,660 0,2100
HGB (g/dL) 7.2 0,78 8.2 1,14 7.75 0.92 0,225 0,4564
WBC (103/uL) 18,35 56 12,1 4,8 11,8 3,80 1,826 0,0668
PLT (103/uL) 645 245 593 239 537 132 55,713 0,1832
RDW (fL) 23,15 23 24,15 32 23,65 2,38 0,485 0,1200
MPV (fL) 9.9 1,0 9,65 11 8,95 0,82 0,226 0,2100

Grupa konfrolna — grupa nieotrzymujgca dodatku, Grupa D1- grupa otrzymujgca dodatek zakwaszacza, Grupa D2 —
grupa ofrzymujgca dodatek zakwaszacza i probiotyk. WBC - liczba biatych krwinek, RBC- liczba czerwonych krwinek,
HGB - ilo$¢ hemoglobiny, HCT — hematokryt, MCV- §rednia objeto$¢ erytrocytdw, MCH — zawarto$¢ hemoglobiny
w eryfrocytach, MCHC- stezenie hemoglobiny w erytrocytach, PLT - liczba ptytek krwi. RDW to test zawartosci czerwo-
nych krwinek we krwi badanego, z uwzglednieniem objeto$ci MPV — objeto$¢ ptytek krwi. a, b — wartosci w wierszach
oznaczone roznymi literami rézniq sie statystycznie przy p<0.05.
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Tabela 5. Analiza hematologiczna krwi prosigt pobranej na zakonhczenie doswiadczenia (42. dzien).

e Grupy zywieniowe
Wyszczegdlnienie SEM p-VALUE
Kontrola +SD D1 +SD D2 +SD
MCV (fL) 48,3 4,4 48,0 4,5 48,5 572 1,090 0,9841
MCH (pg) 14,9 1.3 15,0 1.5 152 1,82 0,343 0,9528
MCHC (g/dlL) 30,9 0.3 31,2 0.9 31,4 0.33 0,139 0,2935
RBC (10¢/uL) 6,40 0.77 6,67 0,42 6,12 0.41 0,135 0,2603
HCT (%) 30,8 2,7 32,1 4,2 29,3 3,08 0,803 0,3802
HGB (g/dl) 9,52 0.81 10,07 1,34 9.18 1,02 0,255 0,3822
WBC (103/uL) 19,7 2,6 24,30 2,8 20,1¢ 2,85 1,071 0,0462
PLT (103/uL) 504 230 639 269 386 162 55,713 | 0,1832
RDW (fL) 22,80b 2,5 23,9 3.4 20,0 2,88 0,765 0,0482
MPV (fL) 7.8 1.0 8.9 1.5 8.5 1,23 0,302 0,2976

*Opis jok w Tabeli 4. Pomiary dtugosci poszczegdtnych odcinkdw przewodu pokarmowego wykonane w trakcie prze-
prowadzenia dysekcji zwierzgt nie wykazaty statystyczne istotnego zréznicowania pomiedzy grupami.

Tabela 6. Ocena morfometryczna uktadu pokarmowego prosigt w 42. dniu zycia.

Grupy zywieniowe
Wyszczegdlnienie SEM p-VALUE
Kontrola +SD D1 +SD D2 +SD
Dtugos$¢ dwunastnicy, cm 21,50 7.259 27,00 4,336 20,50 3.271 1,350 0,101
Dtugosc jelita cienkiego, m 9,46 1,043 9,92 1,653 9,92 0.411 0,261 0,735
Dtugosc jelita grubego, m 1,92 0,165 1,75 0,207 1,86 0.206 0,046 0,366

Tabela 7. Pomiar pH tre$ci pokarmowej poszczegdinych odcinkdw przewodu pokarmowego w 42. dniu zycia.

Grupy zywieniowe
Wyszczegdlnienie SEM | p-VALUE
Kontrola +SD D1 +SD
Zotgdek 3.,46P 0.940 2,19a 0,468 0.218 0,034
Dwunastnica 4,88 1,154 4,55 1,641 0,315 0,707
Jelito cienkie cz. proksymalna 6,64 0,039 6,33 0,454 0,068 0,152
Jelito grube cz. dystalna 6,65 0,339 6,55~ 0,143 0,100 0,001

Grupa konfrolna — grupa nieotrzymujgca dodatku; Grupa D1- grupa otrzymujgca dodatek zakwaszacza; Grupa D2 —
grupa otrzymujgca dodatek zakwaszacza i probiotyk. a, b — wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami réznig
sie statystycznie przy p<0.05.

Whioski:

1. Jednoczesne zastosowanie zakwaszacza wraz z probiotykiem daje najlepsze rezultaty zdro-
wotne w okresie okotoodsadzeniowym prosigft.

2. Podawanie zakwaszacza wraz z probiotykiem istotnie obniza pobranie paszy i wskaznik FCR
w okresie po odsadzeniu od matki.

3. Podawanie zakwaszacza lub zakwaszcza wraz z probiotykiem w okresie odsadzenia prosigt
istotnie obniza pH tresci zotgdka oraz jelita grubego.
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Zaktad Systeméw i Srodowiska Produkcii
p.o. kierownika: dr inz. Elzbieta Sowula-Skrzynska
p.o. kierownika: dr hab. Jacek Walczak (do 30.09.2022)

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

kierownik zadania: dr inz. Elzbieta Sowula-Skrzynska

Gtéwnym celem zadania jest ocena dziatan i naktaddw finansowych skierowanych na reduk-
cje niekorzystnych oddziatywan produkcii zwierzecej na srodowisko w obrebie rodzinnych go-
spodarstw rolnych.

Redlizacja celu poprzez:

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

— optymalizacje produkcji zwierzecej uwzgledniajgcqg dziatania skierowanych na redukcje
niekorzystnych oddziatywan na srodowisko,

—  okreslenie barier i szans realizaciji wybranych zatozeh GREEN DEAL w gospodarstwach ze
zréznicowang produkcjq zwierzecgq.

W roku sprawozdawczym zaplanowano etap dotyczgcy gromadzenia danych o produkcyj-
nosci, kosztach i przychodach rodzinnych gospodarstw rolnych. W drugim roku prowadzonych
badanh:

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

- przygotowano kwestionariusz ankiety do gromadzenia danych zrédtowych,

- przygotowano arkusz kalkulacyjny do wprowadzenia pozyskanych danych oraz obliczen,

- zgromadzono dane z zakresu zasobdw gospodarstw, ktére w przysztosci postuzg do wyko-
nania analizy efektywnosci ekonomiczno-produkcyjneji optymalizacii produkcji,

— dane zrédtowe poddane andlizie pochodzity z 218 gospodarstw konwencjonalnych,
w tym: 77 gospodarstw utrzymujgcych krowy mleczne; 65 gospodarstw utrzymujgcych by-
dto miesne; 37 gospodarstw utrzymujgcych owce oraz 39 gospodarstw utrzymujgcych $wi-
nie.

Gospodarstwa utrzymujgce bydto miesne.

Badaniami zostaty objete gospodarstwa zlokalizowane w trzech wojewddztwach: podlaskim
(20), dolnoslgskim (33) oraz podkarpackim (12).

We wszystkich badanych podmiotach procentowy udziat uzytkéw zielonych w stosunku
do uzytkdw rolnych byt zblizony i wynosit srednio 49,82%. Najwiekszy udziat powierzchni do dzier-
zawionej odnotowano na Podkarpaciu (47,44%), natomiast gospodarstwa w wojewddztwie
podlaskim gospodarowaty w przewazajgcej cze$ci na wtasnych gruntach — dzierzawa stano-
wita zaledwie 10,52%.

Andalizujgc naktady pracy ogdtem w badanych ,regionach”, stwierdzono, ze srednio wy-
noszg 1,62 AWU, natomiast najmniejsze sg w gospodarstwach wojewddztwa podlaskiego,
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gdzie wynoszg 1,47 AWU. Wynika to z faktu, ze gospodarstwa tego regionu charakteryzujq sie
najmniejszg powierzchnig ogdlng (srednio 24,57 ha) sposrdéd badanej populacii. Jest to po-
wierzchnia o okoto 40% mniejsza niz w gospodarstwach wojewddztwa dolnoslgskiego
(40,57ha). Przecietna liczba utrzymywanego bydta przypadajgca srednio na 1 gospodarstwo
wyniosta 36,34 sztuk, w tym 13,24 sztuk kréw, co przetozyto sie na 32,10 DJP w gospodarstwie.
Przeliczajgc liczbe DJP na 100ha UR ustalono, ze Srednio stanowi ona 126,87 DJP.

W strukturze kosztéw catkowitych produkcji zywca wotowego dominowaty koszty
(95,98% — podkarpackie; 93,26% — dolnoslgskie; 90,82% — podlaskie), gtdwnie pasz wtasnych.
Koszt catkowity produkcji w przeliczeniu na 1DJP wynidst okoto 5 163 zt (dolnoslgskie), 4 200 zt
(podlaskie) oraz 3 840 zt (podkarpackie). Wysokos¢ kosztdw posrednich odnotowano na éred-
nim poziomie ok.1 904 zt/DJP z rozproszeniem od blisko 904 zt (podkarpackie) do 2 433 zt (dol-
noslgskie) — Tabela 1. Gtodwng ich sktadowq byto utrzymanie i remonty maszyn oraz budynkéw
wykorzystywanych do produkcji zywca wotowego.

Tabela 1. Koszty produkciji w gospodarstwach rodzinnych utrzymujacych bydto miesne.

Wyszczegdlnienie Razem - Srednio | Podlaskie Dolnoslgskie Podkarpackie
Przecietna liczba bydta - ogdtem (szt.) 36,34 33,89 34,65 44,08

w tym krowy (szt.) 13,24 8,45 1519 17,00

Koszty pasz na DJP (zt) 2 540,62 276737 2 322,09 2 636,20
Koszty bezposrednie na DJP (zt) 273515 3047,04 2 489,98 2 746,54
Koszty posrednie na DJP (zt) 1904,37 1817,65 2 432,85 903,84

Koszty catkowite na DJP (zt) 4798,79 4 900,81 5162,78 3840,12

Przychody ogdétem w gospodarstwach utrzymujgcych bydto miesne ksztattowaty przede
wszystkim przychody z tytutu produkcji zywca wotowego. Stanowity one odpowiednio 51,74%
(podlaskie), 37,34% (podkarpackie) i 28,36% (dolnoslgskie). Ptatnosci i subsydia, stanowity naj-
wyzszy odsetek w przychodach ogdtem gospodarstw zlokalizowanych w wojewddztwie pod-
karpackim (39,20%). W wojewddztwie tym rowniez zaobserwowano najnizszy odsetek docho-
ddéw uzyskiwanych spoza gospodarstwa rolnego.

Gospodarstwa utrzymujgce bydto mleczne.

Badaniami zostaty objete gospodarstwa zlokalizowane w trzech wojewddztwach: podlaskim
(30), dolnoslgskim (27) oraz podkarpackim (20).

W badanych gospodarstwach domowych $rednio zamieszkiwato ponad 4 osoby, z czego
w gospodarstwie rolnym pracowato srednio 2,80 osoby, a srednio 0,56 osoby pozyskiwaty dochody
Z pracy zarobkowej. Biorgce pod uwage naktady pracy ogdtem w badanych ,regionach”, stwier-
dzono, ze $rednio wynoszg one 1,98 AWU, natomiast najmniejsze sg w gospodarstwach wojewddz-
twa dolnoslgskiego, gdzie wynoszg 1,87 AWU. Przedstawione wartosci potwierdzajq wiekszg cza-
sochtonno$¢ prac w gospodarstwach utrzymujgcych bydto mleczne w stosunku do gospodarstw
z bydtem miesnym.

Przecietna liczba utrzymywanego bydta przypadajgca Srednio na 1 gospodarstwo wy-
niosta 49,66 sztuk w tym 26,22 sztuki kréw mlecznych, co przetozyto sie na 43,08 DJP w gospo-
darstwie (Tabela 2.). Przeliczajgc liczbe DJP na 100 ha UR ustalono, ze $rednio stanowi ona
139,04 DJP na 100 ha UR. Najwieksze zageszczenie zwierzgt odnotowano w podlaskich gospo-
darstwach, gdzie przekroczyto ono 1,66 DJP na ha UR, co w nieznaczny sposéb moze zaburzye
racjonalne wykorzystanie wytworzonego nawozu naturalnego.
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Uzyskiwana wydajnos¢ mleczna w badanych 77 gospodarstwach utrzymywata sie na
stosunkowo wysokim poziomie wynoszgcym Srednio z 6582,54 | rocznie, co przektadato sie na
uzyskiwane przychody z produkcji mleka. Sredni przychéd — czyli wartosé produkcji w przelicze-
niu na jedng krowe wynosita srednio 9743,50 zt rocznie. Najnizszg wartos¢ produkcji odnoto-
wano na Dolnym Slgsku i wynikata ona z najnizszej wydajnosci mlecznej kréw. Nizsza wydajnosé
produkcyjna w tym przypadku wymagata mniejszych naktaddw pienieznych — co oznacza, ze
w tym wojewddztwie odnotowano najnizsze koszty bezposrednie produkcji mleka w przelicze-
niu na krowe.

Tabela 2. Koszty produkciji w gospodarstwach rodzinnych utrzymujgcych bydto mleczne.

Wyszczegdlnienie Razem - Srednio | Podlaskie Dolnoslgskie Podkarpackie
Razem bydto (szt.) 49,66 56,93 36,76 51,33

w tym krowy (szt.) 26,22 29,82 19,06 27,78
Koszty pasz na 1 krowe 4 403,32 4811,54 4029,90 4166,35
Koszty bezposrednie na 1 krowe 5036,98 5 543,57 4 589,07 4728,27
Koszty posrednie na Tkrowe 4 056,58 2 963,42 4 289,38 541573
Koszty catkowite na 1 krowe 9 298,34 8 663,01 92110.15 10 393,79
Koszty pasz na 1 | mleka 0.77 0.84 0.71 0,73
Koszty bezposrednie na 1 | mleka 0,89 0,98 0.81 0,84
Koszty posrednie na 1 | mleka 0,71 0,56 0,77 0,88
Koszty catkowite na 1 | mleka 1,64 1.56 1,63 1.76

Gospodarstwa utrzymujgce owce.

Badaniami zostaty objete gospodarstwa zlokalizowane w dwdch wojewddztwach: podkar-
packim (17) oraz podlaskim (20). Prowadzity one produkcje zywca jagniecego, a dziatalnosé
ta byta dominujgcym kierunkiem produkciji.

W zwiqzku ze zréznicowang skalg produkciji odnotowano w analizowanych obiektach
réznice w Sredniej powierzchni gospodarstw. Najmniejsze obszarowo gospodarstwa utrzymu-
jace owce, wystepowaty w grupie posiadajgcej do 20 matek w stadzie. W wojewddztwie pod-
karpackim blisko 31% gospodarstw posiadato do 10 ha uzytkdw rolnych, dla poréwnania w wo-
jewodztwie podlaskim takich gospodarstw byto 14%. Powierzchnia UR w gospodarstwach
z produkcjg owczarskg wynosita srednio 18,56 ha, w tym: uprawy rolnicze (grunty orne) 9,63 ha,
frwate uzytki zielone 8,83 ha (co stanowito blisko 53,34% UR ogdtem).

Przecietna liczba owiec, przypadajgca srednio na 1 gospodarstwo, wyniosta 61,20 sztuk.
Najwieksza liczba owiec w przeliczeniu na 1 gospodarstwo zostata odnotfowana na poziomie
170 sztuk (w wojewddztwie podkarpackim).

W strukturze kosztow catkowitych produkciji owczarskiej dominowaty koszty bezposrednie
produkciji, gtéwnq sktadowq kosztdw bezposrednich byty koszty pasz (74,15% — podkarpackie;
73,64% — podlaskie), gtdwnie pasz wtasnych (Tabela 3.).

Koszt catkowity produkcji w przeliczeniu na matke wynidst ponad 548 zt (podkarpackie)
oraz 611 zt (podlaskie) (Tabela 3.). Wysoko$¢ kosztdw posrednich odnotowano na zblizonym
poziomie ok. 65 zt/matke $rednio, w jednym i drugim regionie. Gtdwnqg jego sktadowq byto
utrzymanie, remonty maszyn, urzadzen oraz budynkdw.

124



Zakiady Naukowe

Tabela 3. Koszty produkciji w gospodarstwach rodzinnych utrzymujgcych owce.

Wyszczegdlnienie Razem - $rednio Podkarpackie Podlaskie
Przecietna liczba owiec matek (szt.) 46,71 40,94 51,22
Koszty pasz na owce matke (zt) 382,58 358,36 401,53
Koszty bezposrednie na matke (zt) 518,01 483,27 545,20
Koszty posrednie na matke (zt) 65,62 64,88 66,19
Koszty catkowite na matke (zt) 583,62 548,14 611,39

Gospodarstwa utrzymujgce Swinie.

Badaniami zostaty objete wybrane celowo gospodarstwa zlokalizowane w wojewddztwie
podkarpackim (15), podlaskim (20) oraz dolnoslgskim (4). Prowadzity one produkcije $win w cy-
klu zamknietym. Dziatalno$¢ ta byta dominujgcg w analizowanych obiektach.

W zwigzku ze zréznicowang skalg produkcji odnotowano w analizowanych obiektach
réznice w Sredniej powierzchni gospodarstw. Rolnicy utrzymujgcy $winie zobligowani sg do po-
siadania odpowiednie] powierzchni uzytkdw rolnych celem wtasciwego zagospodarowania
odchoddéw zwierzecych. Mniejsze obszarowo gospodarstwa wystepowaty w wojewddztwie
podkarpackim o mniejszej obsadzie $win, 1j. 31,91 ha, natomiast w wojewddztwie podlaskim
byty srednie wieksze (o ok. 20%). Srednio, ponad 71% powierzchni gospodarstw stanowit wtasny
areat.

Analiza organizacii produkcji zwierzecej wykazata, ze sredni stan loch wynidst w gospo-
darstwach 26,49 sztuk. W przypadku wojewddztwa podkarpackiego przecietna liczba loch
przypadajgca na 1 gospodarstwo wyniosta 13,42 sztuk i byta trzykrotnie mniejsza w poréwnaniu
z wojewoddztwem podlaskim (41,61 szt.), a prawie dwukrotnie wieksza niz w wojewddztwie dol-
noslgskim.

Koszty bezposrednie w przeliczeniu na 1 loche wyniosty 7 678,85zt (podkarpackie);
6 713,23 zt (podlaskie) oraz 7 096,04 zt (dolnoslgskie) — Tabela 4. Stosunkowo niski koszt spowo-
dowany byt wysokim udziatem pasz tresciwych wtasnych w zywieniu $wih. We wszystkich go-
spodarstwach najwyzszy udziat w strukturze kosztéw bezposrednich stanowity koszty pasz.
W strukturze kosztéw catkowitych produkcji dominowaty koszty bezposrednie produkcii,
a w nich koszty pasz. Natomiast gtéwng sktadowq kosztdéw posrednich gospodarstw zajmujg-
cych sie produkcjq zywca wieprzowego byty koszty nosnikdw energii.

Tabela 4. Koszty produkcji w gospodarstwach rodzinnych utrzymujgcych $winie.

Wyszczegdlnienie Razem - érednio | Podkarpackie Podlaskie Dolnoslgskie
Liczba loch (szt.) 26,49 13,42 41,61 7.00

Koszty pasz na loche (zt) 6 152,44 6 661,58 5831,80 6 024,50
Koszty bezposrednie na loche (z) 711498 7 687,85 6713,26 7 096,04
Koszty posrednie na loche (zt) 1992,63 2 544,07 1462,48 2 647,98
Koszty catkowite na loche (zt) 9 107,61 10 231,92 817574 9 744,03

Przychody ogdtem w przypadku gospodarstw , trzodowych” ksztattowata wartosé pro-
dukcji zywca wieprzowego, ktéra stanowita odpowiednio 50,42% (podkarpackie); 88,22%
(podlaskie) i 28,61% (dolnoslgskie). Wysoko$¢ ptatnosci w przychodach odnotowano na naj-
wyzszym poziomie w wojewddztwie dolnosigskim (21,49%).
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Najchetniej podejmowanym dziataniem, skierowanym na redukcje niekorzystnych od-
dziatywanh produkcji rolnej na srodowisko, i przyczyniajgcym sie do poprawy odczynu gleby
oraz jej zyznosci, byto wapnowanie i przyorywanie obornika w ciggu 12 godzin od aplikaciji na
glebe. W badanych gospodarstwach skupiono réwniez uwage na stosowaniu miedzyplondw
ozimych, ktére majg na celu miedzy innymi poprawe jakosci gleb. Co ciekawe, przestrzeganie
planu nawozenia realizowano w 1/3 gospodarstw. Dobrostanem zwierzgt sposrdd wszystkich
badanych gospodarstw zainteresowata sie 1/5 rolnikdw, przy czym najczesciej dziatanie to od-
notowywano w gospodarstwach utrzymujgcych bydto mleczne. W niewielkim zakresie podej-
mowano dziatanie dotyczgce wprowadzania stref buforowych oraz obszardw nieprodukcyj-
nych. Natomiast sposrdd przebadanej populacji gospodarstw najmniejsze zainteresowanie
byto produkcjg metodami ekologicznymi.

Zadanie 01-17-03-11
Ewaluacja metod pomiaru emisji i mitygaciji GHG w trakcie pastwiskowania.

kierownik zadania: dr hab. Jacek Walczak

Celem zadania jest uzyskanie precyzyjnej, nieinwazyjnej metody pomiaru emisji GHG, w tym
emisji metanu z fermentacii jelitowej od bydta mlecznego, utrzymywanego w warunkach fer-
mowych (m.in. na pastwisku), a takze okreslenie przydatnosci wybranych sposobdw mitygaciji
GHG i amoniaku w frakcie samego pastwiskowania.
Tak postawiony cel gtdwny osiggany jest poprzez realizacje celdéw czgstkowych, do kté-
rych zaliczajq sie:
—  opracowanie metodologii pomiardw emisji metanu z wykorzystaniem znacznikdw SF6 oraz
miernika laserowego,
— wyznaczenie najskuteczniejszych metod mitygacji GHG i amoniaku w frakcie pastwisko-
wania bydta.

Syntetyczne omdwienie uzyskanych wynikow badan:

W omawianym okresie sprawozdawczym zrealizowano etap zadania obejmujgcy pomiary
emisji z wybranych metod pastwiskowej mitygaciji GHG.

Pod wzgledem pierwszego z celdw zadania, tj. opracowania metody pomiaru emisji me-
tanu z fermentacji zwaczowej kréw przy uzyciu tfracerdw SFé i miernika laserowego, kontynuo-
wano prace nad konstrukcjg prototypowego urzgdzenia do poboru préb jakim jest tfracer. Przy-
jeto 24 godzinny czas pracy tracera. Opracowano dedykowang konstrukcije zbiornika o ksztat-
cie pdétobreczy zawieszanej na obreczy barkowej zwierzecia, wykonanej z klejonych rur i ksztat-
tek PCV o $rednicy %. Przetestowano sposdb stabilizacji fracera na zwierzeciu, ustalajgc ko-
nieczno$¢ wykorzystania do tego celu pasa zapinanego za przednimi kohczynami oraz kantaru
zapinanego na tbie, do ktdérego réwniez mocowane bedq przewody pomiarowe.

W dalszym ciggu prac poréwnywano rézne materiaty do wykonywania boluséw uwal-
niajgcych szesciofluorek siarki umieszczany w zwaczu krowy. Ze wzgledu na ciezar i koniecz-
no$¢ toczenia, zrezygnowano z bolusdw mosieznych na rzecz polietylenu HDPE. Kolejnym kro-
kiem byto opracowanie niezbednej wielkosci boluséw kapsut zamykanych nakretkg z mem-
brang wykonang z PTFE. W tym celu zastosowano pojemniki o objetosci 15; 25; 35; 45 55 ml.
Pojemniki napetniano gazowym SFé przy pomocy strzykawki gazowej i mierzono w odstepach
1 godziny, czas uwalniania gazu do otoczenia przy pomocy Miernika MultiPID w temperaturze
380C. Uzyskane wyniki ilustruje Tabela 1.
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Tabela 1. Sredni czas uwalniania SFé w zaleznoéci od objetosci bolusa.

