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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 ramach realizacji zadania, kontynuowano charakterystyke opisowqg dotyczqgcq danych fe-
notypowych, genetycznych i rodowodowych, gromadzonych w bazach Instytutu Zootechniki
PIB oraz prowadzono analize genomu. Wyniki tych analiz postuzyty do modyfikacji algorytmu
pozwalajgcego na optymalizacje wyboru zwierzgt do pobierania materiatu biologicznego.

W bazie PLOWET gromadzono dane fenotypowe dotyczgce wystepowania trzech scho-
rzeh (mastitis, metritis, torbiele jajnika) w fermach bydta mlecznego, nalezgcych do Zaktaddw
Doswiadczalnych Instytutu Zootechniki PIB. Sposrdéd ok. 8900 rekorddw, najczesciej jako poje-
dyncza choroba wystepowato mastitis (4397 przypadkdw), metritis (2417 przypadkdw) oraz cy-
sty jajnika (2053 przypadkdw). W Instytutowej bazie genotypdw znajdujg sie genotypy ok. 3500
krow z Zaktaddw Doswiadczalnych. Z tej liczby ponad 2700 kréw znajduje sie na liscie zwierzat
odnotowanych w bazie PLOWET.

Na podstawie danych rodowodowych i genomowych przeprowadzono analize struktury
genetycznej populacii kréw. W tym celu, w oparciu o identyfikacje powtdrzen krétkich odcin-
kédw homozygotycznosci w genomie, obliczono wspdtczynniki inbredu genomowego (Fron).
Wyniki analizy wskazaty na zwiekszong czesto$c wystepowania mastitis, metritis i torbieli jajnika
wraz ze wzrostem poziomu zinbredowania. W zwigzku z tym, przy opracowywaniu algorytmu
optymalizujgcego wybdr zwierzgt, poza wynikami analizy fenotypowej, wartosci hodowlanych
i spokrewnien krow — kandydatek do pobierania materiatu biologicznego, uwzgledniono takze
efekt inbredu genomowego. Na tej podstawie wytypowano zwierzeta, od ktérych pobierano
materiat do badan. Regresja na inbred (jako istotny efekt) zostata takze uwzgledniona w frak-
cie opracowywania modelu szacowania parametrdw genetycznych i warto$ci hodowlanej
pod wzgledem cech zdrowotnych.

Kontynuowano réwniez badania z zakresu analizy genomu, m.in. analize asocjacyjng
(GWAS) pomiedzy markerami genetycznymi SNP a w/w cechami (schorzeniami). Do analizy
uzyto wartosci fenotypowych cech mastitis, metritis oraz torbiele jajnika i byty one dostepne
dla okoto 2000 kréw rasy polskiej holsztyhsko-fryzyjskiej. Kazda z kréw zostata zgenotypowana
przy pomocy mikromacierzy lllumina BovineSNP50 BeadChip, zawierajgcej genotypy 54 609
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (ang. Single Nucleotide Polimorphism, SNP) lub lllu-
mina BovinelD Genotyping BeadChip zawierajacej genotypy 7 931 SNP. Genotypy osobnikdw
zgenotypowanych przy pomocy mikromacierzy lllumina BovinelD Genotyping BeadChip, zo-
staty zimputowane do gestosci mikromacierzy lllumina BovineSNP50 BeadChip. W dalszej ana-
lizie wykorzystano polimorfizmy o minimalnej warto$ci MAF>1% oraz minimalnej jako$ci genoty-
powania>99%. Kryteria te spetnito 46 216 SNP. W rezultacie zidentyfikowano tgcznie 94 SNPs
statystycznie istotnie zwigzanych z wystepowaniem cyst na jajniku, metritis i mastitis oraz 29 ge-
néw kandydujgcych zwigzanych z wystepowaniem tych schorzen.
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W poprzednich latach sprawozdawczych wystgpity okresowe utrudnienia w pobieraniu tkanek
do badah molekularnych od czesci wytypowanych zwierzgt, zwigzane z brakiem mozliwosci
wspotpracy z ubojniami i/lub lekarzami weterynarii wynikajgcymi z natozonych kwarantann.
W zwigzku z tym kontynuowano typowanie zwierzgt, od ktérych pobierano tkanki. Pobrany ma-
teriat badawczy postuzyt m.in. analizie joko$cioweji optymalizaciji metody izolaciji RNA. Z czesci
zebranych prébek nie zdotano wyizolowac RNA, co wymaga uzupetnienia materiatu biolo-
gicznego w kolejnym roku. Kontynuowano prace nad optymalizacjg modelu szacowania po-
rametréw genetycznych i wartosci hodowlanej pod wzgledem cech zdrowotnych. Kompo-
nenty (ko)wariancji szacowano za pomocg programodw zaimplementowanych w pakiecie
BLUPF90 autorstwa prof. Misztala. Parametry genetyczne i fenotypowe szacowano za pomocqg
modeli liniowych i progowych, wykorzystujgc programy renumf90 i gibbsf?0 z zaimplemento-
wang metodg Bayesa. Podstawowy zbidr do analiz zostat utworzony na podstawie danych
zgromadzonych w bazie PLOWET oraz AFIFARM i obejmowat okoto 30 000 rekorddw kréw. Po
wprowadzeniu odpowiednich restrykcji (na wielkosci podklas HYS, wiek oceny, kompletnosci
rodowoddw) ostateczny zbiér do estymacii parametréw objgt 12 911 rekorddw. W trakcie sza-
cowania komponentdw (ko)wariancji wygenerowano 100 000 probek parametrdw. Pierwsze
20 000 probek usunieto jako tzw. rozruchowe. Na podstawie kolejnych prébek obliczono sred-
nie warto$ci komponentdw (co)wariancji oraz btgd losowy. Wszystkie czynnosci zwigzane z sza-
cowaniem paramentdw genetycznych powtarzano wielokrotnie, uwzgledniajgc rzng kombi-
nacje efektow statych i losowych. Odziedziczalnoéci cech zdrowotnosci oraz wspdtczynniki ko-
relacji genetyczneji fenotypowej miedzy nimi zostaty wyznaczone na podstawie wynikdw cha-
rakteryzujgcych sie mozliwie najmniejszym btedem oszacowan. Weryfikacje optymalizacii za-
stosowanych modeli obserwacj prowadzono w oparciu o wyniki statystyk bayesowskich.

W analizie jako wartosci fenotypowe, wykorzystano informacje czy u danej krowy zo-
stato stwierdzone kliniczne zapalenie sutka, metrifis lub torbiel jajnika, czy tez nie (cechy binarne
przyjmujgce wartos¢=1 przy wystgpieniu choroby i 0 przy jej braku). Konwencjonalne wartosci
hodowlane (ang. Estimated Breeding Values, EBV) dla 12 911 kréw i buhajéw (ojcdw i dziad-
kéw tych kréw) rasy polskiej holsztyhsko-fryzyjskiej zostaty wyznaczone przy pomocy nastepujg-
cego modelu:

y=XB+Za+e, (1)

gdzie y reprezentuje warto$¢ cechy (0 lub 1); p jest wektorem efektow statych reprezentowa-
nych przez srednig ogdling, stado oraz wiek wystgpienia schorzenia; X jest macierzq wystgpien
dla efektéw statych; Z jest macierzg wystgpien dla efektu addytywnie poligenicznego, a re-
prezentuje efekt addytywnie poligeniczny krowy, natomiast € jest wektorem bteddw. Zakta-
damy, ze e~N(0,lc”_eA2 ), gdzie | jest macierzg identycznosciowq i ¢~ eA2 jest wariancjq btedu.
Efekt a marozktad N(O,Ac”_aA2 ), gdzie A jest macierzg spokrewnien, natomiast ¢~ a2 repre-
zentuje wariancje addytywnie poligeniczng. Genomowe wartosci hodowlane (ang. direct ge-
nomic value DGV) sg definiowane jako suma addytywnych efektéw SNP uzyskanych przy po-
mocy modelu:
(DGV)=u™=+Z_1g"

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

(1- RELP‘,‘.)(DGV,— — Mgpy) + (1 - RELDGV,)(PII — Kegy)

GEBV, = ,
! 1 — RELpgy,RELpy, EBV

gdzie RELpgy, jest doktadnosciq DGV dla osobnika i, RELp,, jest doktadnosciq Pl. pggy jest Sred-
nig wartoscig EBV dla populacii referencyjnej.
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Doktadnos$¢ GEBV dla osobnika i uzyskujemy przy pomocy wzoru:

RELpgy,(1 — RELp;,) + RELp;, (1 — RELpgy )
RELgesv, = 1 — RELpgy RELp, '
Genomowe i kombinowane wartosci hodowlane zostaty wyestymowane dla wszystkich zge-
notypowanych w bazie Instytutu Zootechniki PIB osobnikdw, tj. 156 204 kréw i buhajéw. Staty-
styki opisowe dla DGV i GEBV pod wzgledem mastitis, metritis oraz torbieli jajnika zawarto od-

powiednio w tabeli 1., 2.1 3.