Objetosé bolusa Czas uwalniania gazu (min.)/Powtdrzenie
(mi) 1. 2. 3.
15 475 480 490
25 800 780 790
35 1130 1110 1120
45 1450 1430 1440
55 1780 1750 1760

Za wystarczajgcg do dobowych pomiaréw uznano objetos¢ bolusa wynoszgcqg 55 ml.
Aktualnie trwajg prace nad doborem wielkosci przeptywdw z uzyciem bateryjnie zasilanej
pompy i przewoddw vitonowych do samplowania préb powietrza wydechowego. Zasadni-
czym problemem jest skorelowanie ilosci magazynowanego powietrza (objeto$¢ zbiornikal)
z wydajnosciqg stale pracujgcej mikropompy oraz srednicqg i dtugoscig przewoddw zasilajgcych
- ustalenie niezbednej wielkosci podcisnienia w uktadzie. Kontynuowano réwniez prace nad
weryfikacjg przydatnosci zdalnych miernikéw laserowych w poréwnaniu do miernikdw klasycz-
nych wyposazonych w cele pomiarowe i detektory laserowe lub podczerwone. Pomiaréw do-
konano tgcznie na grupie 300 krow HF pastwiskowanych é godzin/dzieh w przedziatach 3 mi-
nut. Klasyczne mierniki dokonywaty pomiaru w sposéb ciggty, a przenosny miernik laserowy
samplowat przez 3 minuty w interwatach co 1 s. Pomiaréw zdalnych dokonywano z odlegtosci
1 m od zwierzecia, a pomiardw klasycznych bezposrednio z okolic §luzawicy przy pomocy
sondy recznej. Uzyskane wyniki ilustruje Tabela 2.

Poréwnanie wynikdw pomiardw wskazuje na wysokq istotnose réznic miedzy miernikami
klasycznymi a zdalnymi laserowymi. W zwigzku z duzg czestotliwoscig samplowania przez
zdalny miernik laserowy (odstep 1 s) w pordwnaniu do ciggtego zasysania powietrza do celéw
pomiarowych w klasycznych miernikach, te ostatnie okazaty sie by¢ wrecz nieprzydatne do
pomiaréw polowych.

Tabela 2. Poréwnanie wynikdw pomiardw koncentracji metanu w wydychanym powietrzu w trakcie pastwiskowania
krow przy wykorzystaniu réznych metod pomiarowych (ppm).

Powtérzenie

Rodzaj pomiaru

Klasyczny laserowy

Klasyczny w podczerwieni

Laserowy zdalny

1. 2206,45Aa 2210,91Ab 3321,53Bc
2. 2217,12Aa 2222,32Ab 3325,32Bc
3. 2224,43Aa 2228,21Ab 3332,61Bc

ab - réznice istotne przy P>0.05;

Pod wzgledem wyznaczenia najskuteczniejszych metod mitygacji GHG i amoniaku
w trakcie pastwiskowania bydta materiat doswiadczalny stanowito 120 kréw mlecznych rasy
HF pozostajgcych w pierwszej fazie laktacji w grupie zywionej na zapofrzebowanie produk-
cyjne 7 000 | mleka. Zwierzeta zywione byty metodg PMR z udziatem kiszonki z kukurydzy i runi
pastwiskowe] w systemie kwaterowym. Czas przebywania na pastwisku wynosit 6 godzin dzien-
nie. W trzech seriach catodobowych, obejmujgcych tgcznie piec dni pomiardw, okreslone zo-
staty emisje metanu od kazdej ze sztuk przy pomocy zdalnego laserowego miernika metanu.
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Emisje, metanu podtlenku azotu i amoniaku z gleby pastwiska i zdeponowanych na niej od-
choddw, dokonywano przy pomocy metody mikrotuneli aerodynamicznych i klasycznych
miernikdw Tiger, Horiba oraz MultiPID. Grupe kontrolng stanowit klasyczny termin spasanie pa-
stwiska (faza ktoszenia). Grupy dosSwiadczalne stanowity wypas wczesniejszy o 2 tygodnie
w stosunku do klasycznego terminu spasanie pastwiska (faza ktoszenia), spasanie pdzniejsze
o 2 tygodnie w stosunku do klasycznego terminu, spasanie runi pastwiskowej z podsiewem
szybko rosngcych fraw hybrydowych (40%). Uzyskane wyniki emisji metanu z fermentacii jelito-
wej ilustruje Tabela 3. Wyniki pomiardéw emisji z gleb pozostajq jeszcze w trakcie analizy staty-
styczne.

Jak wida¢ z uzyskanych danych, najnizszg emisje z fermentacji jelitowej wykazywaty
krowy zywione z udziatem wysokostrawnych traw hybrydowych. Nastepng w kolejnosci byta
grupa o przyspieszonym o 2 tygodnie terminie spasania, a najwyzszg emisje metanu wyka-
zano dla opdznionego o 2 tygodnie wypasu. Uzyskane zréznicowanie wynikato wprost z réz-
nego stopnia strawnosci runi w tym zawartosci wtdkna.

Tabela 3. Pordwnanie srednich emisji metanu w trakcie réznych sposobdw pastwiskowania krow (kg/szt./rotacje).

Grupa
Rotacja kwatery
Trawy hybrydowe Wczesniejszy wypas Klasyczny wypas P&Zniejszy wypas
1. 38,45a 42,91b 53,53c 67,32d
2. 49,12a 53,32b 57,32c 61,42d
3. 56,43a 60,21b 64,61c 65,98d

a, b —rdznice istotne przy P>0.05;

Podsumowanie wynikow:

Na podstawie uzyskanych wynikéw badanh stwierdzi¢ mozna, ze istotnosci réznic w pomiarach
dokonywanych réznymi metodami, wskazuje na wiekszg precyzje pomiardw emisji metanu
z fermentacji jelitowej] w przypadku zastosowania zdalnego miernika laserowego. Niemnigj,
takze w jego przypadku, waznymi elementami pomiarowymi jest staty punkt umiejscowienia
wiqzki oraz zachowanie tej samej odlegtosci od mierzonego zwierzecia. Klasyczne mierniki
z wykorzystaniem cel pomiarowych nie réznig sie znaczgco miedzy sobg w precyzji pomiardw,
lecz czas samplowania jest tu zbyt dtugi, aby precyzyjnie uchwyci¢ rzeczywiste stezenie me-
tanu w oddechu. Sg one wysoce przydatne do badah w komorach czy tunelach aerodynao-
micznych, gdzie nie sprawdza sie miernik zdalny.

Odnoénie uzycia SF¢ do polowych pomiardw emisji metanu od zwierzat, to juz na etapie
konstruowania prototypowego zestawu, pojawia sie wiele wyzwan technicznych, zwigzanych
z budowq bolusa i wtasciwego doboru tempa uwalniania znacznika gazowego. W poréwna-
niu do uzycia zdalnego miernika laserowego metoda ta wydaje sie bardziej skomplikowana
i czasochtonna, niemniej jest ona nadal stosowana w kliku osrodkach naukowych.

Pod wzgledem pordwnania emisji metanu z fermentacji jelitowej kréw wypasanych
w réznych fazach dojrzatosci runi pastwiskowej oraz jej zmiennego sktadu, zasadnicze znacze-
nie wydaje sie miec¢ strawno$¢ zielonki, a zwtaszcza stopien zdrewnienia tkanek. Najnizszg emi-
sie metanu z fermentacji jelitowej wykazano natomiast dla runi z podsiewem wysoko strawnych
fraw hybrydowych. Emisja rosta rowniez wraz z kolejng rotacjq.
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Zaktad Biologii Molekularnej Zwierzqt
kierownik: dr hab. Katarzyna Ropka-Molik, prof. IZ PIB

Zadanie 01-18-05-21
Analiza procesdw 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

Celem proponowanych badan jest poszukiwanie genetycznego podtoza procesdw zwigza-
nych z odktadaniem tkanki ttuszczowej na modelu $wini domowej. Dla hodowli frzody chlewnej
badania te stanowig wazny element, poniewaz prowadzona dtugoletnia selekcja w kierunku
poprawy miesnosci i cech wzrostowych przyczynita sie do istotnego obnizenia tkanki ttuszczo-
wej podskdrnej i srddmiesniowej (IMF). IMF odgrywa wazng role w ocenie sensorycznej miesa
(kruchosci, soczystosci) oraz przydatnosci wieprzowiny do przetwoérstwa technologicznego.
Wielka biata polska i polska biata zwistoucha — dwie gtdwne rasy wykorzystywane jako kompo-
nent matczyny w polskiej hodowli, posiadajg IMF na poziomie ok. 1%, czyli okoto dwa razy
mniejszym od pozagdanych wartosci. Podejmowane sq wiec rdzne proby, aby poprawi¢ ten
stan i podnie$¢ poziom tkanki ttuszczowej w tuszach wieprzowych, w tym poszukiwanie proce-
sdw molekularnych czy biomarkeréw zwigzanych z tworzeniem sie tkanki ttuszczowej i jej od-
ktadaniem.

Z innegj strony $winie sg dobrym modelem do badah nad otytosciqg, ktéra jest aktualnie
zaliczana do chordb cywilizacyjnych, a jej wystepowanie sprzyja chorobom uktadu krgzenio-
wego, cukrzycy czy chorobom nowotworowym. Proponowane badania umozliwiq dostarcze-
nie nowych informacji pomocnych przy opracowaniu skutecznych narzedzi w walce z otyto-
$cig u ludzi. Wykorzystanie w proponowanym projekcie techniki ATAC-seq, ktéra identyfikuje
aktywne transkrypcyjnie regiony chromatyny, pozwoli zweryfikowac hipoteze, czy u podtoza
tej choroby cywilizacyjnej lezg nowe dotqd nieznane mechanizmy regulacii ekspresji gendw.

Dopetnieniem analizy ATAC-seq bedzie ocena transkryptomiczna (RNA-seq) tkanki wg-
frobowej i ttuszczowej. Umozliwi to trafne wskazanie procesdw metabolicznych wysoce istotnie
powigzanych z regulacjg odktadania tkanki ttuszczowe;.

Zatozenia metodyczne:

Dla prébek wgtroby pozyskanej od 16 loszek rasy ztotnicka biata, charakteryzujgcych sie niskim
oraz wysokim poziomem ottuszczenia zostaty przygotowane biblioteki dla fragmentdéw aktyw-
nej transkrypcyjnie chromatyny (ATAC-seq). Biblioteki zostaty przygotowane na podstawie
wczesniej mrozonych komérek watroby, dlatego tez po rozmrozeniu zostata oceniona zywot-
nos$¢ komadrek z wykorzystaniem Cellcoutera i specjalnego barwienia 0,4% trypanem blue. Bi-
blioteki zostaty poddane ocenie jakosci, tzn. namnozone zostaty amplikony dla promotora
genu GAPDH oraz dla tzw. pustynnego DNA czyli region niekodujgcy. Biblioteki, ktére przeszty
testy jakosci, zostaty wystane do sekwencjonowania w technologii NGS 150PE. Po sekwencjo-
nowaniu, wyniki pochodzgce z obu frakcji zostaty potgczone i przeprowadzono dla nich dalszg
analize identyfikaciji sygnatéw w regionach zwigzanych z wigzaniem czynnikdw transkrypcyj-
nych z wykorzystaniem narzedzia Generich. Uzyskane sygnaty zostaty przypisane do genomu
Swini z wykorzystaniem narzedzia VEP (Ensemble), uwzgledniajgc regiony 5 UTR, 3 UTR, intron,
sekwencja kodujgca, regiony powyzej (do 300 bp) i ponizej genu (do 300 bp).
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Ponadto, mapowanie uwzgledniato wszystkie izoformy i regiony startu transkrypcji fzw.
TSS (transcription start site). Analize funkcjonalna przeprowadzono z wykorzystaniem narzedzia
David, a dla interakciji biatko-biatko (PPI) narzedzia STRING. Obliczenia statystyczne przepro-
wadzono przy uzyciu metody ANOVA (SAS).

Dodatkowo, przeprowadzono identyfikacje wariantow gendw (analiza variant calling)
na podstawie wynikdw RNA-seq, w ktdrej wykorzystano narzedzie GATK v. 4.1.9. Réznice w dys-
frybucji poszczegdinych alleli zostaty zidentyfikowane z wykorzystaniem testu ¥2 pomiedzy
osobnikami o wysokim (WPT) i niskim stopniu ottuszczenia (NPT). Po analizie variant calling, na
bazie RNA seq z tkanki ttuszczowej, zostaty wytypowane cztery interesujgce warianty genu
BSCL2 (rs346079334, 15341493267, rs330154033 i rs81333153) nalezgce do regionu ponizej genu -
downstream (ds) oraz do mutacji zmiany sensu (ms). Warianty te zostaty wybrane ze wzgledu
na wystepowanie duzych réznic w dystrybucii alleli/genotypdw wedtug testu x2. Dodatkowo,
zidentyfikowane warianty ms BSCL2 analizowano za pomocqg narzedzia GERP [22] i narzedzia
SIFT, ktére okreslaty szkodliwos¢ tych mutacii dla funkcji biatka. Ponadto, zostaty one zweryfiko-
wane przez sekwencjonowanie Sangera na poziomu DNA.

Wyniki:
ATAC-seq.

Prébki akceptowalne wykazywaty zywotnose zblizong do 80%. Preparaty mikroskopowe poka-
Zano na Rycinie 1. A ze wskazanymi niebieskimi, martwymi jgdrami. W niniejszym badaniu bi-
blioteki ATAC przygotowano w oparciu o nowy zestaw TruPrep (Vazyme), zawierajgcy zinte-
growang franspozaze Tns. Ten zestaw nigdy nie byt uzywany w tego rodzaju zastosowaniach,
dlatego podczas przygotowywania biblioteki ATAC zastosowalismy liczne etapy kontroli jako-
sci. Na podstawie obliczerh Qubit Fluorometer (Invitrogen) i systemu TapeStation 2200 przete-
stowano ilos¢ i jakos¢ tych bibliotek (Rycina 1. B i C). Biblioteki ATAC wykazaty stezenie w za-
kresie 15-33 pg/mil. Kontrola fazy lizy (1) przebiegta pomysinie, nie uzyskano zadnych fatszywych
bibliotek. Kontrola wzbogaconego regionu promotora GAPDH (2) przebiegta prawidtowo, pu-
stynne produkty DNA ofrzymano tylko w bibliotfekach genomowych i dla wyizolowanego DNA,
a amplikon PCR dla promotora GAPDH uzyskano we wszystkich prébkach (Figura 1. E). Dtugos¢
wstawki we frakcjonowanych bibliotekach ATAC przedstawiono na Rycinie 1. D.

Narzedzie Genrich zidentyfikowato sygnaty dla kazdej prébki osobno, gdzie zidentyfiko-
wano co najmniej 5000 sygnatdw. Wszystkie sygnaty zostaty przypisane wzdtuz ich lokalizaciji
do regiondw 5°UTR, 3'UTR, powyzej i ponizej sekwencji kodujgcej oraz do intronéw. Ponadto,
wszystkie sygnaty sprawdzono, czy pokrywajq sie z miejscem startu transkrypciji (TSS). Wstepna
analiza statystyczna wykazata, ze w grupie NPT zaobserwowano znacznie wiecej sygnatdow
zmapowanych do regiondw 5 UTR niz u $win WPT (Figura 4.), podobnie dla sygnatéw ATAC
zwigzanych z intronem i regionem miedzygenowym. Ponadto, sprawdzilismy dtugos¢ sygnatu
i liczbe gendw, ktdére naktadaty sie na TSS, i nie wykryto zadnych znaczgcych réznic miedzy
grupami.
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Figura 1. Testy kontroli jakosci. A. Wizualizacja mikroskopowa testu zywotnosci przeprowadzonego przez barwienie jg-
der btekitem 0,4% frypanu blue (Sigma Aldrich). Strzatki pokazujg komérki z niebieskimi jgdrami. B. Wykresy TapeStation
po elektroforezie przedstawiajgce dtugo’c¢ bibliotek ATAC i DNA. C. Wykresy TapeStation po elekiroforezie przedsta-
wiajgce biblioteki ATAC po frakcjonowaniu. Frakcja odpowiadajgca regionom wolnym od nukleosoméw (NFR) (roz-
miar biblioteki 175-250 bp, wstawka >150 bp), a B zawiera fragmenty mono-, di i tri-nukleosomy (wielko$¢ biblioteki
250-625 bp, insert ~ 200, 400, 500 bp). D. Dtugo$¢ wstawki wykryta po przetworzeniu danych ATAC seq dla frakciji Ai B.
E. Test PCR na wzbogacenie regionu promotora w bibliotekach ATAC na podstawie genu GAPDH i braku amplikony
dla pustynnego regionu DNA.
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Figura 2. Mapowanie sygnatdw ATAC do genomu éwini Sscrofall.1.100, A. Sredni procent sygnatéw ATAC
zmapowanych do poszczegdlnych regiondw genomu $win w grupie WPT B. Procent sygnatéw ATAC zmapowanych
do poszczegdlnych regiondw genomu $wini dia kazdej prébki. C. Sredni procent sygnatéw ATAC zmapowanych do
poszczegdlnych regiondw genomu dla swin NPT. Czarnymi ramkami zaznaczono Srednie procentowe, ktére byty
istotne wedtug testu ANOVA pomiedzy analizowanymi grupami.
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Zidentyfikowano $rednio 5425 pikdéw (odpowiadajgcych 12680 genom) i 2194 (odpowia-
dajgcych 8840 genom) naktadajgcych sie odpowiednio na region TSS oraz promotora <1 kb.
Blisko 70% tych sygnatéw pochodzito z frakcji A (wstawki do 150 pz). Analiza, w tym wszystkie
piki ATAC, zwigzane z regionami promotora TSS i <1 kb, pokrywata sie z 272 DEG (Rycina 3. A).

Figura 3. Analiza sygnatéw zidentyfikowanych na podstawie danych ATAC-seq i naktadajgcych sie z genami o rézni-
cowej ekspresji (DEG) w zaleznosci od stopnia otftuszczenia. A. Venn diagram , sygnaty ATAC pochodzgce z TSS i <1kb
promotora ATAC naktadaty sie DEG. B. Diagram Venn dla wspdinych dla poszczegdinych badanych grup $win sygna-
téw TSS i <1 kb promotora ATAC pokrywaty sie DEG. C. Analiza ontologii GO przeprowadzona w DAVID: funkcjonalne
narzedzie do adnotaciji. D. Analiza skupien przeprowadzona w DAVID: narzedzie do adnotacji funkcjonalnych dla
zidentyfikowanych 45 ATAC-DEG E. Wzbogacone $ciezki KEGG wygenerowane w DAVID: narzedzie do adnotacii funk-
cjonalnych dla 45 ATAC-DEG F. Analiza PPl przedstawiona przez STRING: funkcjonalne sieci asocjacji biatek dla
45 ATAC-DEG DEG. FD - odktadanie sie ttuszczu, DEG — geny o zrdznicowanej ekspresii.
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Niemniej jednak, wspdlnych sygnatdw ATAC, ktdre byty obecne we wszystkich prébkach
(w grupie WPT lub NPT), byto znacznie mniej. Naszym zdaniem wskazanie wspdlnych pikdw
ATAC zaweza obszar badanh do najwazniejszej regulacii ekspresji gendw. Z drugiej strony, nie-
ktére sygnaty ATAC byty zlokalizowane w regionach zachodzgcych na regiony TSS i promotora
<1 kb (Rycina 3. B), wiec piki TSS i promotora <1 kb zostaty wtqgczone do tego samego testu.
8901 2028 wspdlnych sygnatdéw ATAC odpowiadajgcych regionom promotorowym TSS i <1 kb
zidentyfikowano odpowiednio w grupach WPT i NPT. Naktadajgce sie DEG i wspdlne piki ATAC
wytonity 45 gendw (Rycina 3. B). Analiza z wykorzystaniem narzedzia Davida GO wykazata, ze
geny te wzbogacity procesy zwigzane z destynacjg komorek ttuszczowych, stresem oksydacyj-
nym zachodzgcym w siateczce $srédplazmatycznej (ER) oraz wyptywem cholesterolu (Rycina
3. C). Analiza klastrowania wskazata piec klastrow, m.in. zwigzane z ER i biosyntezq lipiddw (Ry-
cina 3. D). Analiza PPI (STRING) potwierdzita te obserwacje (Rycina 3. E).
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Analiza wywotania wariantdw na danych RNA-seq uzyskanych po sekwencjonowaniu catego
franskryptomu tkanki ftuszczowej i wytypowanie potencjalnego markera selekcyjnego.

W tescie chig2 najlepsze wyniki (najnizsze p-Value) uzyskat wariant genu BSCL2, ktéry zmienia
sens aminokwasowy dla biatka bscl2, dlatego tez kilka mutacji zwigzanych wtasnie z genem
BSCL2 poddano dalszej analizie (Rycina 4. B) asocjacyjnej. Analiza PPl wykazata kluczowe za-
angazowanie genu BSCL2 w procesy regulacyjne silnie zwigzane z tworzeniem kropelek lipidow
(Rycina 4. A). Poréwnanie poziomu ekspresji izoform genu BSCL2 w zaleznosci od stopnia oftusz-
czenia w tuszy wieprzowej wykazato znaczqgce roznice i tfrendy (Rycina 4. C). Moze to by¢ kon-
sekwencjqg tego, ze prawdopodobnie izoformy te petniq rézne role molekularne. Badania aso-
cjacyjne mutacji w genie BSCL2 z cechami uzytkowymi $win takze wykazato wiele zaleznosci.

Figura 4. Informacje o genie BSCL2. A. Analiza PPl dla genu BSCL2 przy uzyciu narzedzia STRING B. Chromatogramy
przedstawiajg wyniki sekwencjonowania Sangera dla 3 mutacji zmiany sensu (rs341493267, rs330154033, rs81333153)
i jednego wariantu zlokalizowanego ponizej genu BSCL2 (rs346079334). Chromatogramy wizualizowano za pomocqg
narzedzia FinchTV vs 1.4.0 (Geospiza, Inc.; Seaftle, WA, USA; http://www.geospiza.com). C. Ekspresja izoform genu
BSCL2 zalezna od odktadania sie tkanki ttuszczowej. Jasnoszary grupa NTP, ciemnoszary grupa WTP.
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Podsumowanie potwierdzajgce osiggniecie zatozonego celu:

Przeprowadzono czesciowq analize bioinformatyczng wynikdw ATAC-seq i przygotowano ta-
bele i figury do publikacji. Ponadto, na bazie wynikdw RNA-seq w tkance ttuszczowej przepro-
wadzono analize wywotania wariantdw, wytypowano potencjalne markery selekcyjne w ge-
nie BSCL2 i przeprowadzono badania asocjacyjne dla mutaciji BSCL2, uwzgledniajgc rase pol-
ska biata zwistoucha, wielka biata polska i ztotnicka biata. W 2023 roku dokohczona zostanie
ocena bioinformatyczna wynikdw ATAC-seq.
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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, powigzane ze zmianami anatomicznymi i uktadem
odpornosciowym zwierzqt.

kierownik zadania: dr inz. Ewelina Semik-Gurgul

Zamierzeniem projektu byta 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 suplementaciji
witaminy D. Ze wzgledu na tematyke, badania podzielono na dwie czesci.

W pierwszej czesci skupiono sie na ocenie wptywu poziomu zywienia preparatem mleko-
zastepczym, we wczesnym okresie zycia cielgt, na procesy biologiczne zwigzane z rozwojem
gruczotu mlekowego poprzez zmiany epigenomiczne i franskryptomiczne. Wczesniejsze bada-
nia, przeprowadzone na grupie cieliczek wysokowydajnych ras mlecznych, dowiodty, ze zy-
wienie modeluje przebieg zmian anatomicznych gruczotu mlekowego. Pomiary anatomiczne
potwierdzity, ze u cieliczek zywionych do woli wystgpit wzrost masy catego gruczotu mleko-
wego, tkanki migzszowej i zrebowej w poréwnaniu do tych cech okreslonych u cieliczek zywio-
nych restrykcyjnie. Na tej podstawie stwierdzono, ze mechanizm regulacji rozwoju gruczotu
mlekowego jest modulowany poziomem zywienia. Diatego tez, w proponowanych badaniach
przyjeto nastepujgcqg hipoteze: ,,Poziom zywienia we wczesnym okresie zycia modeluje zmiany
na poziomie epigenetycznym i w poziomie ekspresji gendw, prowadzgc do zmian anatomicz-
nych gruczotu mlekowego cieliczek wysokowydajnych ras mlecznych.”