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

min max mean sd
DGV 75.47 125.77 100.89 5.76
relIDGV 0.15 0.15 0.15 0.00
GEBV 75.03 127.14 100.37 5.42
relGEBV 0.16 0.81 0.26 0.1
Tabela 2. Statystyki opisowe dla DGV, GEBV pod wzgledem metritis i ich doktadnosci
min max mean sd
DGV 79.59 129.12 100.81 5.62
relIDGV 0.13 0.13 0.13 0.00
GEBV 80.76 130.05 100.74 5.13
relGEBV 0.15 0.69 0.24 0.07
Tabela 3. Statystyki opisowe dla DGV, GEBV pod wzgledem torbieli jajnika i ich doktadnosci
min max mean sd
DGV 62.03 144.16 103.87 6.91
relIDGV 0.17 0.17 0.17 0.00
GEBV 59.51 140.77 105.22 7.96
relGEBV 0.17 0.82 0.37 1.83

Otrzymane wyniki $wiadczg o mozliwosci prawidtowego szacowania wartosci hodowlanej dla
wyzej wymienionych cech zdrowotnych oraz o zasadnosci kontynuacji prac nad konstrukcjg
precyzyjnych, zindywidualizowanych indekséw selekcyjnych w krajowej populacji bydta rasy
HF.

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

kierownik zadania: dr inz. Dorota Godyn

Oddzielenie cielgt od matek we wczesnym okresie zycia oraz utrzymywanie mtodych pojedyn-
czo wzbudza coraz wiekszy niepokdj spoteczny, z uwagi przede wszystkim na cierpienie zwie-
rzat, a tym samym niski poziom dobrostanu. Cieleta sg zwierzetami stadnymi i naturalnie po-
trzebujg towarzystwa innych osobnikéw swojego gatunku. Brak interakcji z innymi cieletami
moze prowadzi¢ do stresu i frustracji, co wptywa negatywnie naich rozwdj. W okresie mtodosci
zwierzeta tego gatunku uczq sie waznych umiejetnosci spotecznych — hierarchii, komunikacii.
Odizolowanie i brak bodzcédw (nudne otoczenie) mogg prowadzi¢ do problemdw behawio-
ralnych: apatii, agresji, wystepowania zachowan stereotypowych.
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Pewnego rodzaju kompromisem w zapewnieniu odpowiedniego rozwoju spotecznego, ale
takze w zapobieganiu nadmiernejiloéci chordb w stadach, jest utrzymywanie cielgt w kojcach
o0 powierzchni przeznaczonej dla 2-4 sztuk.

Okreslenie wptywu utrzymywania cielgt parami w okresie po odpojeniu siarg, na wskaz-
niki zwigzane z dobrostanem i produkcyjnosciq. Hipoteza badawcza zaktada istnienie réznic
w behawiorze, w przyrostach masy ciata oraz w poziomie hormonu sfresu analizowanym u cie-
Igt utrzymywanych w réznych rodzajach kojcédw. Przyjmuje sie takze, iz wyniki badan wskazg
istotno$¢ zastosowania matoinwazyjnej metody oceny kortyzolu (badanego w sieréci zwierzat),
jako wiarygodnego maklera stresu.

Badaniami objeto grupe 8 cielgt rasy holsztynsko-fryzyjskiej. Po odizolowaniu od matek,
cieleta umiejscowione zostaty w kojcach z wysuwang przegrodqg (fotografia 1.). Tworzono
2-osobnikowe grupy cielgt, przebywajgce w kojcu przez okres 14 dni, po tym czasie cieleta
trafity do kojcédw grupowych.

Kojce z wysuwanymi przegrodami (Fot. 1. D. Godyn)

Zbierano nastepujgce dane: zwierzeta byty wazone przy wejsciu do kojca oraz po okresie
14 dni (fotografia 2.). Monitorowano zachowanie zwierzgt, poprzez zapisy kamer. Prowadzona
byta dokumentacja dotyczgca stanu zdrowotnego. Pobierana byta siers¢ do analizy kortyzolu.
Od wszystkich osobnikéw objetych badaniem w 14. dniu zycia, pobierany byt omawiany ma-
teriat biologiczny w celu oznaczenia poziomu hormonu zwigzanego z reakcjqg stresowq. Probki
sierSci pobrane byty z okolicy nasady ogona. Pobieranie materiatu przebiegato w sposdb nie-
powodujqcy stresu i cierpienia u zwierzgt. Przy uwzglednieniu niewielkich modyfikacji, detekcja
kortyzolu we wtosach zostanie przeprowadzona za pomocqg komercyjnego zestawu ELISA
zgodnie z wytycznymi producenta (Cortisol Enzyme Immunoassay firmy Arbor Assays).

Wazenie cielgt (Fot. 2. D. Godyn)
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Na podstawie pomiardw mikroklimatycznych ustalono, ze temperatura powietrza podczas
prowadzenia badan wynosita srednio 19,6°C; wilgotnos¢ wzgledna ksztattowata sie na pozio-
mie 62%; predkos$¢ ruchu powietrza wynosita 0,07 m/s. Dzienne przyrosty masy ciata w pierw-
szych dwdch tygodniach ksztattowaty sie na poziomie 460 g/dzieh. Byty to najwyzsze przyrosty
zanotowane od poczgtku doswiadczenia. Poziom zdrowotnosci cielgt utrzymywanych w koj-
cach pojedynczych, w porédwnaniu do zwierzgt utrzymywanych w parach, nie réznit sie zna-
czgco (biorgc pod uwage takze wczesniejsze powtdrzenia). Nastgpity pewnego rodzaju pro-
blemy z oceng zachowania zwierzgt, z uwagi przede wszystkim na znaczng ilo§¢ materiatu do
analizy. Planowane jest, aby w kolejnym etapie doswiadczenia uzy¢ specjalistycznego opro-
gramowania Observer XT. Oczekuje sie, ze z tq technologig formy zachowan cielgt, istotne dla
omawianego doswiadczenia, bedqg tatwiejsze do uchwycenia i analizy. Z uwagi na dtugo-
trwatqg procedure przygotowywania probek materiatu biologicznego, nie udato sie uzyskac
wynikéw poziomu kortyzolu w siersci.

Zadanie 01-10-05-11
Identyfikacja krow mlecznych rasy simental pod wzgledem zawartosci f-kazeiny typu A2
oraz mozliwosci wykorzystania mleka od nich pochodzgcego do produkc;ji
napojow fermentowanych

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

Produkty mleczne, zwtaszcza wytworzone z mleka krowiego, sg gtdwnym sktadnikiem diety lu-
dzi na catym Swiecie, a ich spozycie stale rosnie. Niestety wiele badanh sugeruje, iz rosngce
spozycie produktéw mlecznych moze przyczyniac sie do wzrostu ryzyka lub nasilenia objawdw
niektérych zaburzen, w tym chordb przewodu pokarmowego oraz zwigzanych z uktadem od-
pornosciowym i stanami zapalnymi. Szczegding role w tym zakresie odgrywajq biatka mleka
krowiego, ktdre sq powszechnym zrédtem bioaktywnych peptyddw uwalnianych w wyniku tra-
wienia kazeiny i biatek serwatkowych. W ostatnim czasie duze zainteresowanie, ze wzgleddéw
zdrowotnych wzbudza B-kazeina. Istnieje 12 genetycznych wariantéw B-kazeiny jednak naj-
czestszymi wariantami genetycznymi sq Al i A2, ktére réznig sie budowq biatka. Badania wy-
kazaty, iz powstajgca w wyniku trawienia kazeiny typu A1 p-kazomorfina-7, moze wptywac na
rozwdj niektérych waznych chordb u ludzi. Gtdwnymi czynnikami wptywajgcymi na obecnosé
R-kazeiny typu A1 w mleku krowim sg uwarunkowania genetyczne.

Celem realizowanego tematu byta identyfikacja genetyczna kréw pod kgtem okresle-
nia wariantu p-kazeiny u krow rasy simental, okreslenie sktadu chemicznego mleka oraz wytwo-
rzenie i przebadanie produktdéw fermentowanych na bazie tego mleka. W mleku pochodzg-
cym od tych kréw zostat oznaczony sktad chemiczny, zawarto$¢ frakcji biatkowych oraz za-
warto$¢ witamin. Mleko, pozyskane od krow z genem R-kazeiny typu A2, zostato ocenione pod
wzgledem przydatnosci do produkciji napojow fermentowanych. Badania genetyczne w celu
oznaczenia genu p-kazeiny wykonano na pobieranym materiale biologicznym (siersci) w La-
boratorium Genetyki Molekularnej Zaktadu Biologii Molekularnej Zwierzat (ZBM). Allele CSN2
oszacowano stosujgc Allelic Discrimination z sondami TagMan MGB znakowanymi VIC i FAM
(system OneStep Real-Time PCR).

Wyniki produkcyjne oraz podstawowego sktadu chemicznego pozyskano na podsta-
wie prébnych udojéw. Analizy chemiczne mleka zostaty wykonane zgodnie z przyjetg meto-
dykg w Centralnym Laboratorium IZ PIB oraz na Wydziale Technologii Zywnosci Uniwersytetu
Rolniczego w Krakowie. Wykonano ocene fizykochemiczng mleka, oznaczono zawarto$¢ ami-
nokwaséw oraz ocene sensoryczng mileka. W Centralnym Laboratorium IZ PIB oznaczono zao-
warto$¢ witamin, kwasdéw ttuszczowych, makroelementédw w mleku. Z pobranego mleka wy-
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konano takze produkty fermentowane: jogurt, jogurt probiotyczny, kefir i maslanke. W wytwo-
rzonych produktach okreslono: sktad chemiczny, teksture, kwasowosé, aktywnosé antyoksyda-
cyjng, mikrobiologie, barwe oraz wykonano ocene sensoryczng produktow.