W drugiej czesci badan przyjeto nowq hipoteze badawczg, a mianowicie: ,,Suplemen-
tacja witaming D oddziatuje na modyfikacje epigenetyczne i zmiany w poziomie ekspresji ge-
néw, prowadzgc do poprawy statusu zdrowotnego zwierzat.” Badania dowodzqg, ze witamina
D wykazuje dziatanie immunomodulacyjne, a niskie stezenie kalcydiolu (25(OH)D) w osoczu
tgczone jest z patogenezqg wielu choréb. Jednym z potencjalnych celdéw dziatania witaminy D
jest uktad oddechowy. Pomimo tego, do tej pory nie przeprowadzono kompleksowych badan
okreslajgcych wptyw tej witaminy na tkanke ptuc. Z punktu widzenia hodowcoéw trzody chlew-
nej zagadnienie to moze okazac sie wazne, poniewaz infekcje uktadu oddechowego $wih
powodujq nie tylko spadek dobrostanu zwierzat, ale réwniez straty ekonomiczne. Witamina D,
jako $rodek stosunkowo niedrogi i tatwo dostepny, moze zapobiegacd infekcjom gdrnych drég
oddechowych wywotanym przez patogeny oraz zanieczyszczenie powietrza. Dlatego celem
fego badania jest sprawdzenie jak zmiany w standardowej suplementacji witaminy D wpty-
wajq na profile MRNA, miRNA oraz poziom metylaciji w zdrowej tkance ptucnej $win. W badaniu
tym okreslamy wptyw zwiekszania standardowej dawki cholekalcyferolu, zastosowania zwiek-
szonej dawki kombinacji cholekalcyferol + kalcydiol, a takze catkowite zastgpienia cholekal-
cyferolu kalcydiolem w diecie $win.

Zatozenia metodyczne:

W ramach zagadnienia zostaty wykorzystane najnowsze metody analiz epigenetycznych
i franskryptomicznych, uwzgledniajgce technike sekwencjonowania nastepnej generacji NGS
(RNA-seq, RRBS oraz microRNA-seq).

W pierwszej czesci badan wykorzystano materiat doswiadczalny, zgromadzony przez
prof. dr hab. Barbare Niwinskqg. Stanowity go tkanki pobrane od 16 zwierzat — cieliczki rasy pol-
ska holsztyhsko-fryzyjska w okresie wychowu w pierwszych dwdch miesigcach zycia. Zwierzeta
podzielono na frzy grupy zywieniowe: | grupa kontolna (n=4) — zywienie standardowe, oszaco-
wane na podstawie Zapotrzebowania Zywieniowego Bydta Mlecznego (NZP, 2001); grupa R
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(n=6) — ograniczenie dziennej dawki preparatu mlekozastepczego (MR); grupa AL (n=6) — po-
dawanie MR ad libitum 3 razy dziennie przez 30 minut. Analizie molekularnej poddano trzy
tkanki: parenchyme (PAR), wyscidtke ttuszczowq (MFP) oraz wgtrobe (W).

W drugiej czesci badan wykorzystano materiat doswiadczalny zgromadzony przez prof.
dr hab. Matgorzate Swigtkiewicz. Stanowity go tkanki ptuc pobrane od 39 $wih suplementowa-
nych réznymi dawkami i formami witaminy Da.

Dawkowanie witaminy D przebiegato nastepujgco:

1. grupa (grupa kontrolna) — 2000 IU cholekalcyferolu (grower) i 1500 IU cholekalcyferolu/kg
paszy (finiszer);

2. grupa - 3000 IU cholekalcyferolu (grower) i 2500 IU cholekalcyferolu/kg paszy (finiszer);

3. grupa - 2000 IU cholekalcyferolu + 1000 IU kalcydiolu (grower) i 1500 IU cholekalcyferolu+
1000 IU kalcydiolu/kg paszy (finiszer);

4. grupa - 2000 U kalcydiolu (grower) i 1500 IU kalcydiolu/kg paszy (finiszer).

W badaniu miRNA wykorzystano wszystkie 39 probek. Z kolei w badaniach mRNA oraz poziomu
metylaciji uzyto po 5 prébek z grupy 1. oraz 2.

Syntetyczny opis wynikdw zadania:

W biezgcym roku, w pierwszej czesci badan, przeprowadzono wstepng analize wynikéw se-
kwencjonowania franskryptomu i metylomu oraz bibliotek miRNA. Sekwencjonowanie bibliotek
RRBS wygenerowato Srednio 28,7 miliondw odczytéw na préobke. Odsetek odczytéw zmapo-
wanych do genomu odniesienia wahat sie od 93.3% do 96.1% na prébke, z czego 37.0% do
49.0% stanowity sekwencje unikalne. tgcznie zidentyfikowano od 6 098 do 269 réznicowych
miejsc metylacyjnych (DMS) w kontekscie CpG miedzy poszczegdlnymi grupami zywieniowymi
(Tabela 1.). Adnotacja do funkcjonalnych cech genu ujawnita, ze wiekszos¢ DMS znajdowata
sie w regionach miedzygenowych, a nastepnie infronach gendw i sekwencjach kodujgcych
genu.

Tabela 1. Liczba zidentyfikowanych DMS w kontekscie CpG miedzy badanymi grupami.

[vsR I'vs AL R vs AL
Parenchyma 6098 2 563 269
Wyscidtka Ttuszczowa 507 615 289
Watroba 609 733 322

Najwiekszq liczbe réznic w poziomie metylacji miedzy badanymi grupami stwierdzono
w obrebie tkanki parenychymy. Analiza wynikéw dla tej tkanki wykazata tgcznie 25 gendw
(z DMS w ciatach gendw i regionach powyzej TSS1500) wspdinych dla wszystkich poréwnan,
a takze 538, 338 i 35 unikalnych gendw dla I vs R, I vs ALi R vs AL, odpowiednio (Rysunek 1.).
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Rysunek 1. Przyktadowy odsetek zidentyfikowanych DMS w réznych regionach genomu na podstawie danych uzyskao-
nych dla tkanki parenchymy (A). Diagram Venna do poréwnania gendw z DMS w parenchymie, ktére sq unikalne lub
wspdlne dla pordwnywanych grup.

lvs R lvs AL Rvs AL

moos W introns @TSS1500 + SUTR @0owngream gene variant + 3'UTR W intergenic

Rvs AL

W celu identyfikacji zmian w transkryptomie zastosowano technike RNA-seq. Srednia
liczba odczytdw na prébke wynosita 5,2 milionéw. Odsetek odczytdéw dopasowanych do ge-
nomu referencyjnego wahat sie od 77.2% do 84.4% na prébke. Geny z padj <0.1 (Benjaminiego
Hochberga) uznano za geny réznicowe (DEG) i uwzgledniono w dalszej analizie. tgcznie ziden-
tyfikowano od 8 817 do 73 DEG. Niezaleznie od typu tkanki, we wszystkich grupach wiekszy
odsetek stanowity DEG charakteryzujgce sie podwyzszong ekspresjqg, wyjgtek stanowito poréow-
nanie RvsAL w parenchymie, gdzie przewazaty geny down regulowane (Tabela 2.).

Tabela 2. Liczba zidentyfikowanych DEGs miedzy badanymi grupami.

IvsR I'vs AL R vs AL
up down up down up down
Parenchyma 4121 3611 4498 4319 22 51
Wyscidtka ttuszczowa 419 209 2039 1537 1668 1329
Watroba 471 305 275 107 180 379

Nastepnie, z uzyciem oprogramowania MethGET, pordwnano zmiany w ekspresji gendw
i zmiany metylacji DNA w regionie promotora, ciata genu, introndw i eksondw, odpowiednio
miedzy grupami |, AL i R — z uwzglednieniem podziatu na tkanki. Korelacja miedzy zmianami
poziomu metylaciji a zmianami ekspresji gendw byta istotna, ale staba. Przyktady omawianej
korelacji dla parenchymy i poréwnania | vs R wynosita: w promotorze (R =-0.107, P = 1.44e-41),
ciele genu (R=-0.070, P=4.94e-23), intronach (R =-0.054, P=5.83e-13) i dla egzondw
(R=-0.002, P=8.18e-01). tgcznie wytypowano od 128. do 455. gendw charakteryzujgcych
sie korelacjg pomiedzy zmianami w ekspresji i w metylacji DNA (Tabela 3.).

Tabela 3. Liczba zidentyfikowanych gendw charakteryzujgcych sie korelacjg pomiedzy zmianami w ekspresji i w me-
tylacji DNA.

IvsR I vs AL R vs AL
Promotor Ciato Infron | Egzon | Promotor Ciato Intron | Egzon | Promotor Ciato Infron | Egzon
genu genu genu
Parenchyma 295 285 245 | 244 250 264 241 226 362 378 311 335
Wysciotka 378 399 | 335 | 348 369 | 381| 311 | 335 | 143 | 143| 128| 128
tHuszczowa
Watroba 170 172 154 | 167 369 433 356 375 399 455 391 386
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W ramach realizowanych badanh przeprowadzono réwniez analize wynikéw sekwencjo-
nowania bibliotek MiRNA. Srednia liczba odczytéw wynosita 9,5 miliona na probke. miRNA,
charakteryzujgce sie roznicami w ekspresji miedzy poszczegdinymi grupami z padj <0.1, uznano
za miRNA roznicowe i uwzgledniono w dalszej andlizie. tgcznie zidentyfikowano od 187 do 2
réznicowych miRNA. W przypadku tkanki parenchymy i watroby wiekszo$¢ zidentyfikowanych
MIRNA odznaczato sie obnizong ekspresjq, w przeciwienstwie do wyscidtki ttuszczowej, gdzie
wiekszy odsetek stanowity up-regulowane miRNA (Tabela 4.).

Tabela 4. Liczba zidentyfikowanych miRNA miedzy badanymi grupami.

[ vsR I'vs AL R vs AL
up down up down up down
Parenchyma 87 100 27 36 0 2
Wyscidtka ttuszczowa 14 4 30 15 15 14
Watroba 27 36 7 21 3 1

W zakresie drugiej czesci badan, wykonano analize wptywu zmian w suplementaciji wi-
taminy D na profile miRNA. W przypadku tego sekwencjonowania srednia liczba zmapowa-
nych odczytéw wyniosta 345 116,7 na probke. Do analizy bioinformatycznej wykorzystano
38z 39 prébek. Jedna z prébek zostata odrzucona ze wzgledu na zbyt niskq liczbe odczytow
(8569 odczytow).

Uzyskane wyniki wskazujg, ze zwiekszenie dawki cholekalcyferolu w diecie $win w sto-
sunku do dawki standardowej (2vs1) powoduje istotng zmiane ekspresji 5 MiRNA. Sposrdéd zmie-
nionych, 3 miRNA ulegty siinej downregulacji (log2FC <-23), natomiast 2 pozostate upregulacji
(log2FC 2,295 19,545). Z kolei zastosowanie zwiekszone] dawki kombinaciji cholekalcyferol+kal-
cydiol (3vs1) spowodowato istotng zmiane ekspresji 14 miRNA. W tym przypadku, 6 miRNA ule-
gto upregulacji (dla 2 miRNA warto$¢ log2FC >22, dla pozostatych <1,7), a 8 downregulaciji
(dla 4 warto$¢ log2FC <-23, dla pozostatych >-2,6). Ponadto, poréwnanie grupy otrzymujgce;j
zwiekszong dawke cholekalcyferolu z grupg otrzymujgcqg zwiekszong dawke cholekalcyfe-
rolut+kalcydiol (3vs2) wykazato zmiane ekspresji 12 miRNA. Wsérdéd nich 9 ulegto upregulacii,
a 3 downregulacji. Ostatnia ze zmian w suplementaciji czyli catkowite zastgpienie standardo-
wej dawki cholekalcyferolu kalcydiolem (4vsl) spowodowato zmiane ekspresji jedynie
5 miRNA. W tej grupie, 3 miRNA ulegto downregulacji (log2FC <-23), natomiast pozostate
2 upregulacii (log2FC >22).

Dalsza analiza wykazata pewne analogie w uzyskanych wynikach. Po pierwsze, 4 (miR-
708-5p, miR-708-3p, miR-223, miR-30e-3p) z 5 miRNA, zmienionych pod wptywem zwiekszenia
dawki cholekalcyferolu (2vs1), ulegto rowniez zmianie pod wptywem kombinaciji cholekalcy-
ferol + kalcyferol (3vs1), jak rowniez pod wptywem zastgpienia cholekalcyferolu kalcydiolem
(4vs1). Co ciekawe, kazde z wymienionych wyzej miRNA charakteryzowato sie bardzo duzym
log2FC (>20 lub <-20). Po drugie, zauwazono, ze istnieje pula miRNA wspdina dla poréwnan
Z grupg przyjmujgcag kombinacje cholekalcyferol +kalcydiol (grupa 3). Co wiecej, zestawienie
wynikéw pordwnan grupy 3 z grupami przyjmujacymi sam cholekalcyferol (3vs1 i 3vs2) wyka-
zato 5 wspdinych miRNA. W przypadku 3 z tych miRNA (miR-194-5p, miR-574-3p, hsa-miR-95-
3p) zmiana nasila sie wraz ze wzrostem dawki cholekalcyferolu.
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Tabela 5. Istotnie zmienione MIRNA wspdlne dla pordwnan z grupg przyjmujacqg cholekalcyferol+kalcydiol.

3vs 3vs2 4vs3 3vs 1 3vs2 4vs3
MIRNA log2FC log2FC log2FC MIiRNA log2FC log2FC log2FC
hsa-miR-194-5p -24,520 -26,202 hsa-miR-885-5p 2,348 -1.961
hsa-miR-193a-5p 1,263 1,157 -1,346 hsa-miR-381-3p -2,582 2,482
hsa-miR-574-3p 1,678 2,060 -1,522 hsa-miR-101-3p -1,228 1,504
hsa-miR-145-5p 1,118 1,327 hsa-miR-96-5p -1,647 1,349
hsa-miR-95-3p 23,168 33,042

W zakresie realizacji drugiej czesci badan, wykonano réwniez sekwencjonowanie mRNA
oraz RRBS. W obu przypadkach sekwencjonowanie przebiegto prawidtowo. W przypadku bi-
bliotek mRNA $rednia liczba odczytdw na probke wyniosta 13.5 miliona. Wstepna rdéznicowa
analiza ekspresji MRNA wykazata, ze istotnej zmianie ulegto 205 gendw (padj<0.05). W puli tej,
186 gendw ulegto downregulacii a pozostate 19 upregulacii.

Z kolei analiza poziomu metylaciji umozliwita identyfikacje 2349 DMS. Adnotacja do funk-
cjonalnych cech genu ujawnita, ze wiekszoé¢ ze zidentyfikowanych DMS znajdowata sie w in-
tfronach gendw, a nastepnie w regionach miedzygenowych i sekwencjach kodujgcych genu.

Podsumowanie:

Dane te potwierdzajg hipoteze, ze poziom odzywienia we wczesnym okresie zycia oraz odpo-
wiednia suplementacja witaming D, jest wazna w okreslaniu profili transkrypcyjnych oraz ze
réznice te sq ustalane i utrzymywane, przynajmniej czesciowo, przez metylacje DNA i ekspresje
czgsteczek miRNA.

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

kierownik zadania: dr Agata Piestrzynska-Kajtoch

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

Celem gtownym zadania jest opracowanie, walidacja i wdrozenie nowych metod labo-
ratoryjnych z zakresu biologii molekularnej, ktére umozliwig takze badania populacyjne pol-
skich populaciji zwierzgt oraz poszerzg oferte Instytutu Zootechniki PIB dla hodowcdw zwierzgt,
inspektoratéw i lekarzy weterynarii, producentédw pasz i zywnosci oraz przemystu. W ramach
zadania planowane jest opracowanie kilku metod, tj.: rozréznianie gatunkowe miesa i jego
produktéw pochodzgcych od dzika (Sus scrofa), $wini domowej (Sus scrofa domestica), wykry-
wanie kretkdw Borrelia sp. u zwierzat gospodarskich i towarzyszqacych, identyfikacja mieszan-
coéw lama x alpaka, identyfikacja genetyczna markeréw powigzanych z ptcig koniowatych,
identyfikacja markeréw umaszczenia podstawowego i wariantdw umaszczenia koniowatych
i innych gatunkdw zwierzgt, identyfikacja markeréw 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 szczegdétowego. Materiat do badan zostat skolekcjonowany. Materiat gene-
tyczny pozyskiwany byt gtdwnie metodami izolacji opartymi o kolumienki. W projekcie wyko-
rzystano takie techniki, jak: PCR, sekwencjonowanie, GBS, RFLP, genotypowanie na ptytkach
OpenArray, dyskryminacija alleli, analiza markeréw mikrosatelitarnych, analiza ekspresji gendw,
wyprowadzanie linii komdrkowych, hodowle komdrkowe.

Przeprowadzono andalizy populacyjne réznych ras swin i dzikbw z zastosowaniem genoty-
powania real-time PCR na ptytkach OpenArray (60 markeréw SNP). Analizie dotychczas pod-
dano 480 réznych probek, w tym 243 dziki, 147 $win rasy pbz, 49 $win rasy duroc, 17 $wih rasy
wbp, 6 Swih rasy putawskiej, 5 swih rasy pietrain, 3 Swinie rasy ztotnicka pstra oraz 10 probek
NTC (kontrola negatywna). Analiza danych wykazata, ze cze$¢ wybranych markerdw SNP byta
monomorficzna w catej badanej grupie zwierzat. Dla kilku markerdw nie zaszta amplifikacija.
Wykluczono je z analiz. Wytypowano markery kandydujgce do panelu rdéznicujgcego te ga-
tunki, m.in.: SNPy w genach ACERT1, NR6AT, SAFB2, OPRK1, IcnRNA, SEMA3D, PAPPA2 i GHRL.
Badania sq kontynuowane.

Kleszcze i pasozyty zewnetrzne zebrane ze skér zwierzgt pozyskano od koni, pséw oraz
kotéw. Materiat opisano i skatalogowano, wyizolowano DNA z kleszczy. Dalej nie udato sie po-
zyskac kleszczy od owiec i bydta. Przeanalizowano dostepne na rynku testy celem wyboru od-
czynnikéw o lepszych parametrach niz testowane uprzednio. Rozpoczeto testowanie kolej-
nego komercyjnego zestawu odczynnikéw do wykrywania boreliozy.

Wytypowane fragmenty genomu konia poddane zostaty testom molekularnym w kie-
runku badania ptci. Przeprowadzono analizy bioinformatyczne fragmentdéw genu SRY oraz
Amel. Zaprojektowano sondy TagMan do identyfikacji ptci. Rozpoczeto testowanie i walidacje
nowych metod analizy.

W zakresie badania umaszczenia podstawowego koni przeprowadzono testy dla frag-
mentow gendw: MCIR, ASIP, PMEL17, MATP, KIT; sekwencje zanalizowano sg za pomocg na-
rzedzi bioinformatycznych. Rozpoczeto analize bioinformatyczng dla umaszczeh rekomendo-
wanych przez ISAG, m.in. fobiano czy leopard complex.

Wyizolowano i przygotowano DNA od wiekszej grupy owiec réznych ras (ok. 500). Na
podstawie przeprowadzonego wczesniej sekwencjonowania zaprojektowano sondy TagMan
do analizy genu MCIR, do badan przesiewowych (Rycina 1.). Badania populacyjne z wykorzy-
staniem tych sond sqg w trakcie realizaciji. Rozpoczeto analizy gendw ASIP i TYRP owiec z wyko-
rzystaniem sond TagMan MGB i analizy sekwencjonowania. Zaprojektowano i rozpoczeto do-
stosowanie metodyki do testowania mutacii typu indel oraz tandem duplication genu ASIP.

Wykonano badania przesiewowe préb koni gorgcokrwistych, aby dokonac identyfikacji
nosicielstwa zespotu abiotrofii mézdzku. Nie znaleziono jednak mutacji w genie TOE1. Przepro-
wadzono badania przesiewowe celem identyfikacji mutaciji w genach GYS1 oraz RYRT1; cze-
sto$¢ rzadszego allelu byta niska, ponizej 1% (0,07% oraz 0,02% odpowiednio). W zakresie reko-
mendowanych przez ISAG testéw diagnostycznych w kierunku choréb genetycznych koni,
przeprowadzono badania przesiewowe z uzyciem zaprojektowanych starterow. Wyniki analiz
podlegajg analizom biocinformatycznym i weryfikacji z danymi rodowodowymi.

Pozyskano materiat od tosi pochodzgcych z réznych czesci Polski dzieki wspdtpracy
z PIW-et PIB Putawy. Zsekwencjonowano fragment genu PRNP tosi i przeprowadzono analize
wynikéw dla wszystkich pozyskanych probek. Uzyskano wiarygodne wyniki sekwencjonowania
dla 81 prdbek. Biorgc pod uwage kodony genu PRNP istotne pod wzgledem CWD u jelenio-
watych (98, 168, 226), wszystkie tosie miaty genotyp TesP1¢sQ22¢. Wykryto jedng mutacje cichg
w kodonie 20 (60C>T), ktéra wystepowata u ok. 14% z przebadanych prébek.
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Zanalizowano réwniez sekwencje 261 probek jelenia szlachetnego. Znaleziono siedem-
nascie réznych miejsc polimorficznych, jednak wiekszo$¢ mutacji wystepowata u pojedyn-
czych osobnikéw. Najwiekszg zmiennosci zaobserwowano w kodonach 1361 226. Najczestszymi
polimorfizmami byty 676G>C (czesto$¢ allelu C ok. 42%), 408C>T (czestos¢ allelu T ok. 41%) oraz
292A>G (czestosS¢ allelu G ok.14,5%). Czestos¢ pozostatych polimorfizmdw byta ponizej 5%. Za-
obserwowano m.in. haplotypy TPE (54,8% osobnikdw), TPQ (27,3%) oraz APQ (12,9%) (Wykres
1.). Prébki sg nadal analizowane.

Metody badawcze wykorzystywane do synchronizacii cyklu komérkowego pod wzgle-
dem wskaznika mitotycznego oparto na wykorzystaniu chemicznych inhibitorow cyklu komor-
kowego (Rycina 2.). Tymidyna, inhibitor syntezy DNA, zostata zastosowana w pojedynczych lub
podwdjnych blokach celem zsynchronizowania adherentnych komérek — ludzkich komadrek
nowotworowych HTB-35 w fazie G1/S, stanowigcych dogodny materiat do analiz ze wzgledu
na tatwos¢ prowadzenia hodowli komdrkowych. Nastepnie, w celu zatrzymania cyklu komor-
kowego w fazie G2/M, zastosowano RO3306 (inhibitor CDK1) oraz Nocodazol (inhibitor tworze-
nia sie mikrotubul wrzeciona podziatowego) po pojedynczym lub podwdjnym bloku tymidyno-
wym. Najwyzszy wskaznik indeksu mitotycznego (Ml -z ang. mitotic index) po 30 minutach od
uwolnienia z blokowania w fazie G2/M zaobserwowano w grupie frakfowanej pojedynczym
blokiem tymidynowym i Nocodazolem. Ponadto, nie zaobserwowano statystycznie istotnych
réznic pomiedzy grupg traktowang pojedynczym blokiem tymidynowym i Nocodazolem,
a grupq traktowang podwdjnym blokiem tymidynowym i Nocodazolem. Po 60, 90 oraz 120 mi-
nutach od uwolnienia po blokowaniu w fazie G2/M najwyzszy wskaznik indeksu mitotycznego,
zaobserwowano dla grupy traktowanej podwdjnym blokiem tymidynowym i Nocodazolem. Po
60 minutach po uwolnieniu nie zaobserwowano statystycznych réznic pomiedzy grupq trakto-
wang pojedynczym blokiem tymidynowym i Nocodazolem oraz grupg traktowang podwdj-
nym blokiem tymidynowym i Nocodazolem —w przeciwienstwie do komdrek uwolnionych spod
dziatania inhibitoréw po 90 i 120 minutach, gdzie dziatanie podwdjnego bloku tymidynowego
i Nocodazolu skutkowato statystycznie wyzszqg wartosciq indeksu mitotycznego (P<0,05).
W przypadku komadrek traktowanych inhibitorem RO3306 zaobserwowano nizsze indeksy mito-
tyczne oraz brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy grupg traktowanqg pojedynczym blo-
kiem tymidynowym a grupg poddang dziataniu podwdjnego bloku tymidynowego.