Na podstawie wykonanych badan genetycznych stwierdzono, iz w badanym stadzie by-
dta simentalskiego frekwencja genotypu A2A2 wynosit 32,7%, odsetek kréw mlecznych posia-
dajgcych genotyp A2A2 wynosit 29,7%, wyzszy procent w/w genotypodw stwierdzono u jatéwek
i cielgt. Znaczny procent zidentyfikowanych kréw oraz mtodziezy hodowlanej stanowity geno-
typy ATA2, co daje podstawe do prowadzenia dalszej hodowli ukierunkowanej na produkcje
mleka A2 w Zaktadzie Doswiadczalnym IZ PIB Odrzechowa Sp. z 0.0.

Wykres 1. Frekwencja genu B-kazeiny (ATAT, ATA2 i A2A2) w badanej populacji bydta
w ZD IZ PIB Odrzechowa Sp. z 0.0. (W %)

% udziat genotypdw w badanej populacii bydta simental

149

= ATA] AlA2 = A2A2

Wykres 2. Ocena sensoryczna mleka
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Analiza produkcyjnosci ze wzgledu na zidentyfikowany genotyp nie wykazata réznic w wyddaj-
nos$ci mlecznej w zaleznosci od stwierdzonego genotypu. Podobnie nie stwierdzono réznic
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w podstawowym sktadzie mleka ze wzgledu na zidentyfikowany rodzaj genotypu. Zawarto$é
biatka, ttuszczu, laktozy ksztattowata sie na zblizonym poziomie, a stwierdzone réznice nie byty
istotne. Otrzymane wyniki wskazujg zatem, iz prace hodowlane w kierunku uzyskania stada jed-
nolitego pod wzgledem wariantu R-kazeiny A2 nie niosqg z sobqg ryzyka zwigzanego z obnize-
niem wydajnosci mlecznej czy zawartosci sktadnikdw w mleku. Wykonane oznaczenia zawar-
tosci witaminy wykazaty nieco wyzszg koncentracje witamin A i E w 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 ocenione
pod wzgledem barwy, konsystenciji, 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 produktéw wytworzonych na bazie mleka Al. Natomiast wy-
tworzony kefir, powstaty z mleka A2, charakteryzowat sie wyzszymi warto$ciami wszystkich ba-
danych parametréw, 1j. wyzszg twardoscig, lepkoscia, spdjnoscig i gumowatosciqg. Po trzyty-
godniowym okresie przechowywania wszystkie wytworzone napoje na bazie mleka A2 uzyskaty
wyzsze wartoéci ocenianych parametrow.

Tabela 1. Ocena produktéw fermentowanych wytworzonych na bazie mleka Ali A2

typ mleka fermentowanego | rodzaj mieka | twardo$¢ [G] lepkose [Gxs) spOjnosc gumowatoéc [G]
Po tygodniu przechowywania
) 4 ATAI 89,4985a 270,9270a 0,3875 34,7575a
ogu
o9 A2A2 99,8320b 299,1425b 0,3745 37,3740b
) ) ATA1 80,0950a 142,6930a 0,4415 35,3830a
jogurt probiotyczny

A2A2 93,4895b 265,8150b 0,4050 37.8515b
v ATA1 40,5120a 61,3325a 0,4750 19,2380a

efir
Y A2A2 49,2050b 115,2300b 0,4780 23,5325b

ATA1 44,8315a 63,2395a 0,4940 22,1270a
maslanka

A2A2 50,7360b 133,7740b 0,4815 24,4115b
Po 3 tygodniach przechowywania
) , ATA1 98,2855a 321,8925a 0,3885 38,1885a
ogur
1od A2A2 116,4340b 366,4015b 0,3885 45,1760b
) ) ATA1 101,7295a 225,4725 0,3840 39,0650a
jogurt probiotyczny

A2A2 127,4765b 223,4195 0,38%90 49,5395b
v ATA1 52,9310a 95,7670a 0,4390a 22,2080a

efir

A2A2 61,4425b 164,6345b 0,4675b 29,9410b

ATAI 50,6190a 118,1110a 0,4850 25,5565a
maslanka

A2A2 64,0660b 143,1020b 0,5050 31,0330b

a, b —rdznice istotne (p <0,05) dla poszczegdlinych napojéw ATAT i A2A2

W ocenie sensorycznej wytworzone produkty fermentowane uzyskaty zréznicowane oceny.
Wytworzone z mleka A2 jogurt i maslanka zostaty najwyzej ocenione, natomiast w przypadku
mleka Al wyzej oceniono jogurt probiotyczny i kefir.
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Wykres 3. Ogdina ocena sensoryczna napojéw fermentowanych wytworzonych na bazie mleka ATA1 i A2A2

(w pkt.)

maslanka A2 474
maslanka Al 442
kefir o2 T 55
kefir ol T <7
jogurt probiot. A2 §— 423
jogurt probiot. Al y— 4,38
jogurt A2 b— 4,67
jogurt Al p— 4,44
3,9 4 4,1 4,2 4,3 4,4 4,5 4,6 4,7 4,8

Otrzymane wyniki wskazujq zatem, iz prace hodowlane w kierunku uzyskania stada jednolitego
pod wzgledem wariantu B-kazeiny A2 nie niosq z sobq ryzyka zwigzanego z obnizeniem wydaj-
nosci mlecznej czy zawartosci sktadnikdw w mleku. Wyniki przyczyniq sie do poszerzenia wiedzy
na temat frekwencji poszczegdlinych genotypdw p-kazeiny w stadzie bydta mlecznego Zo-
ktadu Doswiadczalnego IZ PIB Odrzechowa Sp. z 0.0. oraz wytypowaniu i wydzieleniu kréow ho-
mozygot pod wzgledem gendw kodujgcych p-kazeine i produkujgcych mleko A2. Ponadto,
badania te mogq przyczynic¢ sie do zwiekszenia réznorodnosci asortymentu produktéw mlecz-
nych skierowanych do konsumentdw zainteresowanych zywnoscig pochodzenia naturalnego,
majgcqg wtasciwosci prozdrowotne oraz oséb z problemami trawiennymi.

Zadanie 01-10-06-11
Badania nad celem hodowlanym w warunkach selekcji bydta na wiele cech,
ze szczegolnym uwzglednieniem rasy simentalskiej

kierownik zadania: prof. dr hab. Andrzej Zarnecki

Krajowa ocena wartoéci hodowlanej bydta rasy simentalskiej w zakresie cech wydajnosci
mleka i jego sktadnikdw opiera sie na laktacjach 305-dniowych. W wiekszo$ci krajow, w tym
cztonkdw INTERBULL do szacowania warto$ci hodowlanych cech produkcyjnych, stosuje sie
modele dziennych prébnych udojéw (test day model TDM). Dzieki temu mozliwe jest modelo-
wanie indywidualnych krzywych laktaciji uwzgledniajgce efekty srodowiskowe i genetyczne.

Celem zadania jest opracowanie metody szacowania wartosci hodowlanej dla cech
produkcyjnych oraz zawartosci komérek somatycznych w oparciu o prébne udoje. Stosun-
kowo niewielka liczebno$¢ populacji bydta simentalskiego, a w szczegdlnosci jej struktura
utrudniaty wdrozenie metody TDM.

Pierwszy etap przewidywat utworzenie zbiordw danych iich edycje, a takze zbadanie
struktury populacji pod kgtem mozliwosci oszacowania parametréw genetycznych. Dane po-
brano z systemu SYMLEK i utworzono zbiér prébnych udojéw wykonanych miedzy 5. a 305.
dniem doju. Uwzgledniono dzienng wydajnos¢ mleka, ttuszczu, biatka i laktozy oraz zawartosc
ttuszczu, biatka, laktozy, komdrek somatycznych oraz mocznika. Krowy posiadajgce trzeciq lak-
tacje musiaty posiadac laktacje drugq i pierwszq, a krowy posiadajgce drugqg laktacje musiaty
posiadac pierwszqg laktacje.
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Zbiér poddany analizie zawierat 214 793, 156 611 oraz 107 001 prébnych udojéw odpowiednio
z trzech pierwszych laktacji 28 306 krow, wycielonych w 2 858 stadach w latach 2003-2022.
Utworzono 5 klas ocielenia (18-24, 25-26, 27-28, 29-30, 31-48 miesiecy) w pierwszej, 4 klasy (29—
38, 39-41, 42-44, 45-65 miesiecy) w drugiej oraz 3 (41-51, 52-55, 56-75 miesiecy) w trzeciej lak-
taciji. Przyjeto dwa sezony ocielenia: letni (IV-IX) i zimowy (X-ll). Tabela 1. podaje liczbe buha-
jow uszeregowang w zaleznosci od liczby posiadanych w populaciji cérek — 2141 buhajow
posiadato jedng coérke, Najwieksza grupa buhajéw posiadata od 2 do 10 corek, a zatem w po-
pulacji wystepowaty niewielkie grupy sidstr i potsidstr, ktdre sg podstawowym elementem wia-
rygodnej oceny warto$ci hodowlanej. Utworzono 105 321 klas stado x data prébnego udoju
oraz 24 klasy sezon x wiek ocielenia. Zbiér rodowodowy zawierat 41 676 zwierzat (krowy iich
rodzice).

Komponenty (ko)wariancji oszacowano wg dwucechowego modelu zwierzecia z loso-
wymi regresjami oraz Bayesowskg metodqg prébkowania Gibbsa programem gibbs2f90 z pa-
kietu BLUPF20. W modelu liniowym uwzgledniono staty efekt dnia doju w stadzie, statq regresje
w podklasach sezon x wiek ocielenia oraz losowe regresje dla efektu addytywnego genetycz-
nego i efektu trwatego srodowiskowego. Krzywe laktaciji w podklasach sezon x wiek ocielenia
modelowano za pomocg funkcji Wilminka, a pozostate krzywe laktacji za pomocg wielomia-
néw Legendre’a stopnia 2-go. Generowano 100 000 probek, z ktérych pierwsze 20 000 odrzu-
cono, jako tzw. okres rozruchowy, a nastepnie zapisano co 5-tq probke. W celu otrzymania
korelacji fenotypowych i genetycznych miedzy wszystkimi cechami, obliczenia wykonano
w 36 krokach, analizujgc cechy parami.

Tabela 1. Zestawienie liczby ojcdw wg liczby posiadanych cérek

Liczba ojcéw Liczba cérek
2141 ]
4909 10

11-20
253
130 21-30
70 31-40
66 41-50

51-100
77 >100
129

Odziedziczalnoé¢ laktacyjnej wydajnosci mleka wyniosta 0,35, ttuszczu 0,35, biatka 0,31 oraz
laktozy 0,34. Odziedziczalnos$¢ laktacyjnej zawartosci ttuszczu w mleku wynosita 0,72, zawarto-
$ci biatka 0,73, zawartosci laktozy 0,61, zawarto$ci komdrek somatycznych 0,26 oraz zawartosci
mocznika 0,64.

Wartosci otrzymanych odziedziczalnosci sqg zblizone wielkos$cig do parametrow uzyskiwa-
nych i stosowanych w ocenie wartosci hodowlanych w rasie holsztynsko-fryzyjskiej. Przewiduje
sie zastosowanie otrzymanych oszacowanh odziedziczalnosci w dalszych pracach nad wdroze-
niem oceny wartosci hodowlanej na podstawie prébnych udojéw (TDM) w populaciji bydta
simentalskiego. Analiza struktury populacji bydta simentalskiego i wiarygodne oszacowanie
parametrow genetycznych wskazujg na mozliwos¢ opracowania i wdrozenia metody préb-
nych udojéw do praktyki hodowlane;.
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Zadanie 01-10-07-11
Frekwencja genu beta-kazeiny typu A2 u bydta mlecznego rasy polskiej czerwonej, jego
wptyw na wyniki produkcyjne i zawartos¢ sktadnikdw prozdrowotnych

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

Ze wzgledu na rosngcq liczbe osdb cierpigcych na liczne alergie pokarmowe, nietolerancje
oraz choroby dietozalezne, w tym zwigzane z konsumpcjg mleka, istnieje potrzeba przebadao-
nia i promowania mleka pochodzgcego od kréw o korzystnym typie B-kazeiny oraz produktow
powstatych na bazie tego mleka. Najczesciej wystepujgcymi wariantami genetycznymi CSN2
sg kazeina Al i A2. Negatywne dziatanie wykazano w odniesieniu do kazeiny typu Al, gdyz
podczas jego trawienia powstajg pochodne opiociddw (B-kazomorfina-7 - BCM-7), ktére poko-
nujg bariere krew-mébzg i mogg powodowacé nasilenie objawdw w chorobach neurologicz-
nych, takich jak autyzm i schizofrenia oraz wptywac¢ na rozwdj lub potegowac objawy niektod-
rych chordb, takich jak miazdzyca, zespdt nagtej $mierci niemowlgt oraz chordb uktadu krgze-
nia. Takich negatywnych wtasciwosci natomiast nie wykazano w odniesieniu do mleka zawie-
rajace B-kazeine typu A2.

Czynnikami wptywajgcymi na obecno$¢ danego wariantu B-kazeiny w mleku krowim sg
uwarunkowania genetyczne. Aby je zidentyfikowaé konieczne sq badania genetyczne, ktére
umozliwiajqg prowadzenie dalszych prac hodowlanych w kierunku uzyskania jednolitego stada.
Dlatego celem | etapu badan byta identyfikacja krow i buhajow pod wzgledem genu p-kaze-
iny kréw rasy zachowawczej polskiej czerwonej. Oznaczenia polimorfizmu DNA w genie PR-ka-
zeiny wykonano w materiale biologicznym pozyskiwanym z cebulek wtosowych.

Pobrano materiat genetyczny do badan i wykonano oznaczenia genu p-kazeiny od
273 kréw mlecznych rasy polska czerwona. Krowy te utrzymywane byty w dwunastu gospodar-
stwach zlokalizowanych na terenie pow. limanowskiego. Liczebnos¢ krow w poszczegdlnych
stadach wahata sie od 10 do 109 krow.

Przeprowadzona u 273 kréw rasy polskiej czerwonej identyfikacja gendw kodujgcych -
kazeine wykazata, iz ok 20% przebadanych kréw jest homozygotami A2A2; 49% to heterozygoty
A1A2 a ok. 30% to homozygoty ATAT.

Ze wzgledu na wielko$¢ stada frekwencja poszczegdinych wariantéw genu p-kazeiny
u krow rasy polskiej czerwonej wykazywata zrdéznicowanie. Najwiecej homozygot A2A2 stwier-
dzono w stadzie utrzymujgcym powyzej 100 sztuk — 24%. W stadach ufrzymujgcych od 20 do
50 sztuk oraz od 50 do 100 sztuk frekwencja byta taka sama i wyniosta ok. 18%.

Wykres 1. Frekwencja poszczegdlnych wariantéw genu R-kazeiny (AT1A1, ATA2 i A2A2) u kréw rasy polskiej czerwonej

-

31

49 |

= AIAL wAJAZ wA2A2



Zaktady Naukowe

Wykres 2. Frekwencja poszczegdinych wariantdw genu p-kazeiny u kréw rasy polskiej czerwonej ze wzgledu na
wielko$¢ stada
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Najwiecej homozygoty ATAT stwierdzono w matych stadach utrzymujgcych od 10 do 20 sztuk
bydta — 46%, natomiast najmniej w stadzie powyzej 100 sztuk — 23%. Heterozygoty ATA2, w za-
leznosci od wielkosci stada, stanowity od 40% (stada utrzymujgce 10-20 sztuk) do 53% w wiek-
szych stadach.

Gtownymi czynnikami wptywajgcymi na obecnose p-kazeiny typu Al lub A2 w mleku
krowim sg uwarunkowania genetyczne. W zaleznosci od struktury genetycznej poszczegdinych
krow w mleku, moze by¢ obecny jeden lub obydwa typy RB-kazeiny. Kazeina Al i A2 réznig sie
budowq biatka — mutacja powodujgca réznice w biatku B-kazeiny jest wynikiem polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu w kodonie 67. w eksonie 7. genu CCT (A2, prolina), na CAT (A1,
histydyna), zatem kazeina A2 zawiera reszte proliny, podczas gdy kazeina Al reszte histydyny.

W badaniach prowadzonych przez Cieslinskg i in. (2019) na 24 buhajach i 177 krowach
rasy polskiej czerwonej stwierdzono, iz czestos¢ wystepowania genu R-kazeiny A2 w populaciji
polskiej czerwonej wynosita 0,47. Ze wzgledu na wtasciwosci prozdrowotne mleka ras zacho-
wawczych celowe jest takze przebadanie buhajéw reprodukcyjnych tych ras pod kgtem cze-
stotliwoséci wystepowania obydwu jej wariantéw, a wysoka frekwencja allelu A2 R-kazeiny
(0,58) wsrdéd buhajow tej rasy moze zwiekszy ¢ jego frekwencje wsrdd catej populacii (Cieslinska
iin., 2019).

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

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

Celem niniejszego zadania byto opracowanie howych podindeksdw selekcyjnych w hodowli
bydta miesnego w Polsce uwzgledniajgcych wskazniki wartosci opasowej i rzeznej oraz cechy
ptodnosci, oszacowanie parametrow genetycznych cech opasowych i rzeznych oraz ptodno-
Sci bydta miesnego dla rasy limousine, charolaise i hereford, okreslenie zwigzku pomiedzy
wskaznikami oszacowanymi przyzyciowo dotyczgcymi opasu ze wskaznikami poubojowymi.
Opracowanie wariantéw podindekséw selekcyjnych uwzgledniajgcych cechy ptodnosci oraz
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wskazniki warto$ci opasowejirzeznej— dane z etapu lill uzupetnione o zbiory z systemdw eBovis
i buhaje miesne.