Aby okredli¢c optymalng koncentracje tymidyny, celem przeprowadzenia wydajnej syn-
chronizacji, a tym samym otrzymania wysokiego wskaznika mitotycznego, testowano cztery
koncentracje tymidyny: TmM, 2 mM, 2,5 mM i 5 mM w uktadzie podwdjnego bloku tymidyno-
wego i bloku Nocodazolem. Przeprowadzona analiza optymalizaciji koncentracii tymidyny wy-
kazata brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy grupami traktowanymi tymidyng w réz-
nych koncentracjach.

Zsekwencjonowano region d-loop 235 osobnikéw obu ptci (alpak i lam) i gen DBY -
90 osobnikom ptci wytgcznie meskiej. Na podstawie wykonanych analiz molekularnych re-
gionu d-loop i genu DBY, oszacowano réznorodno$¢ genetyczng alpak i lam hodowanych
w Polsce (Tabela 1.).

Badania w ramach wszystkich celéw szczegdtowych sg kontynuowane.
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Tabela 1. Réznorodnos¢ genetyczna alpak i lam hodowanych w Polsce.

Osobniki Liczba Liczba Miejsca Réznorodnosc Roznorodnosé | Srednia liczba

c préb haplotypéw | segregaciji | haplotypdow nukleotyddéw réznic nukleotydow
S (n] [H] [S] [Hd] [m [K]
&
. Alpaki 216 28 446 0.919 0.116 77.346
3
a
£ Lamy 18 9 25 0.882 0.009 5.987
8
o
e Razem | 234 34 446 0.925 0.110 72.926

5 Alpaki 79 1 0 0.000 0.000 0.000

IS

2
> O
2 g Lamy 11 1 0 0.000 0.000 0.000

c

[8)

>

- Razem 90 2 4 0.217 0.002 0.868

Rycina 1. Polimorfizmu genu MCIR (M73K) u owiec metodq dyskryminaciji alleli; niebieskie kropki — homozygoty KK;
zielone kropki — heterozygoty MK; czerwone kropki — homozygoty MM.
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Wykres 1. Czesto$¢ haplotypdw PRNP u jelenia szlachetnego.
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Rycina 2. Metodyka synchronizacji cyklu komérkowego komérek adherentnych.
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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

Wykorzystywanie markeréw genetycznych do oceny warto$ci genetycznej pod wzgledem
cech uzytkowych oraz wprowadzenie i optymalizacja selekcji wspomaganej markerami gene-
tycznymi u koni.

Zatozenia metodyczne:

Planuje sie zbadanie podtoza genetycznego wybranych jednostek chorobowych oraz marke-
réw genetycznych, zwigzanych z osigganiem wybitnych wynikdw w sporcie u koni réznych ras
i koniowatych. Na podstawie dokumentacji hodowlanej i danych weterynaryjnych zostang
wytypowane osobniki chore i potencijalni nosiciele, dla ktérych przy uzyciu dedykowanych me-
fod genetycznych (PCR-RFLP, sekwencjonowanie Sangera, mikromacierze SNP, RNA-seq) zo-
stang wytypowane markery genetyczne potencjalnie zwigzane z ryzykiem wystepowania do-
nej choroby. Nastepnie, frekwencja wystepowania wykrytych alleli zostanie zbadana na wiek-
szej populacii, a przeprowadzona asocjacja statystyczna pozwoli wytypowaé markery przyczy-
nowe, sprzezone z analizowanymi cechami/obawami chorobowymi. W przypadku markeréw
choréb genetycznych uzyskane wyniki pozwolg odpowiedzie¢ na pytanie, czy i w ktdérych ra-
sach istnieje konieczno$¢ monitoringu frekwencji niekorzystanych alleli w celu ich eliminacii.
W przypadku markerdw dzielnosci wyscigowej uzyskane wyniki pozwolg na zaproponowanie
panelu mutaciji umozliwiajgcych celowang selekcje w kierunku poprawy okreslonej grupy
cech wytrzymatosciowych.

Syntetyczne omdwienie wynikdéw zadania:

Zebrano, opisano i przyjeto do bazy 227 probek materiatu biologicznego (przystanych przez
hodowcdw), ktére reprezentowaty nastepujace rasy koni: konie matopolskie, $lgzaki, kuce, ktu-
saki, konie arabskie, selle francais, hanover, konie zimnokrwiste. tgczna ilo$¢ probek zgrorma-
dzonych w bazie wyniosta 1243 sztuki. Ze zgromadzonego materiatu wyizolowano DNA i dla
wybranych ras wykonano badanie genotypowania pod kgtem wystepowania wariantéw ge-
netycznych dla chordb dziedzicznych — abiotrofii mdzdzku (CA), SCID, WFFS, PSSM1 oraz mar-
keru typu chodu — DMRT3.

Dodatkowo opracowano i zwalidowano metode detekcji dla:
— dziedzicznej miejscowej astenii skéry koni (HERDA),
— genetycznej junctional epidermolysis bullosa typu 112 (JEB1 oraz JEB2).

W ramach prowadzonych badan dotyczgcych analizy predyspozycji rajdowych ze-
brano materiat od 10 koni arabskich uczestniczgcych w biegach dtugodystansowych (mate-
riat pobrano przed i po 120 km rajdzie; n=20).

Ze zgromadzonego materiatu wyizolowano RNA oraz przygotowano biblioteki do se-
kwencjonowanie NGS. Sekwencjonowanie wykonano na aparacie NovaSeq lllumina (lllumina)
w 150bp dwukierunkowych cyklach.

Wstepne wyniki, w tym analizy szlakéw sygnatowych KEGG (Kyoto Encyclopedia of Ge-
nes and Genomes) oraz ontologii genéw GO (Gene Ontology), pozwolity na identyfikacje ge-
ndw najbardziej up-regulowanych — ARV1, DGAT2, LIPE, APOA2, MOGAT1, MOGAT2, GYST,
GYS2 i down-regulowanych — ACACA, ACACB, FADS1, FADS2. Powyzsze geny zaangazowane
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sg w metabolizm weglowodandw i lipidéw. Wykazano réwniez zwiekszong ekspresje gendw
RAF1, KRAS i NRAS zaangazowanych w szlak Insulinowy (Rycina 1.) oraz PI3K-Akf.

Uzyskane wyniki wskazujg na fakt, ze wysitek wptywa na regulacje ekspresji gendw od-
powiedzialnych za homeostaze lipiddw, glikogenu i glukozy, poprzez modyfikacje transportu
metabolitdw; biosynteze i odpowiedz komdrkowq. Ponadto, te same geny byty istotnie zaan-
gazowane w procesy apoptotyczne (FDR <0,00087) (TP53; BCL2L1; BCL2; FASLG; GSK3B; RAF1;
AKT2; MAPK3) i odpowiedz na ograniczony dostep do sktadnikéw odzywczych (FDR <0,00011)
(MAPK3; MAPKS8; BCL2; PCK2; PRKAAT). Najwieksze krotnosci zmian pomiedzy analizowanymi
grupami stwierdzono dla: genéw MMP1 (FC=20,34) i GYS2 (FC=9,21), obu up-regulowanych
w warunkach wysitku wytrzymatosciowego oraz dwédch gendw down-regulowanych: FASLG
(FC=-2,74) ) i PRKCA (FC=-2,55) (Rycina 2.).

Rycina 1. Heatmapa przedstawiajgca ekspresje gendw zaangazowanych w szlak sygnatowy insuliny (ecb04910) i zi-
dentyfikowanych istotnie regulowane pod wptywem wysitku wytrzymato$ciowego (oprogramowanie R).
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Rycina 2. Sie¢ interakcji pomiedzy genami zidentyfikowanymi jako istotnie zaangazowane w wysitek dtugodystansowy
u koni arabskich (kolorem niebieskim zaznaczono geny o podniesionej aktywnosci; kolorem czerwonym o obnizonej
aktywnosci transkrypcyjnej) (oprogramowanie String).
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Zadanie 01-18-09-21
Molekularne aspekty epigenetycznych mechanizmdw regulaciji ekspresji wybranych miRNA
w tkance mdzgowej swini.

kierownik zadania: dr inz. Klaudia Pawlina-Tyszko

Celem zadania jest okres$lenie wzorca ekspresiji, zidentyfikowanych w poprzednich badaniach
alleli rodzicielskich, miR-15b, -19b, -20b, -23a, -130a, -146b, -326, -378-2 oraz -2483 w tkance
mozgowej $wini z wykorzystaniem metody klonowania molekularnego oraz okreslenie ich pro-
filu metylaciji DNA.

Materiat i metody:

Analiza wzorca ekspresiji.

RNA tkanki mdzgowej 21 $win, przechowywane w Laboratorium Genomiki, poddano reakciji
odwrotnej transkrypcji z uwzglednieniem reakcji kontrolnej bez odwrotnej transkryptazy, w celu
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wykluczenia zanieczyszczenia izolatéw Sladowymi iloSciami DNA. Dla wybranych do analiz mi-
kroRNA (miR-15b, -19b, -20b, -23a, -130a, -146b, -326, -378-2, -2483) zaprojektowano startery
umozliwiajgce amplifikacje sekwencji ich prekursoréw na podstawie genomu Sscrofa 11.1,
z uzyciem programu Primer3. Reakcje PCR przeprowadzono z wykorzystaniem polimerazy Hot-
Start Tag (Qiagen) a obecnos¢ produktdw zweryfikowano w 2% zelu agarozowym. Uzyskane
produkty oczyszczono z wykorzystaniem zestawu MinElute PCR Purification kit (Qiagen), a na-
stepnie wklonowano do wektora plazmidowego z uzyciem kitu TOPO TA Cloning™ (Invitrogen),
wg protokotu producenta. Pojedyncze kolonie w liczbie 24/prébke /miRNA poddano amplifika-
cji metodg PCR a nastepnie sekwencjonowaniu Sangera wg standardowego protokotu. Elek-
troforeze kapilarng przeprowadzono na urzgdzeniu 3500xL Genetic Analyzer (Applied Biosys-
tems).

Analiza profilu metylacji DNA.

Dla badanych gendéw kodujgcych wybrane mikroRNA, przeprowadzono analize z wykorzysta-
niem programu Methyl Primer Express® Software v1.0 (Applied Biosystems Software), w celu
identyfikacji wysp CpG bedgcych miejscami potencjalnej metylacji DNA oraz zaprojektowa-
nia starterdw je flankujgcych. Izolaty DNA z tkanki mézgowej $wini poszczegdlnych osobnikdw
poddano konwersji bisulfitowej z uzyciem odczynnikéw EpiTec Bisulfite kit (Qiagen). Nastepnie,
przeprowadzono reakcje PCR z wykorzystaniem polimerazy HotStart Tag (Qiagen) oraz zapro-
jektowanych starteréw. Uzyskane produkty poddano sekwencjonowaniu Sangera wedtug
standardowego protokotu. Odczyt sekwencji przeprowadzono na urzgdzeniu 3500xL Genetic
Analyzer (Applied Biosystems).

Zbiorcza analiza wynikow:

Wyniki sekwencjonowania Sangera z obu analiz oceniono jakosciowo z wykorzystaniem pro-
gramu FinchTV v1.4.0 (Geospiza Inc.) oraz poréwnano z genomem referencyjnym swini (Sscrofa
11.1), zwykorzystaniem narzedzia BLAST (Ensembl). Dla kazdej prébki i kazdego analizowanego
MIRNA okreslono liczbe klondw z danym allelem rodzicielskim, dzieki posiadanej informacii
o polimorfizmie SNP wystepujacym u rodzicdw badanych osobnikéw. Uzyskane wyniki pod-
dano analizie statystycznej z wykorzystaniem testu chi-kwadrat. Analiza poziomu metylaciji DNA
zostata przeprowadzona w aplikaciji FinchTV oraz edytorze sekwenciji GeneDoc. Jej celem byto
poszukiwanie miejsc metylowanych cytozyn oraz okreslenie poziomu metylacji w badanych
fragmentach DNA. Wizualizacje sekwencji przeprowadzono z uzyciem programu BISMA. Nor-
malnosc¢ rozktadu uzyskanych wynikdw oceniono testem Shapiro-Wilka, a analize istotnosci uzy-
skanych wynikéw przeprowadzono z wykorzystaniem testu Mann-Whitney'a.

Wyniki:

Dla dwdch z dziewieciu wybranych mikroRNA (miR-19b, miR-20b) nie udato sie uzyskac specy-
ficznych produktéw reakcji PCR. W celu zapewnienia odpowiedniej wiarygodnosci uzyskanych
wynikdéw sekwencje te zostaty wykluczone z dalszych analiz,. Uzyskane profile pozostatych mi-
kroRNA ujawnity wahania w ekspresji poszczegdlnych alleli rodzicielskich w badanych préb-
kach. Ulegaty one nierbwnomiernej ekspresji zarbwno w obrebie osobnika jak i w obrebie
MIiRNA (Rycina 1).

W przypadku mir-15b oraz -378-2, profil nie wykazywat jednoznacznych przesuniec
w strone zadnego allelu rodzicielskiego. Dla mir-15b ekspresja allelu ojcowskiego wahata sie
od 29% do 71% klonéw, natomiast dla mir-378-2 od 38% do 71% klondw (Rycina 1). Analiza
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statystyczna wykazata, iz fluktuacje te nie odbiegajq istotne od ekspresji biallelicznej. Podobne
wahania odnotowano dla mir-326 (29% do 79% allelu ojcowskiego), jednak byty one istotne
statystycznie (p value=0.04). Istotnos¢ statystyczng wykazaty réwniez zaobserwowane poziomy
ekspresji dla mir-146b (33% do 88% allelu ojcowskiego) oraz mir- 23a (13% do 58% allelu ojcow-
skiego) — Tabela 1. W przypadku tych dwdch miRNA zaobserwowano niewielkie przesuniecie
ekspresji w strone jednego z alleli rodzicielskich, 1j. allelu ojcowskiego w przypadku mir-146b
(Srednia ekspresja allelu ojcowskiego w analizowanych prébkach wyniosta 66%) oraz allelu mat-
czynego w przypadku mir-23a (Srednia ekspresja allelu matczynego w analizowanych préb-
kach na poziomie 64%). Wyniki uzyskane dla mir-2483 oraz mir-130a ujawnity bardziej jedno-
rodny profil ekspresji poszczegdlnych alleli w analizowanych prébkach, 1. 58%-79%
allelu ojcowskiego dla mir-2483 oraz 83%-96% allelu ojcowskiego dla mir-130a (Rycina 1.),
jednak statystycznie istotnie odbiegajgcy od oczekiwanego (Tabela 1). Ponadto, dla tych
MIiRNA, zaobserwowano wyrazng tendencje w kierunku allelu ojcowskiego dla kazdej
z analizowanych prébek (srednia ekspresja allelu ojcowskiego wyniosta 72% dla mir-2483 oraz
88% dla mir-130a).

Tabela 1. Wyniki analizy statystycznej z uzyciem testu chi kwadrat wartosci obserwowanych ekspresji w poréwnaniu

do warfosci oczekiwanych. ] ]
Nazwa miRNA mir-15b | mir-326 mir-2483 mir-23a mir-378-2 | mir-146b mir-130a
b value 0.06 0.04 0.0002 0.0002 0.18 2.83E-06 1.52E-21

Rycina 1. Wykresy przedstawiajgce procentowy udziat ekspresji poszczegdlnych alleli rodzicielskich w puli
24 przeanalizowanych klondw. Na osi x przedstawiono nazwy badanych prébek.
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Do dalszych analiz wybrano mikroRNA, dla ktérych zidentyfikowano statystycznie istotne
réznice w profilu ekspresji poszczegdinych alleli. Analiza z wykorzystaniem programu Methyl Pri-
mer Express® Software v1.0 pozwolita zidentyfikowaé wyspy CpG w 2 z 5 takich sekwenciji (mir-
146b oraz mir-130a; Rycina 2.), w zwigzku z czym zostaty one zakwalifikowane do okreélenia po-
ziomu metylacji DNA. Analiza poziomu metylaciji wykazata hipermetylacje (~95%) o jednorod-
nym profilu w obrebie genu mir-146b we wszystkich analizowanych prébkach i pozycjach CG.
Wyijgtek stanowita 2. pozycja CG, dla ktérej zidentyfikowano niejednorodny, zréznicowany pro-
fil metylacji w zalezno$ci od genotypu prébki. Obnizony poziom metylacji wystgpit w probkach
heterozygotycznych (~60%) oraz homozygotach CC (~16%); natomiast homozygoty TT charak-
teryzowaty sie metylacjq na poziomie 95%. Dla tej pozycji oraz dla catej wyspy rdznice te byty
statystycznie istotne (Rycina 2., Tabela 2.).

W obrebie genu mir-130a zidentyfikowano 2 wyspy CpG. Wyspa pierwsza charakteryzo-
wata sie zréznicowanym poziomem metylaciji pomiedzy poszczegdlnymi pozycjami CG, ktdry
wynosit od 1 do 80%. Sredni poziom metylaciji dla catej wyspy CpG oscylowat w okolicach 50%,
we wszystkich analizowanych préobkach. Analiza statystyczna wykazata, iz réznica pomiedzy
srednim poziomem metylacji tej wyspy u heterozygot w poréwnaniu do homozygot, ktéra wy-
niosta 7.25%, jest istotna statystycznie (Rycina 2., Tabela 2.).

Istotne statystycznie zréznicowanie w poziomie metylacji DNA pomiedzy heterozygotami
a homozygotami odnotowano dla pozycji CG 2. Sredni poziom metylacji w probkach hetero-
zygotycznych wynosit 32%. Homozygota AA miata metylacje na poziomie 68%, a homozygoty
GG na poziomie ~2% (Rycina 2., Tabela 2.). Wyniki dla wyspy drugiej nie byty statystycznie
istotne.

Rycina 2. Wykresy przedstawiajgce poziom metylacji DNA w obrebie poszczegdinych pozycji CG tworzgcych wyspy
CpG zlokalizowane w genach mir-146b oraz mir-130a. Czerwong ramkq zaznaczono probki heterozygotyczne pod
wzgledem badanego SNP. Poza czerwong ramkq sg prébki homozygotyczne, przy czym niebieska ramka oznacza
przeciwstawng homozygofte.
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mir-130a (1 wyspa)
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Tabela 2. Informacje o zidentyfikowanych statystycznie istotnych réznicach w metylacji w sekwencji analizowanych
mMiRNA pomiedzy osobnikami heterozygotycznymi a homozygotycznymi (test Mann-Whitney'a).

Nazwa genu miRNA Mir-146b Mir-130a

Numer istotnej statystycznie pozycji CG 2/8 2/8 (wyspa 1)

Srednia réznica w metylacji w istotnej pozycji CG 33.31% 19.15%

P value 0.015 0.031

Srednia réznica w metylacji catej wyspy 4.64% 7.25%

P value 0.015 0.042
Whnioski:

Laobserwowane profile ekspresji nie wskazaty na wystgpienie imprintingu genetycznego
w przypadku analizowanych mikroRNA ze wzgledu na ekspresje obu alleli rodzicielskich. Nato-
miast — w przypadku mir-326, mir-146b, mir-23a, mir-2483 oraz mir-130a zidentyfikowano duzg
dynamike ekspresji poszczegdlnych alleli, odbiegajgcq od klasycznej ekspresji biallelicznej, co
wskazuje na wystgpienie zjawiska zwanego ekspresjq zalezng od allelu (ASE, Allele Specific
Expression).

Analiza poziomu metylacji DNA wykazata, iz moze by¢ ona epigenetycznym mechani-
zmem odpowiedzialnym za regulacje poziomu ekspresji poszczegdlnych alleli mir- 146b oraz
mir-130a. Ponadto, zréznicowany profil ASE w obrebie badanej grupy dla mir-146b implikuje za-
angazowanie dodatkowych mechanizmdw regulacyjnych. W przypadku pozostatych miRNA,
tj. mir-2483, mir-326 oraz mir-23a, regulacija ekspresji poszczegdlnych alleli znajduje sie najoraw-
dopodobniej pod kontrolg innych mechanizmdw.

Uzyskane wyniki wskazujg na duzq plastycznosci w zakresie ekspresji badanych mikroRNA
w tkance mdzgowej $wini, co moze wynika¢ z mechanizmdw adaptacyjnych organizmu do
zmieniajgcych sie warunkdw srodowiskowych. Co wiecej, sugerujg one, iz jednym z mechani-
zmow odpowiedzialnych za te plastycznos¢ moze by¢ metylacja DNA.
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Zadanie 01-18-10-21
Ewaluacja fenotypowych badan organoiddw jelita cienkiego swini dla potrzeb
badan zywieniowych na przyktadzie badan nad maslanianem sodu, taninianu zelatyny
oraz deoksyniwalenolu.

kierownik zadania: dr inz. Wojciech Witarski

Celem zadania byto opracowanie innowacyjnego modelu tréjwymiarowej hodowli organoty-
powej jelita cienkiego $wini oraz ocena mozliwosci jej wykorzystania w badaniach zywienio-
wych. Model organoidu jelita cienkiego Swini poprawia mozliwosci badan zywieniowych
u zwierzgt hodowlanych. Tego rodzaju tréjwymiarowy model in vitro pozwoli na zbadanie mo-
lekularnych mechanizméw dziatania poszczegdinych metabolitdw i zwigzkdéw aktywnych na
wzrost i réznicowanie komorek nabtonkowych jelita, a co za tym idzie wptyw tych proceséw
na wzrost zwierzat. Wydaje sie to by<¢ niezwykle istotne z uwagi na obowigzujgcg od kilku lat
ustawe o ochronie zwierzgt wykorzystywanych w doswiadczeniach naukowych, majgcg na
celu zastgpienie, ograniczenie oraz udoskonalenie badan, w ktdrych sg one wykorzystywane.
Opracowanie oraz ewaluacja organoiddw jelita cienkiego $wini pozwoli zatem na ogranicze-
nie liczebnosci grup doswiadczalnych zwierzat, zmniejszajac jednoczesnie koszt dalszych eta-
pdw badan na modelu zwierzecym.

Wykorzystujgc opracowany model organoiddw jelita cienkiego $wini, planuje sie przea-
nalizowa¢ wptyw na ich parametry fenotypowe i czynno$ciowe oraz profil transkryptono-
miczny komadrek. Dane otrzymane z wykorzystaniem organoiddéw jelita cienkiego $wini mo-
gtoby zatem w przysztosci postuzy¢ do opracowania funkcjonalnych dodatkéw paszowych
majgcych na celu poprawe parametréw wzrostu i zdrowia zwierzgt. Ponadto, opracowana
hodowla organoiddw jelita swini bedzie mogta zosta¢ poddana kriokonserwacii i zostac wyko-
rzystana w innych eksperymentach w przysztosci.

Stymulacja maslanem sodu.

Analize wysokoprzepustowej ekspresji RNA komdrek organoiddw przeprowadzono na or-
ganoidach pochodzgcych od czterech réznych zwierzat, ktére zostaty stymulowane przez
24 godziny 1 mM maslanem sodu, po czym przystgpiono do wysokoprzepustowych analiz.

W wyniku eksperymentu uzyskano wykaz gendw o réznicowej ekspresji, ktory nastepnie
poddano andlizie bioinformatycznej. Po obrébce danych uzyskano 1743 geny o réznicowej
ekspresji spetniajgcej kryteria, z czego w grupie traktowanej zwiekszonej ekspresji ulegto 986 ge-
ndw, a zmniejszonej ekspresji wzgledem grupy kontrolnej 757 gendw. Andalizy typu Enrichement
wykazaty 20 szlakdw, ktdre zostaty zmodyfikowane poprzez traktowanie maslanem sodu w spo-
soOb istotny statystycznie. Zaliczy¢ do nich mozemy: szlaki metaboliczne argininy i proliny, szlaki
apoptozy, procesy fagocytozy, lizosomowe szlaki, szlaki regulacji MAPK-kinazy oraz procesy sy-
gnalizacyjne biatka TNF oraz inne. Zauwazono zmiany w genach regulujgcych procesy meto-
bolizmu (167 gendw), w tym metabolizm kwasdéw ttuszczowych i inne, wliczajgc metabolizm
aminokwaséw.

Enzymy upregulowane biorgce udziat w syntezie kwasdw ttuszczowych: ACAA2; acetyl-
CoA acyltransferase 2 CPT1A; carnitine palmitoyltransferase 1A ACADSB; acyl-CoA dehydro-
genase short/branched chain FADS1; fatty acid desaturase 1 HACD4; 3-hydroxyacyl-CoA de-
hydratase 4 ELOVL4; ELOVL fatty acid elongase ELOVLéS; ELOVL fatty acid elongase 6. Do cie-
kawych obserwacji nalezg takze zmiany w metabolizmie argininy oraz proliny, gdzie poziom
wszystkich istotnych statystycznie gendw w traktowanej grupie jest podwyzszony.