Badania prowadzone byty réwnolegle na czterech poziomach: analizy ptodnosci, ana-
lizy cech opasowych bydta miesnego na poziomie gospodarstwa, analizy cech srodowisko-
wych warunkujgcych efektywno$¢ produkciji oraz analizy cech wydajnosci rzeznej bydta skie-
rowanego do uboju. Wszystkie poziomy stanowigce dwa gtéwne cele badawcze byty realizo-
wane przez caty okres badawczy zadania (frzy lata) w oparciu o gromadzone dane z syste-
mow, jak i pochodzgce z wytypowanych do badah gospodarstw i ubojni. W ostatnim roku
W oparciu o pozyskane dane opracowano podindeksy selekcyjne (podindeks tatwosci wycie-
len oraz podindeks budowy konczyn). W pierwszym roku wytypowane zostato 15 gospodarstw
utrzymujgcych stada bydta miesnego rasy LM, CH oraz HH, w ktérych rozpoczeto staty moni-
toring produkcyjny oparty o ankietyzacje oraz gromadzenie danych bezpoérednio w gospo-
darstwie. Materiat doswiadczalny — wszelkie obliczenia i analizy statystyczne byty wykonywane
na danych dotyczgcych frzech najbardziej licznych ras bydta miesnego w Polsce — limousine
(LM), charolaise (CH), hereford (HH). Dla kazdej z wybranych ras zostat przygotowany zbidr
danych skonstruowany na podstawie informaciji o buhajach ocenianych pod wzgledem cech
pokroju i miesnosci. Liczba buhajow w zbiorze wynosita dla rasy LM ok. 3200, dla CH ok. 500,
a dla HH ok. 400. Pobierane dane zostaty zanonimizowane.

Dla kazdej z wybranych ras zostat skonstruowany zbidér danych dotyczgcych osobnika,
obejmujgcy dane rodowodowe, produkcyjne i poubojowe. W celu utworzenia podindeksu
ptodnosci opracowano strukture baz danych zawierajgcych informacje o cechach ptodnosci
kréw, pokrytych lub unasienionych nasieniem buhajéw hodowlanych. Informacje zawarte
w podstawowym zbiorze danych zostaty rowniez wykorzystane do obliczenia wielkosci grup
potsidstri podklas stado/rok/sezon ocielenia (HYS) oraz wyznaczenia ich rozktaddw. Grupy pot-
sidstr stanowity krowy majgce tego samego ojca, a podklasy HYS utworzone zostaty w oparciu
o informacje o oborze, roku i sezonie oceny, przy czym sezon letni obejmuje okres od kwietnia
do wrzesnia, a zimowy — od pazdziernika do marca.

Do oszacowania parametréw genetycznych i fenotypowych cech zdolnosci udojowej
krow wykorzystany zostat podstawowy zbidr danych. Odziedziczalnosci, korelacje genetyczne
i fenotypowe zostaty oszacowane za pomocg pakietu BLUPF?0 (Misztal, 2008). W pakiecie tym
wykorzystano m.in. programy renumf90, gibbsf?0, airemlf?0, w ktérych zaimplementowano naj-
wazniejsze metody stosowane przy estymacji komponentéw (ko)warianciji: metode REML oraz
metode Bayesowskq. Uporzgdkowanie zbioru danych oraz przenumerowanie efektdw statych
i losowych wykonano przy pomocy renumf?0.

Oszacowania komponentéw (ko)warianciji addytywnych i srodowiskowych za pomocq
obu metod przeprowadzano wielokrotnie na podstawie modelu obserwacji uwzgledniajg-
cego rézng kombinacije efektéw statych i losowych. Otrzymane wyniki pozwolity na wybor op-
tymalnego modelu szacowania parametrdw genetycznych cech zdolnosci udojoweij. Z kolei,
oszacowanie wartosci hodowlanej pod wzgledem cech pokroju oraz tatwosci wycielen prze-
prowadzono za pomocg programdw zaimplementowanych w pakiecie BLUPF?0 (Misztal,
2008). Warto$¢ hodowlang oszacowano za pomocg metody BLUP — w oparciu o dwucechowy
model zwierzecia. Model liniowy obserwacii sktadat sie z tych samych efektdw, ktdre uwzgled-
nione zostaty przy estymacii parametréw genetycznych.

W ramach przeprowadzonej analizy, zgromadzono materiat obejmujgcy wyniki rutyno-
wej oceny fenotypowej cech pokroju oraz ptodnosci buhajow trzech najbardziej licznych ras
bydta miesnego w Polsce - limousine (LM), charolaise (CH), hereford (HH). Dla kazdej z wybra-
nych ras zostat przygotowany zbidr danych skonstruowany na podstawie informaciji o buha-
jach ocenianych pod wzgledem cech pokroju i miesnosci. Liczba buhajéw wynosita dla rasy
LM - 3858, dla CH - 597, a dla rasy HH — 458. W okresie od 2014 do 2022 roku liczba poroddéw
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tatwych byta wysoka, osiggajgc okoto 16 000 przypadkdw, co stanowito az 98% wszystkich
porodéw. Porody z kategorii od 2 do 6, czyli porody skomplikowane, frudne, ciezkie, z embrio-
transferu lub poronienia, byty stosunkowo rzadkie w polskiej populacii buhajow miesnych. Prze-
prowadzona analiza fenotypowych cech ptodnosci buhajéw trzech najoardziej licznych ras
bydta miesnego w Polsce — limousine, charolaise i hereford — dostarcza istotnych informacji dla
hodowcow i naukowcow. Badania wykazaty, ze rasy te charakteryzujg sie dobrg ptodnoscig
Z wysokq liczbg porodéw tatwych. Waga urodzeniowa buhajéw z roku na rok roénie, co moze
wptywacd naich dalszy rozwdj i wzrost. Analiza cech budowy zadu wskazata na wysokie srednie
wartoéci punktowe w ocenie pokroju dla dtugosci zadu, szerokos$ci w biodrach, szerokosci
w kulszach i szerokosci zadu. To sugeruje, ze badane rasy majq korzystne cechy anatomiczne,
ktére mogq przyczyniac sie do tatwiejszego przebiegu poroddw.

Wyniki opisanych badan majq istotne znaczenie dla dalszych prac hodowlanych. Ptod-
no$¢ jest kluczowym aspektem w hodowli bydta miesnego, poniewaz wptywa na populacje,
wydajnosc¢ i efektywnosc produkciji. Badania fenotypowych cech ptodnosci buhajow pozwa-
lajg hodowcom dokonywac $wiadomych wyboréw hodowlanych, aby poprawi¢ ptodnosé
i inne istotne cechy u przysztych potomkdw. Wnioski z przeprowadzonych badah mogg zostac
wykorzystane do opracowania optymalnej postaci podindeksu selekcyjnego, ktéry bedzie
uwzgledniat cechy ptodnosci. Taki podindeks selekcyjny pozwoli hodowcom skupi¢ sie na roz-
wijaniu i utrwalaniu pozytywnych cech ptodnosci w badanych rasach bydta miesnego.

W ramach realizacji zadania, dane z poprzedniego roku sprawozdawczego uzupetniono
i wzbogacono o informacje obejmujgce wyniki rutynowej oceny fenotypowej cech pokroju
buhajéw trzech najbardziej licznych ras bydta miesnego w Polsce — limousine (LM), charolaise
(CH), hereford (HH) za 2022 rok. Wzbogacajgc i uzupetniajgc utworzony w poprzednim roku
sprawozdawczym zbidr danych, przeprowadzono charakterystyke fenotypowqg cech ptodno-
$ci oraz cech pokroju zwigzanych z lokomocjg. Do edycji danych i przeprowadzania operacii
na zbiorach danych (fzn. ich czytania, zapisywania, dokonywania zmian strukfury, sortowania,
wyszukiwania rekorddw spetniajgcych okreslone warunki, gromadzenia i tgczenia informacii
pochodzgcych z kilkku plikdw zréodtowych) zostato wykorzystane oprogramowanie wtasne na-
pisane w jezyku R oraz z wykorzystaniem pakietu MS Excel, kompilowane i uruchamiane na
serwerach Instytutu Zootechniki PIB. Liczebno$¢ i struktura danych spetniajg warunki niezbedne
do realizacji tego etapu badan.

Liczebnosci (N), srednie oraz warto$ci minimalne i maksymalne cech budowy zadu, ktére
zostaty wytypowane w poprzednim roku sprawozdawczym do utworzenia podindeksu ptod-
nosci dla ras trzech najczesciej wystepujgcych w Polsce ras bydta miesnego. Zgromadzone
dane pochodzqg z oceny przeprowadzonej w latach 2000-2022. Dla wszystkich trzech ras oce-
niano cztery cechy budowy zadu. Cechy te zwigzane sq z predyspozycjami produkcyjnymi,
ale tez i tatwosciqg 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. Dla rasy tej przy-
jeto nastepujgcg punktacije dla poszczegdlnych cech budowy zadu: dla dtugosci zadu, sze-
rokosci w biodrach oraz w kulszach minimalna warto$¢ oceny wynosita 2 punkty, za§ maksy-
malna 10 punktdw, natomiast dla szerokosci zadu ocena miescita sie w przedziale od minimum
3 do maksimum 10 punktéw. Srednie wartoéci z przeprowadzonych ocen w rasie limousine dla
wszystkich analizowanych cech budowy zadu uzyskaty wysokq punktacje, ktéra wynosita: dla
dtugosci zadu - 7,41 punktu, dla szerokosci w biodrach - 7,53 punktu, dla szerokosci w kulszach
- 7,29 punktu oraz dla szerokosci zadu — 7,46 punktu. W rasie charolaise przeprowadzono od
17 070 (dla szerokosci zadu) do 19 481 (dla szerokosci w biodrach) pomiaréw cech budowy
zadu. W rasie fej przyjeto punktacje mieszczgcq sie w przedziale od minimum 4 do maksimum
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10 punktéw (dla dtugosci zadu i szerokosci w biodrach) oraz od min. 3 do maks. 10 punktéw
(dla szerokosci w kulszach i w zadzie). Przecietna ocena poszczegdinych cech pokroju zadu
w rasie charolaise wynosita: dla dtugosci zadu — 7,46 punktu, dla szerokosci w biodrach —
7,57 punktu, dla szerokosci pomiedzy guzami kulszowymi — 7,23 punktu oraz dla szerokosci zadu
— 7,40 punktu. W rasie hereford wykonano od 16 437 (dla szerokosci w kulszach) do 17 098 (dla
dtugosci zadu) pomiardw, przyjmujgc przedziat punktaciji dla poszczegdlnych cech pokroju od
3 do 9 punktéw dla szerokosci w kulszach, od 4 do 9 punktdw dla szerokosci w zadzie, od 4 do
10 punktéw dla szerokoéci w biodrach oraz od 5 do 10 punktéw dla dtugosci zadu. Srednia
punktacja dla analizowanych cech w rasie hereford wynosita: dla dtugosci zadu - 7,63 punktu,
dla szerokosci bioder — 7,52 punktu, dla szeroko$ci pomiedzy guzami kulszowymi — 7,32 punktu
i dla szeroko$ci zadu — 7,34 punktu.

Zaleznos¢ liniowa pomiedzy cechami budowy zadu a rokiem urodzenia bydta miesnego w pol-
skiej populacji objetej ocenqg uzytkowosci miesnej

Dla dtugosci zadu stwierdzono ujemny trend u zwierzat urodzonych pomiedzy latami 2000
a 2003 - spadek z oceny na poziomie 8,0 punktéw do oceny 7,2 punktu. Dla zwierzgt urodzo-
nych w latach 2003-2022 stwierdzono dodatni wptyw roku urodzenia na punktacje uzyskang
dla dtugosci zadu (wzrost z 7,2 do 7,7 punktu) z wyjgtkiem zatamania dodatniego trendu
w efekcie roku urodzenia na dtugos¢ zadu u sztuk wycielonych w 2006 oraz 2014 roku. U bydta
urodzonego w latach 2001-2012 zaobserwowano dodatni trend w efekcie roku urodzenia na
szeroko$¢ w biodrach — od wartoéci oceny na poziomie 7,4 (zwierzeta urodzone w 2001 roku)
do 7.6 punkfu (zwierzeta urodzone w 2004 roku). Dla bydta ocielonego w 2006 roku, stwier-
dzono obnizenie pozytywnego trendu w ocenie dla szerokosci bioder ponownie do wartosci
7.4 punktu. Dla urodzeh pomiedzy 2006 a 2012 rokiem tendencja dodatnia dla tej cechy po-
kroju zadu utrzymywata sie na wyrédwnanym i stabilnym poziomie wynoszgcym okoto
7.6 punktu. Dla wycieleh w latach 2012-2014 odnotowano ponowny spadek wartosci dla sze-
rokoéci w biodrach - ponownie do 7,4 punktu. Dla urodzeh od 2015 roku, stwierdzono pozy-
tywny wptyw roku wycielenia na ocene punktowq dla szerokosci w biodrach — od 7,4 punktu
dla 2015 roku do ponad 7,7 punktu dla 2022 roku. Krzywa regres;ji liniowej dla zaleznosci pomie-
dzy rokiem urodzenia a szerokosciq w kulszach charakteryzowata sie podobnymi tendencjami
jak w przypadku krzywej wyznaczonej dla szerokosci bioder. Stwierdzono pozytywny trend
wptywu roku urodzenia na szeroko$¢ miedzy guzami kulszowymi, dla ktérej oceny wartosci wy-
nosity od 7,0 pkt w roku 2000 do 7,5 pkt w 2022 roku. W odniesieniu do cechy — szerokosci zadu
w pierwszych latach prowadzonej oceny, fj. dla zwierzgt urodzonych w latach 2000-2002
stwierdzono dynamiczny wzrost iloSci punktéw przyznanych za omawiang ceche —z 7,0 punk-
téw do 7,4 punktu. Na przetomie lat 2002/2003 efekt roku urodzenia na ocene szerokosci zadu
ksztattowat sie na ujemnym poziomie, obnizajgc sie ponownie do wartosci 7,0 punktéw. Dla
bydta urodzonego w latach 2003-2022 tfrend ten osiggngt pozytywny wymiar i stopniowo po-
prawiata sie ocena dla tej cechy budowy zadu osiggajgc przedziat wartosci od 7,0 do
7.7 punktu w 2022 roku.

Ustalenie wag cech wykorzystywanych w podindeksach

Kolejnym z etapdw opracowania podindekséw selekcyjnych byto ustalenie waznosci oraz wag
zaproponowanych do wykorzystania w podindeksach cech. W wyniku przeprowadzonego
przeglgdu literatury ustalono, ze najlepszq do tego metodq bedzie metoda subiektywna — nao-
danie wag cechom w wyniku dyskusji hodowcdw, zwigzku i naukowcdédw zaangazowanych
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w hodowle bydta miesnego. W celu zgromadzenia odpowiedzi od uczestnikdéw dyskusji doty-
czqgcej wag cech przygotowano ankiete, w ktérej poproszono ankietowanych o ustalenie ko-
lejnosci cech w podindeksach i przyporzgdkowanie tym cechom odpowiedniej wartosci punk-
towej, tak aby ich suma wynosita 100.

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

Najistotniejsza w podindeksie budowy kohczyn zostata wskazana postawa ndg tylnych,
uzyskujgc 470 punktéw. Jednoznacznie zostata ona wskazana jako najwazniejszg dla tego in-
deksu. Najmniej wazng wedtug ankietowanych cechqg okazata sie cecha obwdd nadpecia,
uzyskujgc 165 punktdéw. Cecha ta zostata wskazana jako trzecia w kolejnosci w ostatecznej
postaci tego indeksu. W ostatnim roku sprawozdawczym zostaty przedstawione finalne posta-
cie podindeksdw. Analizujgc tabele dotyczacg parametréw genetycznych mozna stwierdzic,
ze wspotczynniki odziedziczalnosci wskazujq, jok duzy procent zmiennosci danej cechy jest
zwigzany z czynnikami genetycznymi. W przypadku cech pokroju bydta miesnego, wspdtczyn-
niki odziedziczalnosci sg stosunkowo wysokie, co oznacza, ze geny odgrywajq istotng role w
ich ksztattowaniu. Wspotczynniki korelaciji genetycznych wskazujg jak siinie powigzane sqg ze
sobqg cechy pod wzgledem genetycznym. W przypadku cech pokroju bydta miesnego, kore-
lacje genetyczne sq czesto wysokie, co oznacza, ze cechy te sq ze sobg silnie skorelowane.

Oszacowanie wspotczynnikdw korelacji genetycznych i fenotypowych

Wspdtczynniki korelaciji fenotypowych wskazujg jak silnie powigzane sg ze sobg cechy pod
wzgledem fenotypowym. W przypadku cech pokroju bydta miesnego, korelacje fenotypowe
sg czesto nieco nizsze niz korelacje genetyczne, co oznacza, ze na cechy te wptywajg rowniez
czynniki srodowiskowe. Analizujgc tabele, mozna stwierdzi¢, ze cechy pokroju bydta miesnego
sg silnie skorelowane ze sobg. Na przyktad, kaliber, obwdd nadpecia i szerokos$¢ klatki piersio-
wej sq silnie skorelowane ze sobq, co oznacza, ze zwierzeta o duzym kalibrze majg réwniez
duzy obwdd nadpecia i szerokg klatke piersiowq. Podobne korelacje mozna zaobserwowad
miedzy innymi cechami, takimi jak szeroko$¢ klatki piersiowej i szerokos¢ miedzy topatkami, sze-
rokos¢ grzbietu i grubos¢ miesnia grzbietu, dtugose grzbietu i dtugos¢ zadu, wysklepienie mie-
$nia uda i dtugos¢ miesnia uda, szeroko$¢ w biodrach i szeroko$¢ w kulszach, szeroko$¢ zadu
i szeroko$¢ w kulszach, postawa nég tylnych i postawa ndg przednich. Wysokie korelacje mie-
dzy cechami pokroju bydta miesnego oznaczajq, ze wybdr zwierzgt na podstawie jednej ce-
chy moze mie¢ wptyw na inne cechy. Na przyktad, wybdér zwierzgt o duzym kalibrze moze
réowniez zwiekszy¢ prawdopodobienstwo, ze bedqg miaty duzy obwdd nadpecia iszerokg
klatke piersiowq. Wspdbtczynniki odziedziczalnosci w tabeli wskazujq, ze geny odgrywajqg istotng
role w ksztattowaniu cech pokroju bydta miesnego. W przypadku niektérych cech, takich jak
kaliber, obwdd nadpecia i szerokosc klatki piersiowej, geny odpowiadajg za nawet 80% zmien-
nosci danej cechy. Wysokie wspdtczynniki odziedziczalnosci oznaczajg, ze selekcja zwierzgt na
podstawie cech pokroju moze by¢ skutecznym sposobem poprawy tych cech.
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Propozycije podindeksu — IWYCIEL
1.IWYCIEL =0,5 x WH_OMW + 0,3 x WH_tW + 0,1 x WH_WG + 0,1 x WH_CP
1

WH_OMW - warto$¢ hodowlana, okres miedzywycieleniowy
WH_tW — warto$¢ hodowlana tatwosé wycielen

WH_WG - warto$¢ hodowlana waga urodzeniowa

WH_CP - warto$s¢ hodowlana cech pokroju

Wszystkie trzy propozycje indekséw cech ptodnosci dla bydta miesnego uwzgledniajg cztery
cechy: okres miedzywycieleniowy, tatwos$¢ wycielen, wage urodzeniowq i cechy pokroju. Roz-
nig sie one jednak wagq przypisang poszczegdinym cechom.