Enzymy upregulowane biorgce udziat w syntezie kwasdw ttuszczowych: SAT2,
spermidine/spermine N1-acetyltransferase family member 2, HOGAT1, 4-hydroxy-2-oxoglutara-
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te aldolase 1, LBHYPDH, trans-L-3-hydroxyproline dehydratase; CKB, creatine kinase B, ALDH2,
aldehyde dehydrogenase 2 family member, GAMT; guanidinoacetate N-methyltransferase;
GATM; glycine amidinotransferase; P4AHAS, prolyl 4-hydroxylase subunit alpha 3.

Aktywacji ulegto szereg istotnych szlakow sygnalizacyjnych jak szlaki MAP kinazy oraz
szlaki sygnalizacyjne propagowane przez biatko Notch, odpowiadajgce za inferakcje
komdrka-komorka, biorgce udziat m.in w procesach rozwoju osobniczego czy utrzymania niszy
komdrek macierzystych.

Wykres 1. Wyniki stymulacji 1 mM maslanem sodu na zmiane sity wigzan pomiedzy komérkami nabtonka mierzony joko
spadek oporu elekirycznego powierzchni hodowlanej (TEER). Wykres sporzgdzony w programie Stafistica (Statsoft) dia
sredniej oraz Sredniej + btgd standardowy (box), sredniej + odchylenie standardowe (was); dla réznych punktdw
czasowych. B. Schemat uktadu pomiarowego gdzie napiecie pomiedzy elekfrodami mierzone jest przez nabtonek,
C. Schemat eksperymentu.
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Stymulacja nabtonka TmM maslanem sodu wykazata wysoce istotny wzrost integralnosci
nabtonka (wzrost oporu elekirycznego frans-nabtonkowego).

Stymulacja deoksyniwalenolem.

Andalize wysokoprzepustowej ekspresji RNA komdrek organoiddéw przeprowadzono ana-
logicznie do do$wiadczenia prezentowanego powyzej ha organoidach pochodzgcych od
czterech réznych zwierzgt, ktére zostaty stymulowane przez 24 godziny 0,1 uM deoksyniwale-
nolem, po czym przystgpiono do wysokoprzepustowych analiz. Po analizie bioinformatycznej
uzyskano 711 gendw o rdznicowej ekspresji, z czego w grupie traktowanej (w odniesieniu do
grupy kontrolnej) liczba statystycznie istotnych gendw, o podwyzszonej ekspresji, wynosita 554
(157 o obnizonej ekspresji). Analizy Enrichement wykazaty 20 szlakéw, ktére zostaty zmodyfiko-
wane poprzez traktowanie grupy eksperymentalnej 0,1 uM deoksyniwalenolem. Na uwage za-
stuguje obecnos¢ proceséw zawiadujgcych aktywnoscig cytokin oraz szZiakéw odpowiedzi im-
munologicznej, co jest zgodnie z doniesieniami literaturowymi.

Analiza zmian poziomu ekspresji gendw w obrebie szlakdw sygnalizacyjnych MAPK,
FOXO, Hippo, biatka p53 moze wskazywac na ich aktywacje, dodatkowo aktywacja gendw
downstream wzgledem biatka p53 wskazuje na proapoptyczny charakter oddziatywania de-
oksyniwalenolu w koncentracji oraz w czasie ekspozyciji zastosowanych w eksperymencie.
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Wykres 2. Wyniki stymulaciji 0,1 uM deoksyniwalenolem na zmiane sity wigzah pomiedzy komdrkami nabtonka mierzony
jako spadek oporu elekirycznego powierzchni hodowlanej (TEER). Wykres sporzgdzony w programie Statistica (Statfsoft)
dla sredniej oraz sredniej = btgd standardowy (box), sredniej £ odchylenie standardowe (wgs); dla réznych punktéw
czasowych. B. Schemat uktadu pomiarowego, gdzie napiecie pomiedzy elektrodami mierzone jest przez nabtonek,
C. Schemat eksperymentu.
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Eksperymenty TEER wykazaty gwattowny spadek integralnosci nabtonka w czasie 24 go-
dzin trwania eksperymentu. Cze$¢ zachodzgcych zmian moze by¢ wynikiem zmian profilu eks-
presji. Geny zwigzane z regulacjq, oraz wchodzgce w sktad zonula occludens, podlegajq re-
gulaciji ekspresji przez ekspozycje komadrek na deoksyniwalenol.

Zadanie 01-18-11-21
Analiza gendw zwiqzanych z przemianami ttuszczowymi wptywajgcymi na roznice
w profilach kwasdw tuszczowych u gesi.

kierownik zadania: dr inz. Anna Koseniuk

Celem badan byto poszukiwanie genetycznych uwarunkowan réznic w metabolizmie kwasdw

ttuszczowych miedzy tfrzema rasami gesi, poprzez:

— analize zmian ekspresji gendw zwigzanych z przemiang kwaséw ttuszczowych,

— sekwencjonowanie wybranych gendw i analize asocjacji zidentyfikowanych polimorfizmow
z réznicami w sktadzie kwasdw ttuszczowych poszczegdlnych ras (na podstawie danych
uzyskanych z literatury naukowej).

Materiat do badan:

Materiatem do badania ekspresji gendw byty fragmenty tkanek watroby i ttuszczu sadetko-
wego pobrane od trzech ras gesi (kielecka, KI; kotudzka®, K; landes, L), po 5 probek z kazdej
rasy. Materiat do badan sekwencji gendéw stanowity pidra z dutkami od gesi ras: kielecka,
n=112, kotudzka®, n=131, landes, n=145.
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Wyniki:
Ekspresja gendw.

W oparciu o genom gesi Pink-footed goose (ASM259213v1) dostepny w bazie Ensemble zapro-
jektowano sondy TagMan MGB probes (Invitrogen, USA).

Przetestowano sondy dla dwdch gendw jako potencjalne kontrole endogenne: RPL4
(NXHYO01000053.1) i GAPDHS (NXHY01000705.1) oraz dla badanych gendw: ACSL (NXHYO
1000046.1), ME (NXHY01000018.1), ELOVL6 (NXHY01000124.1).

Dla cDNA z wgtroby uzyskano wyniki ekspresji dla wszystkich badanych gendw (ACSLME,
ELOVL) ras kotudzka®, kielecka i landes. Dla cDNA z ttuszczu uzyskano wyniki ekspresji dla
wszystkich gendw u ras kotudzka® i landes. Analize ekspresji wybranych gendw przeprowa-
dzono stosujgc test relatywnej kwantyfikacji (RQ assay) z podziatem na grupy zwierzgt (grupa
badawcza odpowiadata rasie zwierzqt)

Wyniki ekspresji poddano jednoczynnikowej analizie wariancji. Dla wyliczenia statystycz-
nych réznic miedzy badanymi grupami (trzy rasy) dla jednej cechy (masa ciata przed ubojem)
zastosowano test studenta. Ponadto, zastosowano test post hoc test Bonferroniego do wylicze-
nia poziomu istotnosci dla mato liczebnych grup (Wykres 1.i2.).

Sekwencjonowanie gendw.

W oparciu o genom gesi Pink-footed goose (ASM259213v1), dostepny w bazie Ensemble, zo-
projektowano startery do PCR i sekwencjonowania gendéw (ELOVL1, ME, ACSL1, SCD). Uzy-
skano sekwencje fragmentéw wybranych gendéw (ELOVL1, ME, ACSL1, SCD) u wszystkich ba-
danych ras. Analize sekwencji przeprowadzono z wykorzystaniem programu BioEdit oraz apli-
kacji Clustar W. Nie znaleziono polimorfizmdw w analizowanych sekwencjach (Rycina 1.).

Whnioski i dyskusja:

ACSL katalizuje zalezne od ATP acylowanie kwasdw ttuszczowych w dtugotancuchowe acylo-
CoA (LCA-CoA). Jest to pierwszy etap metabolizmu lipiddw po wejsciu kwasdw ttuszczowych
do komérki. LCA-CoA mogg nastepnie ulec utlenianiu w celu uzyskania energii lub dalszej es-
tryfikacji do fosfolipiddw, estréw cholesterolu i tréjgliceryddw. W przeprowadzonych bada-
niach wykazano, ze ekspresja genu ACSL1 rdzni sie statystycznie miedzy landes i kotudzkg® oraz
landes i kieleckq, osiggajgc najwyzszy poziom w grupie landes. Interesujqcy jest fakt, ze rasa ta
przez wiele lat byta hodowana w celu uzyskania ,foie gras”, sttuszczonej wgtroby uznawanej
za przysmak. Aktualnie rasa ta hodowana w SZGDW Instytutu Zootechniki PIB w Dworzyskach
zostata objeta Programem Ochrony Zasobdéw Genetycznych w Polsce i nie jest hodowana
w celu uzyskania sttuszczonej wgtroby. Niemniej jednak mozna przypuszczac, ze posiada
pewne genetyczne uwarunkowania do skutecznego gromadzenia tréjgliceryddw w hepato-
cytach.

ELOVL1 wykazuje aktywnos¢ elongazy acetylo-CoA specyficznej dla dtugich tancuchdéw
(C22 do C24i C26 nasycone i jednonienasycone kwasdw ttuszczowych) i jego aktywnos¢ istot-
nie wptywa na sktad kwaséw ttuszczowych w tkankach. Stwierdzono, ze ekspresja gendw bio-
rgcych udziat w biosyntezie UFA, jak np. ELOVII, jest wieksza u ras o wiekszej masie ciatai masie
watroby. Wyniki przedstawionych tu badanh nie potwierdzajg jednak tych obserwacii. W bada-
niach przeprowadzonych u rasy kotudzkiej®, kieleckiej i landes nie stwierdzono réznic w ekspre-
sji ELOVL1 w watrobie.
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U ptakdw proces lipogenezy zachodzi poprzez NADPH zalezne od ME, a nie jak u ssakdw
od dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (G6PD). Aktywnosé ME jest najlepszym wskaznikiem
zdolnosci lipogenicznej watroby u réznych gatunkdw ptakdw (Hermier, 1997). W przeprowa-
dzonych badaniach, ekspresja ME réznita sie statystycznie miedzy rasqg landes i kieleckq. Nizszy
poziom ekspresji U landes, moze $wiadczy¢ o stabszym sttuszczaniu wgtroby u tej rasy. W prze-
ciwienstwie do wynikéw ekspresji gendw, na poziomie sekwenciji DNA, wszystkie rasy cechuje
koserwatyzm. Analiza sekwenciji gendw nie wykazata réznic w badanych rasach, stgd nie zo-
staty przeprowadzone badania asocjacyjne.

Wykres 1. Poréwnanie ekspresji gendw w watrobie: a) ACSL, b) MET, c) ELOVL1 u ras kielecka, landes, kotudzka®.
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Wykres 2. Porbwnanie ekspresji gendw w ttuszczu sadetkowym: a) ACSL, b) MET, c) ELOVLI u ras kielecka, landes ko-
tudzka®.
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Rycina 1. Poréwnanie fragmentu sekwencji genu SCD miedzy rasami landes (L), kotudzka® (KL) i kielecka (Kl).
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Zadanie 01-18-12-21
Analiza proteomiczna miesa wieprzowego i wotowego w odniesieniu do jego parametréw
jakosci.

kierownik zadania: dr Grzegorz Smotucha

Celem niniejszych badan byta identyfikacja réznic w profilu biatkowym pomiedzy prébkami
miesa pochodzgcymi od $wih ras charakteryzujgcych sie rézng jakosciq miesa (putawska, pbz),
a takze pomiedzy prébkami miesa pochodzgcymi od bydta ras limousine, oraz analiza ich
zwigzkdw z parametrami jakosci miesa.

Metodyka:

Materiatem do analizy byty fragmenty miesnia najdtuzszego grzbietu — longissimus dorsi, po-
brane od 20 tucznikdw z dwdch ras $win (10 sztuk putawska, 10 sztuk pbz). Probki miesa zostaty
poddane andlizie jakosci pod kgtem zawartosci ttuszczu srédmiesniowego (IMF), odczynu pH
miesa (pH 45, pH 24), barwy (L*ab), tekstury (sita i energia ciecia, profil TPA) oraz analizie pro-
teomicznej (2D gel, LC/MS).

155



Zakiady Naukowe

W przypadku miesa wotowego materiatem do analizy profilu biatkowego byty wykorzy-
stane fragmenty mieénia — longissimus dorsi pobrane od bydta miesnego rasy limousine, o udo-
kumentowanym pochodzeniu i bedgce pod statg kontrolg uzytkowosci. Prébki do analizy zo-
staty pobrane od kazdej ze sztuk w trzech okresach: 48 h, 5 dni oraz 10 dni po uboju. W po-
szczegdlnych okresach byty przeprowadzone analizy dotyczgce jakosci miesa (pomiar pH, po-
miar barwy miesa L*,b*,a*) ubytki masy w czasie obrdbki cieplnej, ocena organoleptyczna
miesa po obrébce cieplnej. Badania zostaty przeprowadzone w Zaktadzie Doswiadczalnym
IZ PIB Chorzeléw Sp. z 0.0., jak rowniez w wytypowanych gospodarstwach indywidualnych.

Analizy proteomiczne obejmowaty: izolacje biatek, oczyszczanie wyizolowanych biatek
oraz oznaczanie ich stezenia, analizy biatkowe zeli 2D, ogniskowanie izoelekiryczne (IEF), SDS-
PAGE, wybarwienie biatka oraz analize komputerowq skandw otrzymanych zeli, analize LC-MS.

Wyniki prac badawczych:

Analiza miesa wieprzowego.

Analizy proteomiczne wskazaty na podwyzszong aktywnos¢ enzymodw glikolitycznych w mie-
$niu najdtuzszym grzbietu u $win rasy putawskiej, w poréwnaniu z drugq analizowang rasg swin
(pbz), ktéra z kolei charakteryzowata sie wiekszq ilosciq biatek strukturalnych. U $wih rasy pu-
tawskiej zwiekszona ekspresja biatka G3PD (Glycerol-3-phosphate dehydrogenase) moze
wptywac na produkcje glicerolowych substratéw do lipogenezy, co jest istotne w przypadku
ilosci ttuszczu srédmiesniowego u rasy putaskiej i statystycznej réznicy pomiedzy badanymi ra-
sami. Nadekspresja biatka PGM (Phosphoglucomutase-1) mogta wptyngé na pH24 oraz pH45,
ktére byto znacznie nizsze u $wih rasy putawskiej w poréwnaniu z pbz. Zwiekszone poziomy
GAPDH i biatek szoku cieplnego byty juz zwigzane z jakoscig miesa wieprzowego, a w szcze-
gdlnosci ze zjawiskiem apoptozy, ktére moze determinowac kruchosé¢ miesa. Badania proteo-
miczne podkreslajg pozytywng korelacje pomiedzy nadekspresjg niektérych enzymdw glikoli-
tycznych (tj. TPI1) a kruchoscig miesa. Wyniki te sg zgodne z obserwacjami Zullo i wsp. o niskigj
wartos$ci czasu zucia dla miesa $winh rasy casertana [1]. W przeprowadzonych badaniach na-
dekspresja TPI1 byta zauwazona u $win rasy putawskiej i byta znacznie mniejsza. Nie zauwazono
statystycznej réznicy pomiedzy rasami. W przypadku $win rasy plbz wiekszo$¢ biatek réznicowa-
nych u tej rasy $wini stanowity biatka strukturalne, takie jak izoforma lekkich tahcuchdw miozyny
(MYL1), aktyna (ACTA1) oraz biatka tropomiozyny (TPM1) i miozyny-1 (MYOZ1).

Analiza proteomiczna miesa wotowego.

W przedstawionych wynikach skupiono sie na réznicy w iloéci biatek pomiedzy prébkami miesa,
analizowanych w réznym czasie od uboju. W toku przeprowadzonych analiz wytypowano
10 biatek, ktére rdznity sie pomiedzy analizowanymi prébkami. Biatka podzielono na kilka grup
w zaleznosci od gtéwnych funkciji, jakie petniq w organizmie.

Biatka biorgce udziat w metabolizmie.

Mutaza fosfoglicerynianowa 2 (PGAM2) bierze udziat w konwersji 3-fosfoglicerynianu do 2 fos-
foglicerynianu. Uczestniczy rowniez w uwalnianiu tlenu z hemoglobiny. Stezenie tego enzymu
wzrasta w ciggu pierwszych 10 minut, natomiast stezenie jego fragmentdw wzrasta po 48 h
post mortem w bydlecym miesniu. Nasze wyniki sugerujg spadek PGAM2 w miesniu LD bydta
podczas ogdlnego dojrzewania, prawdopodobnie dlatego, ze enzym ten nie jest potrzebny
post mortem, kiedy ustaje transfer tlenu do miesnia. A-enolaza i b-enolaza to dwie izoformy
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enolazy, ktére katalizujg konwersje 2-fosfoglicerynianu do fosfolipirogronianu podczas glikolizy.
W szczegdlnosci a-enolaza (ENO1) jest wszechobecna w cytoplazmie komdrek, natomiast izo-
forma b (ENO3) wystepuje gtdwnie w tkance miesniowej. W dostepnej literaturze wykazano, ze
w réznym czasie po uboju nastgpit wzrost ENO3 — w ciggu pierwszych 30 min. W miesniach LT
bydta. Przy przedtuzonym dojrzewaniu do 21 dni wykazano wzrost fragmentéw ENO3 w mie-
Sniach LT bydta wskazujgc na spowolnienie procesu glikolitycznego. W prezentowanych ba-
daniach stwierdzilismy wiekszq ilos¢ enolaz w prébkach pobranych po 10 dniach od uboju, co
jest zgodne z badaniami innych autoréw. Kinaza kreatynowa M (CKM) jest zwigzana z przenie-
sieniem grupy fosforanowej z fosfokreatyny na ADP w celu wygenerowania ATP. Modulacja
tego biatka podczas dojrzewania zostata juz zidentyfikowana w mieéniach bydlecych LT, wy-
kazujgc wzrost ilosci fragmentéw CKM podczas starzenia sie miesa. W prowadzonych bada-
niach zwiekszona ilo§¢ CKM moze by¢ powigzana ze wzrostem ilosci fragmentédw CKM, a nie
catego enzymu - szczegdlnie po dtugim okresie dojrzewania. Prawdopodobnie ofrzymany wy-
nik moze wigzac¢ sie z degradacjg CKM posmiertnie, i to przyczynia sie do wyczerpania ATP
w komdrkach. tancuch A dehydrogenazy mleczanowej (LDHA) katalizuje konwersje L-mle-
czanu i NAD+ do pirogronianu i NADH w ostatnim etapie glikolizy beztlenowej. LDHA wystepuje
gtéwnie w tkance miesniowej, a jej zwiekszona aktywnos¢ tuz po uboju koreluje ze spadkiem
pH spowodowanym nagromadzeniem mleczanu w tkance, podczas gdy zmniejszona aktyw-
no$¢ LDHA 12 h po uboju moze by¢ zwigzana z wyczerpaniem glikogenu i ATP oraz poczgtkiem
sztywnosci. W naszych analizach stwierdzilismy, ze wiecej LDHA znajduje sie w prébkach pobra-
nych po 10 dniach od uboju. W tym przypadku niezbedne sqg dalsze badania,gby doktadnie
zbadaé wptyw LDHA na pH miesa.

Biatka strukturalne.

Alfa-aktyna (ACTA) jest gtéwnym sktadnikiem aparatu kurczliwego w tkance mie$niowe;.
Stwierdzono, ze ACTA ulega modulacji podczas dojrzewania miesni bydta. W szczegdlnosci
zmniejsza sie jej nieuszkodzona forma, podczas gdy jej fragmenty wzrastajg. W naszych anali-
zach wiekszqg intensywnos$¢ prgzku, zidentyfikowanego jako aktyna, uzyskalismy w prébce po-
branej 48 h po uboju, co moze $wiadczy¢ o rozpadzie alfa aktyny w komdrkach miesniowych.
Miozyny nalezg do rodziny ATP — zaleznych biatek motorycznych, ktére biorg udziat w wielu
procesach ruchowych. W szczegdlinosci miozyna Il jest odpowiedzialna za skurcz miesnii sktada
sie z dwdch tahcuchdw ciezkich (MYH) oraz czterech tancuchdw lekkich (MYL lub MLC). Po-
nadto fragmentacja tancucha ciezkiego miozyny w wotowym LD koreluje z kruchosciq po
7 dniach. W naszym podeijsciu stwierdzilismy, ze tahcuchy ciezkie (MYH1) miozyny Il majg zmie-
niong liczebnos¢, w szczegdlnosci wiekszos¢ pofragmentowanych tahcuchdw gromadszi sie
podczas dojrzewania miesa.

Zadanie 01-18-13-21
Modyfikacja i walidacja zestawdw markeréw mikrosatelitarnych DNA do kontroli
pochodzenia owiec, swin i pséw do zastosowania sekwenatora 3500x!.

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

Celem zadania jest przearanzowanie obecnie stosowanych barwnikdw fluorescencyjnych wy-
korzystywanych do znakowania sekwenciji starferowych, zalecanych przez Miedzynarodowe
Towarzystwo Genetyki Zwierzgt - ISAG do kontroli rodowoddéw owiec, swin i pséw. Zmodyfiko-
wane metody analizy pozwolg na kontynuacje badan rodowodowych owiec, $wih i psow.
Utrzymanie akredytacji metody pséw oraz wykonywanie badan na zlecenie hodowcéw.
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Andaliza 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. Przeprowa-
dzone w ramach zadania badania pozwolity na wprowadzenie do kontroli pochodzenia
owiec, swin i pséw sekwenatora kapilarnego typu 3500x/, umozliwiajgcego wykorzystanie do
reakciji PCR 5 barwnikéw fluorescencyjnych: FAM, VIC, NED, TAZ i SID.

Do weryfikacji rodowoddw psdw jako zestaw podstawowy ISAG zaleca az 22 markery
STR. Zastosowanie 5 barwnikdw fluorescencyjnych do znakowania sekwenciji starterowych po-
zwolito na zaprojektowanie jednej mieszaniny reakcyjnej PCR, ktéra umozliwita analize wszyst-
kich markeréw, podczas jednego rozdziatu elekiroforetycznego. Pozwala to na znaczne
zmniejszenie kosztoéw badan, skrécenie czasu przebiegu analizy oraz zmniejszenie ryzyka po-
petnienia bteddw wynikajgcych z koniecznosci dwukrotnej analizy prébki od jednego psa.
W przypadku kontroli pochodzenia $win dotychczas wykorzystywano 14 STR z panelu 15 pod-
stawowych markeréw rekomendowanych przez ISAG do weryfikacji pochodzenia $win. Zasto-
sowanie dodatkowego barwnika fluorescencyjnego SID umozliwito wtgczenie do zestawu sto-
sowanego w LGM markera S0005 i testowanie wszystkich zalecanych markeréw w celu po-
twierdzania pochodzenia. Podobnie w przypadku badah dotyczgcych kontroli pochodzenia
owiec, prowadzone badania modyfikacji metody analizy 13 markerdw STR stosowanych do-
tychczas do rutynowej weryfikacji pochodzenia owiec z zastosowaniem pigtego barwnika flu-
orescencyjnego SID, pozwolity na wtgczenie do zestawu dodatkowego markera - HSC i usta-
lenie do badan rodowodowych owiec panelu STR 14-plex (Rysunek 1., Rysunek 2.).

Rysunek 1. Projekt oznakowania barwnikami fluorescencyjnymi sekwencji starterowych
do reakcji PCR w badaniach rodowodowych owiec.
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Przeprowadzone badania pozwolity na ustalenie warunkdw reakcji PCR multipleks, co
umozliwito amplifikacje wszystkich markeréw STR stosowanych w badaniach rodowodowych,
w reakcjach multipleksowych. Uzyskane, dobrej jakosci, produkty PCR pozwolity na identyfika-
cje i standaryzacje alleli z poszczegdinych loci. Opracowanie zestawu rozktadu alleli - ,,bin set”
dla kazdego zestawu markeréw w programie GeneMapper. Obecnie planuje sie uczestnictwo
w testach miedzynarodowych i weryfikacje uzyskiwanych wynikdw.

Zadanie 01-18-14-21

Model badawczy odwirusowej neoplazji skory oraz analiza syntetycznych
wysokoimmunogennych biatek jako narzedzia do walki z wirusowymi zmianami skornymi.

kierownik zadania: dr inz. Wojciech Witarski

Celem pracy jest stworzenie modelu badawczego chordb skéry na przyktadzie neoplazji skory
konia, wywotywanej wirusem z rodziny papillomaviridae. W niektérych przypadkach choroba
moze zaowocowad powstaniem nowotworu. Badania te poszerzg wiedze na temat interakciji
wirus-gospodarz w tkance skéry. W przypadku obiecujgcych wynikdw kolejnym etapem mogg
by¢ testy in vivo, zakohczone uzyskaniem produktu leczniczego.

W toku badah uzyskano szereg klondw o zdolnosci do ekspresji wskazanych gendw kap-
sydowych. Do zadania wykorzystano komercyjny wektor pShell (Buck et al. 2004) z petnymi
sekwencjami biatek L1 oraz L2. Transfekcje przeprowadzono poprzez lipofekcje, uzywajgc Li-
pofectamine 2000 (Thermofisher). Do selekcji wykorzystano rezystencje antybiotykowq, nakie-
rowang na neomycyne [bakterie] oraz kanamycyne (g418) [eukarionty].

Wykres 1. Sekwencja plazmidu pSHELL wraz z opisem miejsc kodujgcych.
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Przeprowadzono wysokoprzepustowqg analize sekwencjonowania nastepnej generacii
RnaSeq na 4 tkankach zdrowych oraz na 8 tkankach sarkoidu konhskiego, utozonego w profi-
lach ekspresji — spodziewanym profilu ekspresji tagodnej neoplazji skdry oraz zblizonym do tka-
nek kontrolnych. W skrajnych grupach uzyskano po kilka tysiecy gendéw podlegajgcych rézni-
cowej ekspresji. Przy porédwnaniu grupy tkanek sarkoidowych oraz kontrolnych, zblizonych do
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siebie profilem ekspresji, uzyskano jedynie 162 DEG. Ofrzymane w eksperymencie geny zawia-
dywaty szeregiem szlakdw sygnalizacyjnych w organizmie, w tym tych, ktére odpowiadajg za
procesy transformacji nowotworowe;.

Kolejnym etapem eksperymentalnym projektu byto wytworzenie immunogennych biatek
wirusowych Eé, regulowanych operonem tetracyklinowym. Sekwencja biatka wirusowego
w postaci natywnej (pEéwt) oraz ze znacznikami biatkowymi (pEémet- sekwencje c-myc oraz
histag) zostata transfekowana technikq lipofekcji do komdrek fibroblastow, ktdére nastepnie
poddano selekcji antybiotykowej. Uzyskane linie komdrkowe poddano analizie na sprawnos¢
systemu fransfekcji, poprzez detekcje transkryptu oraz samych biatek wirusowych. Tego ostat-
niego dokonano dzieki eksperymentom w technikach ELISA oraz Western Blot przy wykorzysta-
niu przeciwciat anty-histag. W przypadku techniki Western Blot obecnoé¢ biatek wirusowych
pEémet koncentrowano przy uzyciu kulek magnetycznych.

Zadanie 01-18-15-11
Zastosowanie markerdw STR do identyfikacji przynaleznosci rasowej bydta ras
zachowawczych na podstawie bydta rasy polskiej czerwono-biatej.

kierownik zadania: dr hab. Anna Radko, prof. I1Z PIB

Celem zadania jest ustalenie profili DNA w oparciu o genotypowanie 12 mikrosatelitarnych loci,
oraz wykorzystanie zidentyfikowanych alleli w poszczegdinych loci do opracowania testéw,
pozwalajgcych na precyzyjne genetyczne okreslanie przynaleznosci rasowej rasy polskiej czer-
wono-biate;j.

Analize struktury genetycznej bydta rasy polskiej czerwono-biatej (ZR) przeprowadzono
na podstawie polimorfizmu mikrosatelitarnego DNA w 12 loci, rekomendowanych przez Mie-
dzynarodowe Towarzystwo Genetyki Zwierzgt — ISAG. Wykonano jg przy zastosowaniu reakciji
PCR multiplex (Type-it Microsatellite PCR Kit - Qiagen) oraz fluorescencyjnie znakowanych se-
kwencji mikrosatelitarnych (barwniki: FAM, VIC, NED, PET). Ofrzymane produkty PCR poddano
elektroforezie pionowejw sekwenatorze Applied Biosystems 3500xI Genetic Analyzer. Wynik roz-
dziatu elektroforetycznego oraz okreslanie profili DNA przeprowadzono w programie Gene-
Mapper® Software.

Na podstawie analizy okreslonych profili DNA dla 400 osobnikéw bydta o deklarowanej
rasie polskiej czerwono-biatej na podstawie bayesowskiej metody Monte Carlo, opartej na tan-
cuchach Markowa — MCMC, przy uzyciu programu STRUCTURE 2.3.4, ustalono populacje refe-
rencyjng dla rasy polskiej czerwono-biatej. W oparciu o dane populacii referencyjnej przepro-
wadzono analize struktury genetycznej dla wybranych 150 osobnikdw bydta rasy polskiej czer-
wono-biatej objetej programem zasobdw genetycznych.

Wyniki analizy ustalonych profili DNA dostarczyty informacji na temat struktury genetycz-
nej polskiego rodzimego bydta rasy ZR, natomiast zastosowanie symulacji bayesowskiej pozwo-
lito na okreslenie stopnia domieszki genetycznejinnych ras.

Metoda ta oraz otrzymane wyniki mogqg przyczyni¢ sie do opracowania zasad selekcji
genetycznej bydta ras rodzimych/zachowawczych w kwalifikowaniu do ksigg hodowlanych
oraz programow ochrony.
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Rysunek 1. Ustalenie % udziatu rasy polskiej czerwono-biatej dla trzech osobnikdw ZR objetych programem ochrony
zasobdw genetycznych.
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Zadanie 01-18-16-21
Polimorfizm i tkankowo specyficzna ekspresjia gendw warunkujgcych miesnos¢ jako
kryteria selekcyjne w doskonaleniu cech produkcyjnych gesi.

kierownik zadania: dr inZz. Anna Koseniuk

W ramach zadania przeprowadzono nastepujgce etapy badah:
1. Odchéw gesi w ZD IZ PIB Kotuda Wielka:

— naktad jaj gesi pomorskiej i kotudzkie|®,

- wyleg gesi,

— odchoéw ptakdéw w przedziatach, po sze$¢ przedziatdw dla kazdej rasy (8 ptakdw w prze-
dziale), pomiar ilosci ziedzonej paszy, pobranie i zabezpieczenie prébek paszy do analizy
chemicznej, zapewnienie jednolitych warunkdéw Srodowiskowych ptakom z obydwu grup,
wykonanie pomiardw masy ciata w 1., 4., 8., 11.i 16. tygodniu zycia, dtugos$¢ grzebienia
mostka, dtugos¢ przedramienia i grubos¢ miesnia przedramieniaw 11 t.z.,

— ubdj gesi po 15 tygodniach odchowu (przygotowanie do uboju, zapewnienie warunkdéw
uboju zgodnych ze standardami sanitarno-weterynaryjnymi),

— pobranie pidér do izolacji DNA.

2. Pobranie materiatu do badanh genetycznych i jakosci miesa.

Materiat do$wiadczalny stanowity jednodniowe piskleta (samce) gesi biatej kotudzkiej® ojcow-
skiego rodu W33 oraz gesi pomorskiej. Wszystkie ptaki ufrzymywano do 115. dnia zycia
(16,5tyg.) w jednakowych, optymalnych warunkach srodowiskowych i zywiono zgodnie
z technologiqg tuczu owsianego. Podczas odchowu i fuczu owsianego kontrolowano indywidu-
alng mase ciata, spozycie paszy oraz liczbe ptakdw padtych. Wszystkie mieszanki paszowe,
zielonki oraz owies skarmiane w doswiadczeniu zostaty przekazane do Centralnego Laborato-
rium IZ PIB w celu okreélenia wartosci pokarmowe;.

Na koniec doswiadczenia, z kazdej grupy wybrano do uboju po 12 gesi, w celu przepro-
wadzenia badania ekspresji gendw i okredlenia wydajnosci poubojowej, jakosci miesa i ttusz-
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czu sadetkowego oraz pobrania krwii probek wybranych tkanek i narzgdéw, w ktérych zacho-
dzg procesy metaboliczne majgce wptyw na wzrost i wydajno$é ptakdw oraz cechy jakosci
miesa: przysadka mdzgowa, podwzgdrze, wagtroba, serce, jelita, miesien piersiowy (pectoralis
superficialis), miesien dwugtowy uda (biceps femoris) i ttuszcz sadetkowy. Wszystkie prébki zo-
staty pobrane i zabezpieczone do dalszych analiz do 20 min. po uboju. Po 24 godzinnym schto-
dzeniu tuszek w temperaturze 4°C okreslono kwasowos¢ koncowdq (pHasn) w miesniu piersiowym
(pectroralis superficialis) i w dwugtowym uda (biceps femoris). Schtodzone tuszki poddane zo-
staty wizualnej 5-punktowej ocenie jakosci i nastepnie uproszczonej analizie rzeznej.

Na podstawie uzyskanych danych zostata wyliczona wydajnos¢ rzezna bez podrobdw,
procentowy udziat piersi i ndg w schtodzonej tuszce, miesni piersiowych i miesni ndg ze skorg
i ttuszczem podskdrnym, samych miesni piersiowych i miesniu ndg skéry z ttuszczem podskdr-
nym, ttuszczu sadetkowego oraz podrobdw (zotgdka, wgtroby i serca) w tuszce.

Ponadto, wypreparowane migsnie piersiowe i miesnie udowe oceniono pod wzgledem
barwy (L*a*ob*), wycieku swobodnego (24 hi 48 h) i strat termicznych podczas gotowania. Prze-
prowadzono instrumentalng ocene kruchosci gotowanego miesa na podstawie maksymalnej
sity ciecia tréjkgtnym nozem Warner'a-Bratzler'a oraz oceniono parametry tekstury (TPA) pod-
czas testu podwdjnego Sciskania miesni piersiowych. Badania wykonano przy pomocy ma-
szyny wytrzymatosciowej TA-XT Plus.

Podczas dysekciji, z kazdej grupy ptakdw pobrano prébki miesni piersiowych i udowych
w celu okredlenia podstawowego sktadu chemicznego (sucha masa, biatko ogdine, ttuszcz
surowy, popidt surowy), zawartosci cholesterolu oraz przeprowadzenia analizy profilu kwasdw
ttuszczowych ttuszczu mie$niowego.

Uzyskane wyniki po wstepnych obliczeniach poddano weryfikacji statystycznej. Wyniki
oceny jakosciowej zostang wykorzystane do badan asocjacyjnych.

3. Izolacja DNA z dutek pidr gesi. Przeprowadzono izolacje DNA z 20 prébek.
4. 1zolacja biatek. Przeprowadzono testowq izolacje biatek z watroby, z kazdej grupy wybiera-
jac do uboju po 12 gesi.

Wyniki:

Badania wykazaty istotny wptyw rasy gesi na mase ciata i mase tuszki oraz na wydajnosc¢ rzezng
(Tabela 1.) i wyniki analizy rzeznej (Tabela 2.). Srednia ubojowa masa ciata gesi pomorskich
utrzymywanych zgodnie z technologiqg chowu owsianego byta o blisko 2 kg nizsza w poréwna-
niu z owsianymi gesiami biatymi kotudzkimi®. Réwnoczesnie gesi pomorskie charakteryzowaty
sie nizszg masq tuszki (<0,01) oraz nizszg wydajnosciq rzezng (<0,01).

Tabela 1. Charakterystyka fuszek gesi.

Cecha Ges pomorska Ges biata kotudzka® SEM
Masa ciata przed ubojem (g) 5282 A 7245 B 296.8
Masa tuszki cieptej bez podrobdw (g) 3528 A 4913 B 209,4
Masa tuszki schtodzonej (g) 3469 A 4857 B 210, |
Straty masy tuszki podczas schtadzania (%) 1,69 1,15 0,16
Wydajnos¢ rzezna z podrobami (%) 71.84 A 73,168 0,26
Wydajnos¢ rzezna bez podrobdw (%) 65,67 A 67,04 B 0,27

Srednie w wierszach oznaczone réznymi literami A, B rézniq sie przy P<0,0 1.
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Tabela 2. Masa elementdw tuszki oraz ich udziat w masie tuszki patroszonej z ttuszczem podskdrnym.

Cecha Ges pomorska Ges biata kotudzka® SEM
Piersi C,O+e — miesnie ze skorq z ttuszczem 82167 A 1080,00 B 40,85
podskornym (g)

Piersi c,o’re — miesnie ze skoérq z ttuszczem 23.69 a 2224 b 0.38
podskornym (%)

Miesnie piersiowe (g) 620,00 A 743,33 B 22,99
Mieénie piersiowe (%) 17,88 A 15,30 B 0,54
Cate nogi — miesnie ze skérqg z ttuszczem, 793,33 A 110333 B 47.65
podskdérnym i kosEmi (g)

Cate nogi — miesnie ze skorg z ttuszczem 2288 2272 0.27
podskornym i koSEmi(%)

Miesnie nég (g) 488,33 A 641,678 24.91
Migénie nég(%) 14,09 13,21 0,30
Skrzydta (g) 501,67A 670,00 B 26,36
Skrzydta(%) 14,47 13,80 0,23
Szyja ze skoérq (g) 290,00A 410,00 B 19.12
Szyja ze skoérq(%) 8,37 8,44 0,16
Ttuszcz sadetkowy (g) 186,12 A 290,42 B 20,96
Ttuszcz sadetkowy (%) 5,35 597 0,35

Srednie w wierszach oznaczone réznymi literami a, b rézniq sie przy P<S0,05; A, B przy P<S0,0 .
Zadanie 01-18-17-21
Molekularne tto potencjatu komadrek chrzestnych konia w hodowli in vitro po
wprowadzeniu fiziologicznych czynnikdw wzrostu.

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

W ramach prac nad adnotacjqg sekwencji regulatorowych genomu konia, wykorzystano dane
z analizy metylacji w skali genomu, wykonane metodqg RRBS w celu ustalenia potencjalnych
miejsc DNA ,,funkcjonalnie” réznicujgcych tkanke chrzgstki stawowej koni oraz kosci. Materia-
tem pordéwnawczym byty tkanki trzonu kosci dtugich i kosci sezamoidalnej od koni petnej krwi
angielskiej oraz wycinki chrzgstki stawu pecinowego od koni zimnokrwistych. Uzyskano znaczne
réznice w poziomie metylacji DNA w skali genomu, w postaci oddzielnych klastréow probek re-
prezentujgcych tkanke chrzestng i kostng (Rysunek 1.). Zidentyfikowano tqcznie 3348 odmien-
nie metylowanych miejsc CpG (DMS) oraz 4788 fragmentdw DNA o rdznicowej metylacji (DMR)
miedzy dwoma rodzajami twardej tkanki tgcznej. Funkcjonalna adnotacja gendw zwigzanych
z wystepowaniem miejsc DMS i DMR ujawnita obecnos$¢ grupy gendw istotnych dla rozwoju
twardej tkanki tgcznej oraz metabolizmu koscca.

W ramach tych badanh okreslono réwniez znaczenie odmiennie metylowanych fragmen-
tow DNA dla miejsc wigzania biatek czynnikdw transkrypcyjnych (TF) istotnych dlia rozwoju i bio-
logii tkanki chrzestnej i kostnej. Funkcjonalna analiza in-silico dla biatek TF wykazujgcych powi-
nowactwo do sekwencji nukleotydowych odmiennie metylowanych miejsc CpG wykazata, ze
wspomniane biatka sqg istotnie zaangazowane w procesy biologiczne specyficzne dla kosci
(rozwdj uktadu kostnego i angiogeneza) oraz tkanki chrzestnej (morfogeneza kohczyn dol-
nych). Zastosowanie metody RRBS pozwolito zidentyfikowac réznice epigenetyczne w sekwen-
cjach DNA stanowigcych potencjalne miejsca wigzania czynnikdw transkrypcyjnych, funkcjo-
nalnie réznych dla tkanki chrzestnej i kostnej, co zostanie wykorzystane w dalszych pracach
z zakresu biologii regeneracyjnej z wykorzystaniem komaérek twardej tkanki tgcznej u koni.
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Rysunek 1. Wynik hierarchicznego grupowania prébek RRBS kosci (M i S) oraz chrzgstki stawowej (C) obrazujgcy wiel-
kos¢ réznic w wartosci metylacji DNA w skali genomu miedzy obydwoma rodzajami twardej tkanki tgczne;.

CpG methylation clustering

0.5
|

Height

0.2
|

0.1

M1 S1 M2 S2 2C 1C 4C 7C 5C 6C

Zadanie 01-18-18-11
Opracowanie procedur badawczych oznaczania pszczoty miodnej (Apis mellifera)
oraz rozrdzniania jej podgatunkdw wystepujgcych w Polsce.

kierownik zadania: dr Matgorzata Natonek-Wisniewska

Identyfikacja gatunkowa pozostatosci mioddw w zywnosci dla wegan:

W ramach realizacji badanh opracowano i walidowano metode wykrywania miodu w produk-
tach zywnosciowych. Metoda oparta jest na wykryciu DNA specyficznego gatunkowo dla
pszczoty miodnej (Apis Mellifera).

Sprawdzono dziatanie metody w zaleznosci od rodzaju miodu oraz jego ilosci zawartej
w gotowym produkcie. Granica wykrywalnosci dla metody wynosita od 0,1 do 1% w zaleznosci
od rodzaju miodu. Metoda jest specyficzna gatunkowo, specyficznosé biologiczna wynosi
100%. Izolacja DNA jest powtarzalna, ale wydajnos¢ izolacji oraz jej czysto$c dla prébek czy-
stego miodu jest do$¢ niska: c<50ng/ul, A2s2s0<1,7.
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W celu poprawienia parametrow izolacji DNA zmodyfikowano wczesniej opracowana
metode (z uzyciem PBS), stuzgcqg do ekstrakcji z probek czystego miodu. Otrzymane w ten spo-
séb izolaty maja korzystniejsze parametry dla dalszej analizy

Opracowanie schematu identyfikaciji podgatunkdéw pszczdt:

W celu rozréznienia podgatunkdw pszczdt zyjgcych w Polsce: pszczoty miodnej srodkowoeu-
ropejskiej (Apis mellifera mellifera), krainskiej (Apis mellifera carnica), kaukaskiej (Apis mellifera
caucasica) oraz wtoskiej (Apis mellifera ligustica) wyznaczono miejsca polimorficzne w ich se-
kwencjach nukleotydowych, a nastepnie zaprojektowano startery pozwalajgce naich rozréz-
nienie:

Zaproponowane startery dajg in-silico produkty PCR o zréznicowanej dtugosci dla wy-
branych podgatunkow.

Tabela 1. Réznicowanie podgatunkéw Apis mellifera.

Nazwa startera Podgatunki pszczdét identyfikowane Dtugo$¢ otrzymanego produktu
za pomocqg danego startera PCR

Apism_m_108bp Apis mellifera melifera 108 bp
Apis mellifera ligustica

Apis_carn111_caucl127 | Apis mellifera caucasica 116 bp
Apis mellifera carnica

Tl oy e

Rozréznianie poszczegdinych podgatunkdéw wymaga uzycia od jednej do trzech par
starteréw w zaleznoéci od podgatunku. Opracowane startery dadzqg krétkie produkty PCR
przez co mogg by¢ przydatne réwniez dla oznaczania produktdw przetworzonych.

Zadanie 01-18-19-21
Wptyw suplementacji witaming D3 na ekspresje gendw i biatek w jelicie cienkim oraz na
sktad mikroflory jelitowej u zwierzqt modelowych.

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

Celem badan jest szczegdtowa analiza wptywu suplementacii witaming D3 diety na ekspresje
gendw i biatek w jelicie cienkim szczura i $wini, a takze na sktad mikroflory jelitowej swini. Uzy-
skane wyniki pozwolg na weryfikacje obowigzujgcych zaleceh odnoénie stosowania witaminy
D3 w hodowli zwierzat. Dostarczg réwniez informacii, na ile suplementacja witaming D3
wptywa na funkcjonowanie jelita, a tym samym moze przeciwdziata¢ schorzeniom powodu-
jacym straty w hodowli, jak np. biegunki prosiat.
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Zatozenia metodyczne:

Figura 1. Zatozenia metodyczne i schemat planowanych analiz.

Materiat

Szczury n=18 Swinie n=30

Analiza Analiza
transkryptomu transkryptomu
(RNA-seq, qPCR) (RNA-seq, qPCR)

Analiza biatek Analiza biatek
Western Blot Western Blot

Oznaczenie
mmlzaWartosci witaminy|
D w migsie i sfoninie

Analiza mikrobiomu

16S rRNA

Syntetyczny opis wynikdw zadania:

W ubiegtym roku przeprowadzono szczegdtowq analize mikrobiomu z tresci jelitowej $win otrzy-
mujgcych rézng dawke witaminy D3 w paszy. Z prébek tresci jelitowe] wyizolowano bakteryjne
DNA z zastosowaniem zestawu Purelink Microbiome DNA Purification Kit (Thermofisher Scienti-
fic). Nastepnie, za posrednictwem fimy weSEQ.it utworzono biblioteki 16 S RNA, ktére poddano
Sekwencjonowaniu Nastepnej Generacji. Uzyskane wyniki analizowano bioinformatycznie
w programach: Trimmomatic, cutadapt 1.9.1, dada2, QIIME2, KRONA v2.6., Mothur, R.

Analiza bioinformatyczna nie wykazata istotnego wptywu witaminy D3 na parametry
okreslajgce biordznorodnos¢ mikrobiomu (alfa diversity), takich jak Shannon index czy ACE in-
dex (Figura 2., Figura 3.).
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Figura 2. Wartosci Shannon index w poszczegdinych grupach zwierzgt: A- brak suplementaciji, B — suplementacja
5000 U witaminy D3, C - suplementacja 10000 U witaminy D3.
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Figura 3. Wartoéci ACE index w poszczegdlnych grupach zwierzat: A - brak suplementacii, B — suplementacja 5000 U
witaminy D3, C - suplementacja 10000 U witaminy D3.
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Analiza ANOVA nie wykazata istotnych réznic pomiedzy zawartoéciq mikrobiomu w ana-
lizowanych grupach na zadnym z badanych poziomdw taksonomiczych: Phyllum - Typ, Class -
Gromada, Order - Rzgd, Family - Rodzina, Genus - Rodzaqj, Species - Gatunek.

167



Zaktady Naukowe

Figura 4. Relatywna ilos¢ wykrytych organizmow w zaleznosci od suplementaciji witaming D3 na poziomie Typu:

A - brak suplementaciji, B — suplementacja 5000 U witaminy D3, C - suplementacja 10000 U witaminy D3.
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Figura 5. Relatywna ilos¢ wykrytych organizmdw w zaleznosci od suplementaciji witaming D3 na poziomie Gromady:
A - brak suplementaciji, B — suplementacja 5000 U witaminy D3, C - suplementacja 10000 U witaminy D3.
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Z koleji analiza Metastats wykazata szereg istotnych réznic w relatywnej ilo$ci wykrytych
organizmdw na kazdym z badanych poziomdw taksonomicznych.
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Zaktad Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwaciji
kierownik: dr hab. Monika Trzcinska

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

kierownik zadania: dr inz. Katarzyna Poniedziatek-Kempny

Celem badan byta poprawa efektywnosci pozaustrojowego uzyskiwania zarodkdw $wini i ich
kriokonserwacji poprzez regulacje zawartosci lipidéw. Zaktadano, ze dzieki zastosowaniu takich
zwigzkdw, jak forskolina, L-karnityna lub siarczan fenazyny jako suplementdw do pozywek do
dojrzewania in vitro oocytéw, mozliwe bedzie obnizenie zawartosci lipiddéw w tak hodowanych
oocytach i zarodkach.

W pierwszym etapie badano wptyw forskoliny, siarczanu fenazyny oraz L-karnityny jako
dodatkéw do pozywki do dojrzewania oocytdw $wini. W ramach przeprowadzonych badah
ustalano stezenie forskoliny, L-karnityny oraz siarczanu fenazyny w pozywce do dojrzewania
in vitro oocytdw oraz przeprowadzono ocene jakosciowq i ilosciowq lipiddw w dojrzatych oo-
cytach $wini. Ponadto, oznaczano poziom reaktywnych form tlenu (ROS) w dojrzatych ococy-
tach. Na podstawie wstepnych badan dokonano wyboru wariantu do$wiadczalnego — suple-
mentu forskoliny o koncentracji 15uM — w celu zastosowania w dalszych etapach badah.