Nalezy rowniez pamietac, ze wagi indeksu sg zmienne w czasie. Wraz z rozwojem wiedzy
o hodowli bydta miesnego mogq byc¢ one zmieniane, aby uwzgledniaé nowe informacije i cele
hodowlane.

Propozycja podindeksu — IKON
1.IKON = 0,5 x WH_PNT + 0,25 x WH_PNP + 0,25 x WH_ON

WH_PNT — warto$¢ hodowlana postawa ndg z tytu
WH_PNP - warto$¢ hodowlana postawa nég z przodu
WH_ON - warto$¢ hodowlana obwdd nadpecia

Oba warianty indeksu IKON uwzgledniajg trzy cechy: postawe ndg tylnych, postawe nég
przednich i obwdd nadpecia. Réznig sie one jednak wagg przypisang poszczegdlnym ce-
chom.

Po opracowaniu wariantéw indeksdw przeprowadzono symulacje i obliczenia rankingdw
buhajéw uczestniczgcych w ocenie warto$ci hodowlanej. Dla kazdego z wytypowanych bu-
hajéw wyliczono wartoséci poszczegdinych wariantdw obu indekséw i wskazano dla kazdego
z buhajéw najbardziej korzystny dla niego wariant indeksu ptodnosci IWYCIEL oraz indeksu bu-
dowy konczyn — IKON.

Wszystkie zamierzenia, cel naukowy oraz praktyczny, ktéry zaktadat skonstruowanie no-
wych podindeksdw selekcyjnych uwzgledniajgcych cechy miesnosci i ptodnosci w aspekcie
poprawy ekonomiki produkcii bydta miesnego zostaty zrealizowane zgodnie z zaplanowanym
zadaniem badawczym. Miedzy opracowanymi indeksami selekcyjnymi wystepujqg silne korela-
cje, jednakze zdefiniowane indeksy selekcyjne pozwalajg hodowcy na wybdr takiego kryte-
rium selekcyjnego, ktére najbardziej odpowiada zatozonemu przez niego celowi hodowla-
nemu.

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

kierownik zadania: dr inz. Kacper Zukowski

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

Optymalizacja populacji referencyjnej meskiej (buhaje) w stosunku do aktualnego modelu po-
pulaciji referencyjnej wykorzystywanej w:
a) imputacji genotypdw,
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b) estymaciji genomowej oceny wartosci hodowlanej z wykorzystaniem modelu dwustopnio-
wego oraz jednostopniowego.

Wprowadzenie do populacii referencyjnej kréow:

a) imputacji genotypdw,

b) estymacji genomowej oceny wartosci hodowlanej z wykorzystaniem modelu dwustopnio-
wego oraz jednostopniowego.

Populacja referencyjna jest to grupa zwierzgt posiadajgca dane fenotypowe oraz okreslony
wtasny profil genetyczny. Celem populaciji referencyjnej jest (w modelach dwustopniowych)
oszacowanie efektéw markerdw SNP (polimorfizm pojedynczego nukleotydu, ang. Single Nuc-
leotide Polymorphism w skrécie SNP) zwigzanych z dang oceniang cechg (krok 1.). Na podsta-
wie oszacowan efektdw SNP (krok 2.) mozZliwe jest uzyskanie doktadnej oceny warto$ci hodow-
lanej juz dla bardzo mtodych osobnikéw (praktycznie zaraz po urodzeniu). Dane fenotypowe
zwierzgt populacji referencyjnej pochodzqg z konwencjonalnej oceny wartosci hodowlanej i sg
estymowane, w zaleznoéci od grupy cech, z wykorzystaniem réznych modeli statystycznych.

Profil genetyczny zwierzat 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 Ssredniego 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) do
nawet 800 000 SNP (high density). Istotnym elementem do uzyskania doktadnej genomowej
oceny wartosci hodowlanej jest sktad populacii referencyjnej. Aktualnie, w wielu krajach,
w tym w Polsce, wykorzystuje sie populacje referencyjng sktadajgcq sie gtébwnie z buhajow.
W celu jak najlepszego scharakteryzowania wszystkich zaleznosci wystepujgcych w genomie
wraz z ich wptywem na cechy oceniane rutynowo do populacji referencyjnej wybiera sie
wszystkie uzytkowane buhaje posiadajgce wysokq liczbe cérek w ocenie warto$ci hodowlane;j,
jakite o niskiej liczbie corek. Uzyskanie wysokiej doktadnosci oceny warto$ci hodowlanej zalezy
réwniez od wielkosci populacji referencyjnej. Z tego tez powodu, zawigzywane sq dedyko-
wane organizacije, ktére majg na celu wspodtdzielenie zwierzat, gtéwnie buhajéw populacii re-
ferencyjnych. Takim przyktadem moze by¢ Spdtdzielnia EuroGenomics, kidrej cztonkiem od
2012 roku jest Polska, a w chwili obecnej wspdtdzielonych jest ponad 35 000 buhajow. Zwiek-
szenie liczebnosci populacii referencyjnej, przektadajgcej sie na zwiekszenie doktadnosci ge-
nomowej oceny, stato sie w ostatnim dziesiecioleciu istotnym elementem badan obejmujg-
cych czotowe na $wiecie hodowle bydta HF. Jedng z gtéwnych propozycji na zwiekszenie do-
ktadnosci oceny, poprzez zwiekszenie liczebnosci populacji referencyjnej, jest wtgczenie do
niej krow ocenianych w krajowych systemach oceny. Ma to szczegdlne znaczenie w przy-
padku wprowadzania do oceny nowych cech, takich jak np. mastitis, metritis czy ketoza, ktére
sg nisko odziedziczalne. Dlatego wtqczenie do populacii referencyjnej buhajow kréw wydaje
sie celowe, mimo nizszego niz w przypadku buhajow wspdtczynnika przeniesienia (1 buhaj ~
7 krow w zaleznosci od zastosowanego scenariusza oceny), poniewaz krajowe cele hodow-
lane realizowane sqg rowniez przez strone zenhskq.

W ramach zadania zostata przeanalizowana oraz oceniona aktualna struktura populacii
referencyjnej, w ktérej liczebno$¢ populacii referencyjnej — w zaleznosci od modelu badaw-
czego - jest zmienna dla poszczegdlnych analizowanych cech. Dla zwierzgt ocenianych ruty-
nowo w ramach genomowej oceny wartosci hodowlanej liczebnos¢ ta moze wynosi¢ od po-
nad 5 000 buhajéw (cechy pokroju oraz cechy ptodnosci przy wykorzystaniu krajowej populacii
referencyjnej) ponad 35 000 buhajéw (cechy produkcyjne oraz wybrane cechy pokroju przy
wykorzystaniu referencyjnej populacji EuroGenomics).



Zaktady Naukowe

Analiza roku urodzenia osobnikéw (gtdéwnie ojcowie) w zaleznosci od wielkosci potomstwa wy-
kazata, ze najwiecej osobnikéw posiadajgcych najwiekszqg liczbe potomstwa urodzito sie po
2000 roku (wykres 1.). Nalezy zwrdci¢ uwage na charakterystyczng linie odciecia (po 2010
roku), od kiedy rutynowo zaczeto wykorzystywac buhaje selekcjonowane genomowo, i to one
obecnie tworzqg gtéwnq czes¢ populacji referencyjnej uzytkowanej w Polsce.

Kolejnym krokiem analizy byt wybdr zwierzgt do alternatywnych modeli populacii refe-
rencyjnej oraz imputacja. Finalnie, imputowane zbiory zostaty poddane analizie, w ktérych
oceniono doktadnos¢ imputacii oraz frekwencje imputowanych markeréw, w zaleznosci od
chromosomu, modelu alternatywnej populacji oraz oprogramowania. Nie zidentyfikowano
istotnych réznic pomiedzy badanymi modelami, a wyniki imputacji w zaleznosci od chromo-
somu zostaty zaprezentowane na wykresie 2. R6znice we frekwencji poszczegdlnych genoty-
pow SNP nie réznity sie znaczgco w zaleznoéci od chromosomu dla zbioru z brakujgcymi obser-
wacjami oraz dla zbioru po imputacii.