W drugim etapie realizacji zadania przeprowadzono zaptodnienie in vitro cocytdw swini,
uzyskanych po dojrzewaniu z wybranym wariantem doswiadczalnym, tj. dodatkiem 15 uM for-
skoliny oraz hodowle pozyskanych zygot do osiggniecia stadium blastocysty.

W ostatnim etapie badan oceniano jako$¢ oraz przezywalnos¢ kriokonserwowanych oo-
cytéw i zarodkdw. Wyniki badan przedstawiono w Tabelach 1.-12. oraz na Rycinie 1.

Tabela 1. Ocena dojrzatoéci oocytdw $wini hodowanych w pozywce z dodatkiem forskoliny o koncentraciji 101 15 uM
(metodqg DAPI).

. Liczba oocytéw ocenionych/ Oocyty z pierwszym ciatkiem
Forskolina . o .
liczoa powtdrzen kierunkowym (M II) (%)
0O uM 93/7 77.9
10 yM 9717 78,6
15 uM 89/7 71.7

Test K-W, p=0,466

Tabela 2. Ocena dojrzatoéci oocytdw $wini hodowanych w pozywce z dodatkiem L-karnityny o koncentracii 0,5
i 1 mg (metodqg DAPI).

L-karnityna Liczba oocytéw ocenionych Oocyty z pierwszym ciatkiem
/liczba powtdrzen kierunkowym (M 1) (%)

0 mg 93/7 77.9

0.5mg 105/8 78.8

1 mg 85/7 87.5

Test K-W, p=0,2765
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Tabela 3. Ocena dojrzatoici oocytdw $wini hodowanych w pozywce z dodatkiem siarczanu fenazyny o koncentracii

0,025 0,05 uM (metodg DAPI).

Siarczan fenazyny

Liczba oocytdw ocenionych
/ liczba powtdrzen

Oocyty z pierwszym ciatkiem
kierunkowym (M II) (%)

0 uM 93/7 77,9
0,025 uM 100/7 77,1
0,05 uM 84/7 76,9

Test K-W, p=0,8262

Fot. 1. Oocyt dojrzaty w stadium metafazy Il w pozywce z dodatkiem forskoliny.
Obraz w mikroskopie fluorescencyjnym, po wybarwieniu DAPI.

Tabela 4. Poziom reaktywnych form tlenu w oocytach dojrzatych z dodatkiem forskoliny o koncentracji 101 15 uM.

. Liczba oocytdw ocenionych Sredni poziom ROS w oocytach
Forskolina . S
/liczba powtdrzen (a.u.)
0 uM 60/5 8,38a
10 uM 50/5 16,49
15 uM 61/5 15,84¢

a.u. — arbitrary unit, jednostki wzgledne w odniesieniu do reaktywnych form tlenu.
Jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) fest Tukeya.

a, b-p=0,0000001; a, c-p=0,0000001

Tabela 5. Poziom reaktywnych form tlenu w oocytach dojrzatych z dodatkiem L-karnityny o koncentracji 0,51 1 mg.

L-karnityna Liczba oocytéw ocenionych Sredni poziom ROS w oocytach
/liczba powtdrzen (a.u.)

0mg 60/5 8,38a

0.5mg 58/5 10,39

1 mg 67/5 11,51

a.u. — arbitrary unit, jednostki wzgledne w odniesieniu do reaktywnych form flenu.
Jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) fest Tukeya.

Aq, b-p=0,032
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Tabela 6. Poziom reaktywnych form tlenu w oocytach dojrzatych z dodatkiem siarczanu fenazyny o koncentraciji

0,025 yM i 0,05 uM.

Siarczan fenazyny

Liczba oocytdw ocenionych
/liczba powtdrzen

Sredni poziom ROS w oocytach (a.u.)

0 uM 60/5 8,38¢
0,025 uM 52/5 17,99
0,05 uM 58/5 20,20¢

a.u. — arbitrary unit, jednostki wzgledne w odniesieniu do reaktywnych form tlenu.
Jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA test Tukeya
a, b-p=0,0000001; a, c-p=0,0000001

Fot. 2. Lipidy i reaktywne formy tlenu w dojrzatych oocytach $wini.

Gorny poziom: lipidy w oocytach wybarwione czerwienig Nilu (a) 15 uM FSK, (b) 10 uM FSK (c) grupa konftrola.
Dolny poziom: reaktywne formy flenu wybarwione CM-H2DCFDA (d) FSK 15 uM and (e) FSK 10 uM (f) grupa kontrolna.

Tabela 7. Catkowita zawartos¢ lipidéw w oocytach dojrzatych z dodatkiem forskoliny (o koncentracji 107 15 uM).

. Liczba oocytéw ocenionych Srednia zawartosé lipidéw w oocytach
Forskolina . o
/liczba powtdrzen (a.u.)
0 uM 60/5 1,000¢
10 UM 49/5 0,884
15 UM 49/5 0,797¢

a.u. — arbitrary unit, jednostki wzgledne w odniesieniu do zawartosci wszystkich lipiddw.
Jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) test Tukeya; a, b- p=0,049370; a, c- p=0,000097

Tabela 8. Catkowita zawartos¢ lipidéw w oocytach dojrzatych z dodatkiem L-karnityny o koncentraciji 0,51 1 mg.

L-karnityna Liczba oocytdw ocenionych Srednia zawarto$é lipidéw w oocytach
/liczba powtdrzen (a.u.)

0 mg 60/5 1,000¢

0.5 mg 49/5 0,895

1 mg 49/5 0,656¢

a.u. — arbitrary unit, jednostki wzgledne w odniesieniu do zawartosci wszystkich lipidow.
Jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) test Tukeya; a, c-p=0,000023; b ,c-p=0,000022
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Tabela 9. Catkowita zawartos¢ lipiddw w oocytach dojrzatych z dodatkiem siarczanu fenazyny o koncentraciji 0,025

MM 0,05 uM.
. Liczba oocytéw ocenionych Srednia zawartosé lipidéw w oocytach
Siarczan fenazyny . .
/liczba powtodrzen (a.u.)
0 uM 60/5 1,000¢
0,025 uM 52/5 0,995
0,05 uM 47/5 0,750¢

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

Jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) test Tukeya; a, c-p=0,000024; b, c-p=0,000025

Tabela 10. Zawarto$¢ poszczegdinych typdw lipidéw w oocytach dojrzatych z dodatkiem forskoliny (o koncentracii

10115 pM).
forskolina “CZb‘;Iiz;ggfpégwﬁgzgr?”y‘:h TRI PH CH
0 uM 60/5 0,4024¢ 0,2992¢ 0,25859
10 UM 49/5 0,3757° 0,2907¢ 0,1660"
15 UM 49/5 0,3380¢ 0,2280' 0,1960

TRI - trojglicerydy, PH — fosfolipidy, CH — cholesterol.
Jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) fest Tukeya.

a, c-p=0,000024; b, c-p=0,010625; d, f-p=0,002650; e, f-p=0,009948; g, h-p=0,000022; g, i-p=0,001030

Tabela 11. Zawarto$¢ poszczegdlnych typdw lipidéw w oocytach dojrzatych z dodatkiem L-karnityny o koncentracii

0,511 mg.
L-karnityna “CZb‘;Iiz‘z’gfsgwﬁgzzs”ym TRI PH CH
0mg 60/5 0,4024s 0,2992 0,25856
0,5mg 45/5 0,3838° 0,2744¢ 0,1860"
1 mg 47/5 0,2885¢ 0,1968' 01315

TRI - trdjglicerydy, PH — fosfolipidy, CH — cholesterol.
Jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) test Tukeya.
a, ¢-p=0,000022; b, c-p=0,000022; d, f-p=0,000022; e, f-p=0,000365; g, h-p=0,000060; g, i-p=0,000022; h, i-p=0,003081

Tabela 12. Zawarto$¢ poszczegdinych typdw lipidéw w oocytach dojrzatych z dodatkiem siarczanu fenazyny o kon-
centracji 0,025 uM i 0,05 uM.

Siarczan fenazyny UCZb‘jizjggTs;VW?gzreﬂgnych - PH cH

0 uM 60/5 0,4024¢ 0,29924 0,25859
0,025 uM 52/5 0,4402° 0,2887¢ 0,1754n
0,05 uM 4715 0,2873¢ 0,2371f 0,1956i

TRI - tréjglicerydy, PH — fosfolipidy, CH — cholesterol.
Jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) test Tukeya
a, ¢-p=0,000022; b, c-p=0,000022; d, f-p=0,005758; e, f-p=0,028173; g, h-p=0,000022; g, i-p=0,000161
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Rycina 1. Ekspresja biatek CPT2 oraz SOD1 w oocytach $wini.

a CPT2(c) b SOD1(c)
b "
7 12
2 6 I 1 2 10 l
§ 1 5
) CA
g, £ ;
8 8" i 1
| | i
1
) ﬁ 4
FSK15uM FSK 10 uM CIR FSK15uM FSK10uM CIR

Oceniajgc rozwdj zarodkdw uzyskanych w wyniku zaptodnienia in vitro cocytdw dojrze-
wajgcych z dodatkiem 15 uM forskoliny, wykazano statystycznie istotnie nizszy odsetek zarod-
kéw dzielgcych sie (p<0,05) oraz morul (p<0,01) w grupie do$wiadczalnej (+FRS), 1j. odpowied-
nio 34,6% i 24,7% w poréwnaniu do grupy kontrolnej (40,8% i 40,2%).

W ostatnim etapie badah przeprowadzono ocene przezywalnosci in vitro witryfikowa-
nych oocytéw po dojrzewaniu z dodatkiem forskoliny, L-karnityny, siarczanu fenazyny i z grupy
kontrolnej oraz blastocyst, uzyskanych w wyniku zaptodnienia oocytdéw dojrzewajgcych z do-
datkiem forskoliny i bez fego suplementu. Witryfikacji poddano ococyty z grupy forskoliny (33),
L-karnityny (45), siarczanu fenazyny (47) oraz z grupy kontrolnej (41). Po rozmrozeniu i ocenie
morfologicznej do IVF przeznaczono 24 oocyty z grupy forskoliny, 39 z grupy L-karnityny, 39 siar-
czanu fenazyny oraz 32 z grupy kontrolnej. W wyniku zaptodnienia in vitro uzyskano pojedyncze
zarodki. Jednoczesnie witryfikacji poddawano blastocysty z grupy doswiadczalnej i kontrolne;.
Rozmrozone blastocysty z grupy kontrolnej (6) nie podjety dalszego rozwoju w hodowli in vifro.
Ocenie jakosci metodg TUNEL poddano jedynie blastocysty z grupy kontrolnej. Wyniki badan
dotyczqgce oceny jakosci witryfikowanych blastocyst metodg TUNEL potwierdzity zaawanso-
wang apoptoze.

W wyniku przeprowadzonych badan nie stwierdzono istotnego wptywu forskoliny,
L-karnityny oraz siarczanu fenazyny na efektywnos¢ dojrzewania in vitro oocytéw $wini. Jedno-
czesnie suplementacja pozywki do dojrzewania oocytdw $wini forskoling, L-karnityng lub siar-
czanem fenazyny spowodowata istotny wzrost poziomu reaktywnych form tlenu w hodowao-
nych in vitro oocytach. Natomiast, w oocytach dojrzewajgcych w pozywce z dodatkiem for-
skoliny, L-karnityny lub PES udato sie istotnie obnizy¢ poziom lipiddw w pordwnaniu do oocytéw
dojrzewajgcych w grupie kontrolnej. Suplementacja pozywki do dojrzewania oocytdw forsko-
ling skutkowata obnizeniem wskaznikdw potencjatu rozwojowego in vitro zarodkdw Swini uzy-
skanych w wyniku zaptodnienia pozaustrojowego. Dodatkowo suplementacja pozywki do doj-
rzewania oocytéw swini forskoling skutkowata wzrostem ekspresji CPT2, ktéry jest wynikiem wzro-
stu metabolizmu lipidéw. Z kolei zastosowanie wyzszej koncentracji forskoliny w pozywce do
dojrzewania oocytdw $wini skutkowato wzrostem ekspresji genu SOD1.
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Zadanie 01-19-10-21
Okreslenie potencjalnych markerdw jakosciowych kriokonserwowanego
i liofilizowanego nasienia knura warunkujgcych skuteczne pozaustrojowe zaptodnienie
(ICSI) - badania wstepne.

kierownik zadania: dr hab. Monika Trzcinska

W dobie zmian klimatycznych istotne jest tworzenie rezerw materiatu biologicznego w postaci
nasienia zwierzgt gospodarskich. Jedynymi metodami pozwalajgcymi na dtugoterminowe zo-
bezpieczenie materiatu biologicznego jest kriokonserwacja i liofilizacja plemnikéw. Zastosowa-
nie tych metod biotechnologicznych daje mozliwoé¢ zabezpieczenia materiatu na wypadek
pojawienia sie epidemii lub pandemii chordb zwierzecych. Ponadto, wykorzystanie technik
wspomaganego rozrodu (ARTs, ang. Assisted Reproductive Techniques) umozliwia uzycie krio-
konserwowanych i liofilizowanych plemnikéw do odtworzenia ras a nawet gatunkdw wymar-
tych zwierzgt.

Cel zadania i zatozenia metodyczne:

Celem badan byto okredlenie potencjalnych markeréw jakosciowych nasienia knura, pozwa-
lajacych na jego efektywne dtugoterminowe przechowywanie. Jednoczeénie okreslano zalez-
nosci pomiedzy jakosciq nasienia a skutecznoscig pozaustrojowego zaptodnienia in vitro me-
todg ICSI (ang. Intracytoplasmic Sperm Injection) u $win.

Wyniki:

Prace do$wiadczalne przeprowadzono na nasieniu dwdch knuréw rasy wielka biata polska
(WBP) (6 ejakulatdw/knur), pochodzgcych ze Stacji Eksploatacii Knuréw w Czerminie (Oddziat
MCB Krasne Sp. z 0.0.). Oocyty $wini pozyskiwano poubojowo z jajnikdw loszek w Zaktadach
miesnych ,,Tur" oraz ,,\Wieprz". Nasienie (frakcja gesta) po pobraniu rozrzedzono w rozciehczal-
niku Biosolwens Plus i transportowano do Zaktadu Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacii
IZ PIB. Nastepnie, nasienie poddano procedurze kriokonserwaciji i liofilizacji wedtug metod wta-
snych. Zaréwno nasienie $wieze, liofilizowane jak i kriokonserwowane poddane zostato cyto-
metrycznej ocenie parametréw jakosciowych plemnikdw. Ponadto, przygotowane préobki na-
sienia Swiezego, liofilizowanego i kriokonserwowanego zostaty przekazane do Instytutu Zoologi
i Badan Biomedycznych Uniwersytetu Jagiellonskiego w celu analiz proteomicznych. Oocyty
pozyskiwano poprzez aspiracje jajnikdw i podawano II- stopniowemu dojrzewaniu in vitro we-
dtug metody opracowanej przez Samiec i Skrzyszowska (2012). Tylko dojrzate in vifro oocyty
pozbawione komdrek wzgdrka jajonosnego, posiadajagce widoczne ciatko kierunkowe prze-
znaczono do zaptodnienie in vitro (ICSI). Po wykonaniu iniekcji (nasienie $wieze, liofilizowane
lub kriokonserwowane) oocyty poddano elektroaktywacji dwoma impulsami elektrycznymi
1,2 kV/cm przez 60 ys w komorze do elektroporacii. Hodowle in vitro zarodkéw prowadzono
w inkubatorze, w temperaturze 39°C, 5% zawarto$ci CO2 i O2 w powietrzu i maksymalnej wilgot-
nosci. Czas trwania hodowli wynosit 6-8 dni. Zarodki oceniano pod wzgledem morfologicznym
Cco 24 godziny. Ponadto, zarodki w stadium blastocysty ekspandujgcej oceniano przy zastoso-
waniu metody TUNEL. Wyniki doswiadczen przedstawiono w Tabelach 1.-6.

174



Zakiady Naukowe

Tabela 1. Ocena jakosci nasienia $wiezego knurdw rasy WBP przeznaczonego do zaptodnienia in vitro metodq ICSI.

Chromatyna Integralnoic blon komarkowych Integralnoic bton komarkowych
plemnikowa (SCSA) SYBR-14/PI (YO-PRO-1/P1)
Mr knur/ prawidiowa | uszkodzona | Plemniki | Plemniki Plemniki | Plemnik Plemniki Plemniki
l. ejakulatdw Zywe zamiergjgce | martwe | iywe apoptotyczne | martwe
%
174 97,242,9 28129 87,94,2 5, 140,5 70839 85,248.7 6,316,2 8.0x11.6
/& 98,940.4 1.1x0.4 82,6£7,5 5.4%1.7 120870 | 84781679 3,032, 12,4180

Tabela 2. Ocena jakosci nasienia kriokonserwowanego i liofilizowanego knura nr 1 (3 ejakulaty/knur) rasy WBP przezna-
czonego do zaptodnienie in vitro metodq ICSI.

Chromatyna Integralnosé blon Integralnosc blon komérkowych
Plemnikowa (3C54) komarkowych (YO-PRO-1/F1)
SYBR-14/PI
Procedura prawidtowa uszkodzona Plemniki | Plemniki Plempmniki Plemnik Plemniki Plemniki
przechowywania Tywe zamierajgce | martwe ywe apoptotyczne | martwe
T
Kriokonserwacja 93.915.1 2.4+1,7 68,612,2 2,6%1.4 28,8409 69,3£3,2 1.2+1.4 29,6149
Liofiizacja 98.4+0,1 1,57+0,1 0.0+0.0 0,0+£0,0 100,0+0.0 4.7+3.7 0.1+0.1 95.2+3.8

Tabela 3. Rozwdj in vitro potencjalnych zygot swini uzyskanych w wyniku zaptodnienia in vitro metodq ICSI nasieniem
Swiezym, pochodzgcym od knuréw rasy WBP.

Knur I. oocytéw do IVM |. oocytéw |. zarodkéw I. morul (%) |. blastocyst
/. powtdrzen do ICSI dzielgcych sie (%) (%)

I 84/6 61 40 (65,6) 10 (25,0) 6 (15,0)

I 84/6 49 28 (57,1) 5(17.9) 2(7.1)

Tabela 4. Rozwdj in vitro potencjalnych zygot swini uzyskanych w wyniku zaptodnienia in vitro metodq ICSI nasieniem
mrozonym, pochodzgcym od knura rasy WBP.

Knur |. oocytéw do IVM |. oocytéw |. zarodkdéw I. morul (%) |. blastocyst
/n powtdrzen do ICSI dzielgcych sie (%) (%)
45/3 34 22 (64,7) 6 (27.2) 5(22,7)

Tabela 5. Rozwdj in vitro potencjalnych zygot $wini uzyskanych w wyniku zaptodnienia in vitro metodgq ICSI nasieniem
liofilizowanym, pochodzgcym od knura rasy WBP.

Knur |. oocytéw do IVM/ |. oocytéw I. zarodkéw I. morul (%) |. blastocyst
|. powtdrzen do ICSI dzielgcych sie (%) (%)
30/3 23 15 (65.2) 5(33,3) 5(33,3)

Tabela 6. Poziom apoptozy oraz liczba jgder komdrkowych w blastocystach ekspandujgcych uzyskanych w wyniku
zaptodnienie in vitro metodq ICSI z wykorzystaniem nasienia knura rasy WBP.

Nasienie Liczba ocenionych | Liczba jader Liczba jader Indeks
blastocyst apoptotycznych komodrkowych apoptotyczny
w blastocystach w blastocystach (%)
($redniaxSD) ($redniaxSD)
Swieze 0,308 24,2+5,2 1,38
Kriokonserwowane 4 0,3£0,5 40,5+18,5 0,61
Liofilizowane 0,6%0,9 31,2453 1,93
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Fot. 1. Blastocysta ekspandujgca uzyskana w wyniku ICSI z wykorzystaniem nasienia kriokonserwowanego oceniana
z zastosowaniem metody TUNEL.

A) Swiatto widzialne B) Ocena catkowitej liczby C) Barwienie TUNEL
jader komorkowych

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

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

Celem zadania byto uzyskanie stawki potencjalnie fransgenicznych prosigt, urodzonych z zy-
got poddanych transfekcii konstrukcjg powodujgcg knock-out genu miostatyny.

Konstrukcja modyfikujgca zostata przygotowana w technologii CRISPR/Cas 9, opraco-
wana, przygotowana i przetestowana na komérkach somatycznych w Katedrze Biochemii
i Biotechnologii UP w Poznaniu. Konstrukcje wprowadzano do przedjgdrza zaptodnionej ko-
morki jajowej $wini przy zastosowaniu techniki mikroiniekcji. Zygoty do transfekcji uzyskiwano od
superowulowanych samic dawczyn. Po transfekciji zygoty wprowadzano do jajowoddw loch
biorczyn.

W rezultacie przeprowadzonych prac uzyskano 40 potencjalnie fransgenicznych prosigt.
Po odsadzeniu, od prosigt pobrano bioptaty tkanki usznej. Pobrane bioptaty przekazano do
Katedry Biochemii i Biotechnologii UP w Poznaniu, w celu wykonania analiz molekularnych na
obecno$¢ wprowadzonej modyfikacji genetycznej.

Screening wykonany na DNA wyizolowanym z 40 przekazanych bioptatdw nie wykazat
integraciji/ekspresji wprowadzonej modyfikacji.

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. IZ PIB

Celem zadania byto zastosowanie modulatordw epigenetycznych nowej generacji z grupy
niespecyficznych inhibitoréw deacetylaz histondw chromatyny jadrowej na potrzeby opraco-
wania innowacyjnej technologii pozaustrojowego uzyskiwania klonalnych zarodkéw $wini do-
mowe|.

Zatozenia metodyczne i syntetyczny opis wynikdw:

W drugim etapie realizacji niniejszego zadania badawczego rozwijano efektywng sie¢ wspdt-
pracy naukowo-badawczej Zaktadu Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji IZ PIB z Zaktadem
Endokrynologii Instytutu Zoologii i Badan Biomedycznych UJ oraz z Zaktadem Histologii Colle-
gium Medicum UJ.
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W ramach sieci wspotpracy badawczej, prowadzonej przez wymienione naukowe
o$rodki rolnicze, biotechnologiczne, biologiczne i biomedyczne stworzono biorezerwuar stabil-
nych mitotycznie oraz transkryptomicznie i proteomicznie scharakteryzowanych linii fransge-
nicznych i nietransgenicznych komérek pochodzenia skérno-powtokowego (fibroblasty der-
malne) oraz komérek pochodzenia jajnikowego (komorki wzgdrka jajonosnego otaczajgce
dojrzate in vitro oocyty), stanowiqcych potencjalne zrédto modulowanych lub niemodulowa-
nych epigenetycznie komdrek-dawcdw jgder do zabiegdw generowania klonalnych zarod-
kéw swini domowej technikg transplantacji jgder komérkowych do enukleowanych ococytow
(SCNT, ang. somatic cell nuclear transfer).

W nastepnej kolejnosci, z dostepnego biorezerwuaru linii komdrkowych o wysokim po-
tencjale proliferacyjnym ex vivo oraz przydatnosci molekularnej, wyselekcjonowano linie ko-
morek fibroblastycznych pochodzenia skérno-powtokowego do kolejnego etapu prac ba-
dawczych, ktérych celem byto opracowanie oryginalnej technologii pozaustrojowego uzyski-
wania klonalnych zarodkdéw $wini w wyniku rekonstrukcji enukleowanych oocytdw z jgder ho-
dowanych in vitro fibroblastéw dermalnych. Zostaty one uprzednio poddane 24-godzinnej
tfransformacji epigenomowej, indukowanej za posrednictwem nowego, niestosowanego do-
tad w klonowaniu somatycznym $win i innych gatunkdéw ssakdéw, modulatora epigenetycz-
nego. Transformacja epigenomowa fibroblastycznych komadrek-dawcdw jgder zostata prze-
prowadzona przy zastosowaniu przedstawiciela rodziny niespecyficznych inhibitoréw deace-
tylaz histonéw rdzenia nukleosomowego chromatyny jgdrowej — tinostamustyny (TNST)
w dawce stezeniowej 75 nM/L. Komorki fibroblastyczne, uprzednio poddane 24-godzinnej mo-
dulacji epigenetycznej za posrednictwem TNST (Rycina 1.) lub komorki fibroblastyczne, niepod-
legajgce TNST-zaleznej modulacii epigenetycznej w warunkach hodowli in vifro (Rycina 2.;
grupa kontrolna) stanowity zrédto dawcdw jgder w wieloetapowych zabiegach klonowania
somatycznego, obejmujgcych wyrafinowane procedury mikrochirurgiczne na uzyskanych,
w wyhiku pozaustrojowego dojrzewania mejotycznego, oocytach-biorcach jgder fibroblastéw
dermalnych, takie jak: 1) enukleacja dojrzatych in vitro oocytdw; 2) rekonstrukcja enukleowa-
nych oocytéw (ooplastéw) z jader komdrek somatycznych ztozona z mikroiniekciji komérek-
dawcdéw jagder do przestrzeni okotozdttkowej ooplastédw oraz elektrofuzji utworzonych komplek-
séw ooplast-komadrka fibroblastyczna; a takze 3) jednoczesna aktywacija elektryczna zrekon-
struowanych oocytéw (hybryd jgdrowo-cytoplazmatycznych, czyli cybryd klonalnych).

W wyniku enukleacii, rekonstrukcji enukleowanych oocytdéw z jgder transformowanych
epigenetycznie fibroblastéw dermalnych oraz sztucznej aktywacji zrekonstruowanych oocy-
tdw wygenerowano ogdtem 112 zarodkdw klonalnych, ktére nastepnie hodowano in vitro
przez 6 do 7 dni. Sposéréd 112 hodowanych zarodkdw klonalnych, aktywnosé podziatowq wy-
kazywato tgcznie 104 (92,9%) zarodkdéw, a do stadidw moruli i blastocysty rozwineto sie, odpo-
wiednio: 86 (76,8%) oraz 43 (38,4%) zarodkdw. W grupie kontrolnej, w nastepstwie enukleacii,
rekonstrukcji enukleowanych oocytéw z jgder nietransformowanych epigenetycznie fibrobla-
stdbw dermalnych oraz sztucznej aktywacii zrekonstruowanych oocytdéw uzyskano tgcznie
127 zarodkdéw klonalnych, ktérych potencjat rozwojowy charakteryzowat sie nastepujgcymi
parametrami: 1) zdolno$¢ bruzdkowania: 88/127 (69.3%), zdolno$¢ do osiggniecia stadium mo-
ruli: 63/127 (49.6%) oraz zdolno$¢ do osiggniecia stadium blastocysty: 29/127 (22,8%). Wyniki
przeprowadzonych prac badawczych potwierdzajg, ze zdolnosci jgder komdrkowych fibro-
blastéw dermalnych, ktére poddano TNST-zaleznej modulacji epigenetycznej, do pokierowa-
nia rozwojem ex vivo klonalnych zarodkdw $wini utrzymywaty sie na znaczgco wyzszym pozio-
mie niz kompetencje jgder niemodulowanych epigenetycznie komadrek fibroblastycznych.
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Rycina 1. Hodowane in vitro komérki fibroblastyczne tkanki skérno-powtokowej $wini, poddane 24-godzinnej
modulacji epigenetycznej za posrednictwem TNST.

Rycina 2. Komérki fibroblastyczne tkanki skérno-powtokowej swini, niepodlegajgce TNST-zaleznej modulacii epigene-
tycznej w warunkach hodowli in vitro.

Podsumowanie i wnioski:

Wymiernym efektem realizacji niniejszego zadania byto opracowanie innowacyjnej i efektyw-
nej technologii uzyskiwania klonalnych zarodkéw $wini jako obiecujgcego instrumentu wyko-
rzystywanego na potrzeby nowoczesnej hodowli oraz biotechnologii reprodukcyjnej zwierzgt
gospodarskich. Ponadto, udokumentowanym efektem podjetego kierunku badan sg wysoko
punktowane publikacje naukowe, ktére przyczynity sie do poszerzenia wiedzy podnoszgcej
pozycje polskiego i miedzynarodowego sektora naukowego oraz badawczo-rozwojowego
w zakresie rolniczej biotechnologii reprodukcyjnej i genomowej inzynierii zarodkowej u zwierzgt
gospodarskich, a takze w zakresie badan interdyscyplinarnych na styku biologii i biotechnologii
molekularnej oraz biomedycyny.

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

kierownik zadania: dr hab. Monika Trzcinska

Celem zadania byto przeprowadzenie badan jakosciowych, przechowywanego w Banku Ma-
teriatdw Biologicznych (BMB) nasienia buhajéw, w oparciu o zastosowanie panelu metod obej-
mujgcego standardowe parametry, jak rowniez ocene integralnosci bton komdrkowych plem-
nikdw, fragmentaciji DNA, potencjatu bton mitochondrialnych oraz poziomu ATP w plemni-
kach. Ponadto, przygotowano wstepny projekt witryny internetowej BMB na ktérej planowane
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jest umieszczanie informacii dotyczgcych wynikdw oceny jakosci zgromadzonego materiatu
biologicznego.

Ogdtem, oceniono 147 dawek nasienia pochodzgcych od 49 buhajéw rasy polska czer-
wona (RP) oraz polska czarno-biata (ZB) (3 ejakulaty/buhaqj) pobieranych i kriokonserwowa-
nych w latach 1966 — 1989. Srednia catkowita ruchliwoéé plemnikéw po rozmrozeniu wahata
sie w przedziale od 13,7£5,7% do 88,7+9,5% odpowiednio dla buhajéw rasy polskiej czerwonej:
Napoleon Il oraz Balaton. Odsetek plemnikéw zywych w nasieniu buhajéw obserwowano na
poziomie od 10,2+3,9% do 79,7+8,8% odpowiednio dla buhaja Napoleon Il oraz Domal rasy
polskiej czarno-biatej. W nasieniu wszystkich badanych buhajoéw stwierdzono odsetek plemni-
kéw z fragmentacjg DNA na poziomie nizszym niz 3,5%. Najwyzszy odsetek plemnikéw apopto-
tycznych (11,8+1,5%; 10.8+1,6% oraz 10,3+1,3%) stwierdzono odpowiednio w nasieniu buhaja
Funt (ZB), Napoleon Il (RP) oraz nasieniu buhaja Pedant (ZB). Najnizszy poziom ATP w plemni-
kach zaobserwowano u dwdch buhajéw rasy ZB (26,2+1,7 pMol; 29,7+£6,6 pMol) i jednego RP
(26,8£7.9 pMol).

Podsumowanie i wnioski:

1. Andliza ruchliwosci za pomocg systemem CASA wykazata odsetek plemnikéw o ruchu
catkowitym ponizej 30% u dwdch buhajéw sposérdéd 49 badanych (4%).

2. Ocena parametréw strukturalno-funkcjonalnych plemnikéw wykazata podwyzszony
odsetek plemnikéw ze zmianami apoptotycznymi i niski odsetek plemnikéw z wysokim
potencjatem mitochondrialnym w nasieniu buhajéw, u ktérych ruchliwo$¢ plemnikéw
zostata oceniona ponizej 30%.

3. Obnizone parametry strukturalno-funkcjonalne, tj. odsetek plemnikdw zywych z integralng
btong komdrkowq, odsetek plemnikdw z wysokim tfransbtonowym potencjatem
mitochondrialnym i poziom ATP obserwowano w nasieniu buhaja Pedant (ZB) pomimo
stwierdzonego odsetka plemnikdw ruchliwych powyzej 30%.

4., Fragmentacja DNA plemnikéw stwierdzona u wszystkich badanych buhajéw na poziomie
nizszym niz 3,5% Swiadczy o wysokiej stabilnosci chromatyny plemnikowej materiatu
biologicznego przechowywanego w BMB.

5.  Kontrola izolowanego materiatu buhajéw Napoleon Il (RP), Pedant (ZB) oraz Funt (ZB)
wykazata obnizone parametry jakosciowe nasienia  wykluczajgce ich uzycie
w standardowej inseminacji, lecz pozwalajgce na ich zastosowanie do zaptodnienia
in vitro (metoda ICSI).

6. Opracowany kompleksowy system oceny nasienia buhajow przechowywanego w Banku
Materiatéw Biologicznych Zaktadu Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwaciji IZ PIB pozwala
na precyzyjne szacowanie wartosci biologiczne] przechowywanego materiatu i jego
wykorzystanie w rozrodzie bydta.

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

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

(do 31.01.2022 roku dr hab. Mirostaw Lisowski)

Celem zadania byto opracowanie nowej procedury badawczej ukierunkowanej na stworzenie
modelu in vitro dla potrzeb wyprowadzania ex ovo zarodkowych komdrek macierzystych
(ESCs) pochodzenia blastodermalnego z zaptodnionych jaj kaczki domowej (Anas platyrhyn-
chos ferus domesticus lub Cairina moschata domestica).
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Zatozenia metodyczne i syntetyczny opis wynikdw:

Podjecie prac badawczych w ramach zadania wigzato sie z opracowaniem i optymalizacijg
zupetnie od nowa metod: 1) izolacji komorek blastodermalnych (BCs; ang. blastodermal cells);
2) wyprowadzania stabilnych linii zarodkowych komdrek macierzystych (ESCs; ang. embryonic
stem cells) z wyizolowanych subpopulacji komérek BCs; oraz 3) hodowli in vitro i kriokonserwacii
wyprowadzonych linii komdrkowych ESCs.

W pierwszym okresie realizowanego zadania, wyselekcjonowano 60 samic-dawczyn za-
ptodnionych jaj sposrdd 120 osobnikdw ptci zenskiej tworzgcych stada zarodowe nastepujg-
cych ras kaczki domowej, objetych ochrong zasobdw genetycznych: pekin krajowy P-33 i/lub
pekin angielski linia syntetyczna Ls-A i/lub pekin dunski P-8 i/lub pekin francuski P-9 i/lubb miesza-
niec KhO-1 i/lub kaczka w typie pomnigjszonym K-2. Selekcja pozytywna samic wymienionych
ras kaczek byta ukierunkowana na weryfikacje wydajnosci niesnej (stopnia niesnosci), dtugosci
okresu nie$nosci oraz stopnia zaptadnialnosci jaj zniesionych przez kaczki w nastepstwie ich
naturalnego unasienienia/zaplemnienia przez zaklasyfikowane do kopulacii kaczory. Okresle-
nie stopnia zaptadnialnosci jaj bedzie stanowi¢ podstawe do pdzniejszej ich kwalifikacii jako
biorezerwuaru komadrek tarczki zarodkowej (blastodermy), ktére w jajach poli- i telolecytalnych
ptakdw prowadzg do powstania w wyniku bruzdkowania cze$ciowego tarczkowego (mero-
blastycznego) — w obrebie bieguna animalnego (twérczego) jaj — zarodkdéw w stadiach bla-
stuli/dyskoblastuli lub gastruli. Z wyizolowanych komoérek blastodermy wyprowadzane bedq li-
nie zarodkowych komadrek macierzystych, tj. pierwotnych komérek zarodkowych kaczki domo-
wej (Anas platyrhynchos ferus domesticus lub Cairina moschata domesticay).

Z uwagi na fakt, ze sezon niesnosci stad zarodowych nastepujgcych ras kaczki domowej,
objetych ochronq zasobdw genetycznych (pekin krajowy P-33, pekin angielski linia syntetyczna
Ls-A, pekin dunski P-8, pekin francuski P-9, mieszaniec Kn0-1, kaczka w typie pomniejszonym K-
2) jest ograniczony do kilku miesiecy w roku, podjeto efektywne dziatania majgce na celu
opracowanie nowej procedury badawczej ukierunkowanej na stworzenie modelu in vitro wy-
prowadzania zarodkowych komérek macierzystych (ESCs) kury domowej pochodzenia blasto-
dermalnego na potrzeby:

1. okredlenia warunkdw fizyko-chemicznych i biologicznych: izolacji, adhezji, migracji oraz pro-
liferacji ex ovo komodrek ESCs kaczki domowej (Rycina 1.), przy wykorzystaniu nowocze-
snych technik biotechnologii reprodukcyjnej oraz embriologii eksperymentalnej i stosowa-
nej — w ramach technologii wspomaganego rozrodu zwierzgt, inzynierii zarodkowej oraz
inzynierii komorkowej;

2. okredlenia profilu proteomicznego wybranych czynnikdw transkrypcyjnych determinujg-
cych stabilne utrzymanie pluripotencji przez komorki ESCs kaczki domowej (Rycina 2.), przy
wykorzystaniu nowoczesnych technik biotechnologii i biologii molekularnej — w ramach
technologii wspomaganego rozrodu zwierzgt, inzynierii zarodkowej oraz inzynierii komaorko-
wej.

W ramach przeprowadzonych eksperymentdéw, zaptodnione jaja przechowywano do
czasu izolacji komdrek BCs w pomieszczeniu schtodzonym do temperatury 17-18°C. Bezposred-
nio przed izolacjg komérek BCs, jaja przemywano 70% etanolem, w celu zachowania warun-
kéw jatowych. Tarczki zarodkowe izolowano z jaj w X stadium rozwoju embrionalnego, z wyko-
rzystaniem krgzkéw bibutki filiracyjnej. W kazdym z 3 powtdrzen eksperymentalnych uzyto 15
zaptodnionych jaj. Po izolaciji, tarczki sptukiwano do sterylnych 15-mL probdwek typu Falcon
przy uzyciu 1xPBS (bez jondw Ca2+ i Mg2+; CMF-PBS; ang. calcium/magnesium-free pho-
sphate-buffered saline; pH 7.2). Wykorzystujgc jatowe pipetki pasteurowskie, mechanicznie roz-
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praszano komorki w celu uzyskania jednorodnej zawiesiny. Nastepnie, uzyskang zawiesine ko-
morkowq wirowano przez 10 minut ze wzglednym przyspieszeniem odsrodkowym 90 x g, w tem-
peraturze pokojowej. Po usunieciu supernatantu, uzyskany precypitat komdrkowy zawieszano
w 5 mL pozywki hodowlanej Eagle’a w modyfikacji Dulbecco (ang. Dulbecco's Modified Ea-
gle's Medium; DMEM), wzbogaconej 1,5% surowicy ptoddw bydlecych (FBS), 2% (v/v) suple-
mentu B-27TM Plus (wolny od surowicy, zdefiniowany chemicznie suplement nowej generacii
zawierajgcy m.in. antyoksydanty i sktadniki troficzno-energetyczne, ktéry zapewnia najwyzszy
wskaznik przezywalnosci in vitro, a takze zachowanie wysokiej aktywnosci proliferacyjnej oraz
zdolno$ci do samoodnawiania i utrzymania niezroznicowanego statusu zarodkowych komorek
macierzystych w warunkach hodowli jednowarstwowej), 2uL/mL SCF (polipeptydowy czynnik
wzrostu komdrek macierzystych; ang. stem cell factor) oraz koktajlem antybiotykowym penicy-
liny i streptomycyny (Penistrep). Koncentracje wysiewanych komdrek w 1 mL zawiesiny okre-
Slano przy uzyciu elekironicznego licznika komérek TC20™ Automated Cell Counter. Komorki
blastodermalne wysiewano do naczyh hodowlanych w gestosci 3x105 komdrek/mL, zaktada-
jac/inicjujgc hodowle pierwotne komodrek BCs, z ktérych po przeprowadzaniu pasazy prowa-
dzgcych do podwojenia subpopulacji kombrkowych, wyprowadzano linie/szczepy zarodko-
wych komérek macierzystych (ESCs). Hodowle komérkowe prowadzano w inkubatorze o icisle
okre$lonych warunkach termiczno-atmosferycznych (38°C, 5% CO? w powietrzu, maksymalna
wilgotno$¢ wzgledna) albo przez 96 godzin albo przez 14 dni.

W celu ustalenia optymalnych warunkéw hodowli wykorzystano rézne naczynia hodow-
lane oraz rézne typy substratdw pokrywajgcych denne czesci naczyn hodowlanych. Diatego
tez, uktad doswiadczalny obejmowat dwie serie eksperymentdw. W pierwszej serii eksperymen-
téw, hodowle komérkowe byty zaktadane i przeprowadzane w nastepujgcych naczyniach
hodowlanych: i) butelki hodowlane SPL Life Sciences Cell Culture Flasks (o pojemnosci 25 cm?)
z substratem polistyrenowym (Rycina 1. A); i) butelki hodowlane Nunc™EasYFlask™ Cell Cul-
ture Flasks (o pojemnosci 25 cm?) z substratem polistyrenowym o powierzchni dennej typu A,
zwiekszajgcej adherentnos¢ i sity przyciggania elektrostatycznego komdrek do podtoza
(Rycina 1. B); oraz iii) sterylne, wysokoscienne mikroptytki 8-komorowe lbidi z dnem szklanym
powlekanym syntetycznym substratem polimerowym — poli-L-lizyng (p-Slide 8 Well high Poly-
L-Lysine) (Rycina 1. C). Z kolei, w drugiej serii eksperymentdw, hodowle komébrkowe byty zakta-
dane i przeprowadzane w polistyrenowych szalkach hodowlanych o srednicy 60 mm, z podto-
zem powlekanym kolagenem typu | (SPL Life Sciences SPL Coat™ Collagen Type | Coated Di-
shes) (Rycina 1. D). Dokumentacje mikrofotograficzng hodowanych komérek ESCs prowa-
dzono w mikroskopie odwréconym (Nikon Ti-U), wyposazonym w kamere Nikon DS-Filc-U3 (To-
kio, Japonia).

Stwierdzono, ze po 96 godzinach hodowli z wykorzystaniem polistyrenowych butelek ho-
dowlanych SPL Life Sciences oraz Nunc™EasYFlask™ (z podtozem typu A), pomimo wczesniej
zaobserwowanej progresji w procesach adhezji, migraciji i proliferacyjnego wzrostu in vitro, ko-
morki BCs zaczety masowo odklejac sie od podtoza. Natomiast, po 14 dniach hodowli podtrzy-
mujgcej komdrek blastodermalnych z wykorzystaniem szklanych mikroptytek 8-komorowych
Ibidi z podtozem powlekanym syntetycznym substratem polimerowym - poli-L-lizyng (u-Slide
8 Well high Poly-L-Lysine) oraz plastikowych szalek hodowlanych powlekanych kolagenem
typu | (SPL Life Sciences SPL Coat™ Collagen Type | Coated Dishes) wyizolowano biatko cat-
kowite, w kierunku okreslenia profilu proteomicznego wybranych czynnikdw transkrypcyjnych
warunkujgcych pluripotencje wyprowadzonych linii komorek ESCs, poprzez przeprowadzenie
analizy Western-blot (W-B) biatek markerowych komaérek pluripotentnych: Oct3/4 (ang. octa-
mer-binding transcription factor 3/4) oraz Sox2 (ang. sex-determining region Y (SRY)-box 2) (Ry-
cina 2.).
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Rycina 1. Opracowanie modelu in vitro wyprowadzania zarodkowych komdrek macierzystych (ESCs) kury domowej
pochodzenia blastodermalnego na potrzeby okredlenia warunkdw fizyko-chemicznych i biologicznych: izolacji, adhe-
Zji, migraciji oraz proliferacji ex ovo komaérek ESCs kaczki domowej. Analiza proliferacyjnego wzrostu oraz ocena cyto-
logiczna blastodermalno-pochodnych zarodkowych komdrek macierzystych (ESCs) kury domowej w mikroskopie ska-
nujgcym CELLCYTE X (CELLLINK Life Science) po 7 dniach hodowli in vifro z wykorzystaniem: A) butelek hodowlanych
SPL Life Sciences Cell Culture Flasks (0 pojemnosci 25 cm?) z substratem polistyrenowym; B) butelek hodowlanych
Nunc™EasYFlask™ Cell Culture Flasks (o pojemnosci 25 cm?) z substratem polistyrenowym o powierzchni dennej typu
A; C) szklanych mikroptytek 8-komorowych Ibidi z podtozem powlekanym syntetycznym substratem polimerowym -
poli-Lizyng (u-Slide 8 Well high Poly-L-Lysine: 1.5 polymer coverslip) oraz D) polistyrenowych szalek hodowlanych
o $rednicy 60 mm, z podtozem powlekanym kolagenem typu | (SPL Life Sciences SPL Coat™ Collagen Type | Coated
Dishes). W adherentnych hodowlach prowadzonych z wykorzystaniem polistyrenowych szalek hodowla- nych o éred-
nicy 60 mm, z podtozem powlekanym kolagenem typu | (SPL Life Sciences SPL Coat™ Collagen Type | Coa- ted Dishes)
(D) zaobserwowano blastodermalno-pochodne komérki ESCs proliferujgce w monowarstwie. Zarbwno w hodowlach
prowadzonych z wykorzystaniem szklanych mikroptytek 8-komorowych Ibidi z podtozem powlekanym poli-L-lizyng
(u-Slide 8 Well high Poly-L-Lysine: 1.5 polymer coverslip) (C), jak i z wykorzystaniem szalek hodowlanych typu SPL Life
Sciences SPL Coat™ Collagen Type | Coated Dishes (D) komérki ESCs posiadajg charakterystyczne duze jgdra (ozna-
czone gwiazdkami); w ultrastrukturalnym obrazie nukleoplazmy jgder komdrkowych mozna zidentyfikowac rowniez
jaderka — najczesciej zlokalizowane blisko wewnetrznej warstwy otoczki jgdrowej (oznaczone strzatkami).

182



Zakiady Naukowe

Rycina 2. Opracowanie modelu in vitro wyprowadzania zarodkowych komdrek macierzystych (ESCs) kury domowej
pochodzenia blastodermalnego na potrzeby okreslenia profilu proteomicznego wybranych czynnikéw transkrypcyj-
nych (Oct-3/4; Sox-2) determinujgcych stabilne utrzymanie pluripotenciji ex ovo przez komorki ESCs kaczki domowe;.
Analiza pdtilosciowa Western-blot (W-B) biomarkerdw pluripotenciji Oct-3/4 i Sox-2 na poziomie biatka catkowitego,
wyizolowanego z blastodermalno-pochodnych komérek ESCs po 7 dniach ich hodowli in vifro z wykorzystaniem szkla-
nych mikroptytek 8-komorowych Ibidi z podtozem powlekanym poli-L-lizyng (u-Slide 8 Well high Poly-L-Lysine: 1.5 poly-
mer coverslip) (A) oraz z wykorzystaniem polistyrenowych szalek hodowlanych z podtozem powlekanym kolagenem
typu | (SPL Life Sciences SPL Coat™ Collagen Type | Coated Dishes) (B).

A B

Oct-3/4 52 kDA

B-aktyna | e s | 42 kDA

Sox-2 34 kDA

B-aktyna -s 42 kDA

Podsumowanie i wnioski:

Na podstawie analizy morfologicznej oraz pdtilosciowej W-B stwierdzono, ze wyizolowane frak-
cje komodrek blastodermalnych, z ktérych wyprowadzono stabilne linie zarodkowych komorek
macierzystych (Rycina 1. Ci 1. D), wykazujg cechy fenotypowe dla niezréznicowanych komé-
rek ESCs, w tym obecnos¢ czynnikéw transkrypcyjnych Oct3/4 oraz Sox2, determinujgcych
charakter pluripotentny (Rycina 2.). W zwiqzku z powyzszym, do dalszych eksperymentdw ukie-
runkowanych na stworzenie modeli in vitro wyprowadzania stabilnych mitotyczne linii komdrek
ESCs (Rycina 1. Ci 1. D), pochodzgcych z blastodermy dyskoblastuli kaczki domowej, z powo-
dzeniem mogq by¢ wykorzystywane zaréwno szklane mikroptytki 8-komorowe lbidi z podtozem
powlekanym syntetycznym substratem polimerowym - poli-L-lizyng (u-Slide 8 Well high Poly-L-
Lysine), jak i polistyrenowe szalki hodowlane z dnem powlekanym kolagenem typu | (SPL Life
Sciences SPL Coat™ Collagen Type | Coated Dishes). Dodatkowym atutem tych wstepnych
badan ukierunkowanych na opracowanie strategii wyprowadzania stabilnych linii zarodko-
wych komdrek macierzystych (pierwotnych komorek zarodkowych) z wyizolowanych komérek
blastodermalnych kaczki domowej jest ich pionierski i innowacyjny charakter, ktéry stanowi so-
lidng podstawe programowq dla realizacji i powodzenia zatozeh dalszych, bardziej zaawan-
sowanych prac badawczych z zakresu biotechnologii rolniczej i reprodukcyjnej oraz badan
interdyscyplinarnych na styku biomedycyny, transgeniki oraz biologii i biotechnologii moleku-
larne;j.
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