Wykres 1. Analiza liczby potomstwa w zalezno$ci od roku urodzenia osobnikdw wraz z liniq regresji tworzacq linie od-
ciecia pomiedzy osobnikami selekcjonowanymi na potomstwie (lewa cze$¢ wykresu) oraz selekcjonowanych geno-
mowo (prawa strona wykresu)
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Wykres 2. Analiza frekwencji imputowanych SNP w zalezno$ci od chromosomu z wykorzystaniem oprogramowanica
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Zostata wykonana imputacja wszystkich dostepnych genotypdw (aktualizacja danych wzgle-
dem roku 2021) ze szczegdlnym uwzglednieniem genotypdw zwierzgt do poszczegdinych sce-
nariuszy analizy.

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

peten zestaw danych (ponad 37 000 buhajoéw w populacii referencyjnej);

setl — wykorzystanie tylko materiatu meskiego (ponad 32 000 buhajéw w populacii
referencyjnej);

set2 — wykorzystanie tylko materiatu meskiego z pominieciem buhajéw amerykanhskich
(ponad 30 000 buhajéw w populacii referencyjnej);

set3 — wykorzystanie tylko materiatu meskiego z Polski (ponad 5 000 buhajéw w popu-
lacji referencyjnej);

set4 — wykorzystanie zwierzgt z Polski
rencyjnej).

ponad 10 000 buhajow i krdw w populacii refe-

—_
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Zwierzeta w kazdym z przyjetych scenariuszy zostaty genotypowane z uzyciem macierzy lllu-
mina BovineSNP50 v2 i charakteryzowaty sie réznym rozktadem call rate, co zostato przedsta-
wione na wykresie 3.

Wykres 3. Rozktad call rate w zalezno$ci od wybranego zbioru analizy danych w populacji referencyjnej
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W kolejnym kroku zostaty przeanalizowane dane fenotypowe wybranych osobnikéw. Dane fe-
notypowe zostaty przygotowane w oparciu o dane pochodzqgce z rutynowej oceny wartosci
hodowlanej bydta mlecznego rasy holsztyhsko-fryzyjskiej. Zostat réwniez uszczegdtowiony wy-
bdér cech do cech pokroju, charakteryzujgcych sie réznym poziomem odziedziczalnosci: wyso-
koS¢ w krzyzu (h2=0.54), ustawienie zadu (h2=0.28), racice (h2=0.09). Rozktad fenotypowy cech
z podziatem na ptec zostat przedstawiony kolejno na wykresach: wysoko$¢ w krzyzu — 4, usta-
wienie zadu - 5, racice - 6.

Wykres 4. Rozktad fenotypdw dia cechy wysokos$¢ w krzyzu
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Wykres 5. Rozktad fenotypdw dla cechy ustawienie zadu
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Wykres 6. Rozktad fenotypdw dla cechy racice
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Liczebnosci zwierzat wykorzystanych w andalizie zostaty przedstawione w tabeli 1. wraz z pod-
stawowymi statystykami opisowymi — tabela 2. Ze wzgledu na réznqg liczebnos¢ dostepnych
fenotypdw w stosunku do genotypdw liczebnosci populacii referencyjnej, w zaleznosci od ce-
chy zostang ograniczone i ponownie zweryfikowane, a finalna liczba wykorzystanych zwierzat
dla danego podzbioru okredlona na podstawie analizy w programie MixBLUP. Nalezy zwrdcic
uwage, ze wartosci prezentowane w tabeli 2. oparte sg na wartosciach MACE EBV dla danej
cechy w przypadku buhajéw oraz w przypadku krow o wartos¢ cechy w centymetrach (wyso-
koS¢ w krzyzu), punktach (racice, ustawienie zadu). Peten zestaw danych fenotypowych jest
przedstawiony w tabeli 1.

Tabela 1. Liczba zwierzgt dla poszczegdinych cech

Cecha Ptec Liczba zwierzat
Wysoko$¢ w krzyzu Krowy 3,378

Buhaje 14,432
Racice Krowy 3,378

Buhaje 14,429
Ustawienie zadu Krowy 3,378

Buhaje 14,372




Zaktady Naukowe

Podstawowe statystyki dla danych fenotypowych przedstawione zostaty w tabeli 2.

Tabela 2. Podstawowe statystyki dla poszczegdinych cech

Statystyka Pte¢ Wysoko$¢ w krzyzu Racice Ustawienie zadu
Minimum Krowy 135 2 1
Buhaje 51.924 67.793 53.139
Maximum Krowy 162 9 9
Buhaje 144.120 136.177 139.717
Srednia Krowy 147.938 5.888 5.155
Buhaje 102.861 101.621 100.409
Mediana Krowy 148 [ 5
Buhaje 102.861 101.928 100.326
Pierwszy kwantyl Krowy 144.673 4.876 4.144
Buhaje 92.632 92.713 90.845
Trzeci kwantyl Krowy 151.202 6.900 6.166
Buhaje 112.648 110.530 109.972

W ramach prac przewidzianych do realizacji zostata wykonana imputacja wszystkich dostep-
nych genotypdw, ze szczegdinym uwzglednieniem genotypdw zwierzgt do poszczegdlnych
scenariuszy analizy oraz ze wzgledu na zmiane oprogramowania wykorzystywanego w impu-
tacji genotypdw (Fimpute).

Ze wzgledu na réznice w dostepnosci danych fenotypowanych oraz genotypowdw krow i bu-
hajéw, zaproponowane zbiory danych zostaty zmodyfikowane:
— setl peten zestaw danych (ponad 17.7K zwierzgt w populacii referencyjnej),
- set2 — wykorzystanie tylko materiatu meskiego (ponad 14 000 buhajéw w populaciji
referencyjnej),
— set3 — wykorzystanie tylko materiatu meskiego z polski (ponad 5 000 buhajéw w popu-
lacji referencyjnej),
- set4 — wykorzystanie zwierzgt z polski (ponad 8 000 buhajow i kréw w populacii refe-
rencyjnej).

Zostato przeprowadzone szacowanie warto$ci hodowlanej wybranych wczesdniej cech: wyso-
koS¢ w krzyzu, racice oraz ustawienie zadu). W analizie zostat wykorzystany model jednoce-
chowy ssSNP-BLUP

y=Xp +Wa+e,

gdzie y jest wektorem zaleznych zmiennych, reprezentowanych przez zmierzone fenotypy kréw
dotyczgce wysokosci w krzyzu lub racice lub ustawienie zadu oraz pseudo-fenotypy bykdw
wyrazone przez ich MACE DRP, B to wektor statych efektow obejmujacych wiek przy wyciele-
niu, faze laktacji oraz stado odpowiadajgce fenotypom kréw i DRP bykdw (nalezy zauwazyé,
ze dla bykéw uzyto sztucznych koddw dla statych klas efektéw), a jest wektorem wartosci ho-
dowlanych jednostek i grup genetycznych, ktére dla zgenotypizowanej czesci populacji wyra-
zane sq jako a = Zg + u, gdzie g to wektor losowych efektdw SNP, u to wektor losowych addy-
tywnych (resztkowych) efektdéw poligenicznych, e to wektor reszt, X, Z i W to odpowiadajgce
im macierze projektowania/incydenciji. Grupy genetyczne zostaty zdefiniowane na podstawie
10-letniego okna w oparciu o rok urodzenia zwierzgt, oddzielnie dla krow, bykdw i ich kraju
pochodzenia podanego przez: Polske, USA-Kanade oraz pozostate kraje. Peten opis modelu
znajduje sie pod https://doi.org/10.1186/s12711-023-00856-5.


https://doi.org/10.1186/s12711-023-00856-5
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Do zbioru walidacyjnego zostaty wybrane buhajki ocenione genomowo w latach 2020-2022.
Ze wzgledu na matqg liczebnoé¢ zbioru walidacyjnego mozna byto wykorzystac tylko 467 pol-
skich buhajéw ocenionych genomowo. Otrzymane tak wyniki zostaty skorelowane z warto-
Sciami hodowlanymi otrzymanymi w rutynowej ocenie bydta holsztynsko-fryzyjskiego w Polsce.

Tabela 3. Korelacja pomiedzy buhajami w zbiorze walidacyjnym pomiedzy modelem jednostopniowym (ssSNP-BLUP)
oraz modelem wykorzystywanym w rutynowej ocenie genomowej wartosci hodowlane;j

B . Cecha

Zbidr danych Opis — - ° —
Wysokos$¢ w krzyzu Racice Ustawienie zadu

SET1 Ponad 17.7K buhagjow i krow 0.70 0.46 0.60

SET2 Ponad 14K buhajow 0.68 0.40 0.56

SET3 Ponad 5K polskich buhajéw 0.55 0.35 0.44

SET4 Po,nod 8K polskich buhagjow i 0.58 037 0.47

krow

h2=0.54 h2=0.09 h2=0.28

Wyniki korelaciji otrzymane dla wybranych cech nalezy uznaé za niskie, ze wzgledu na niskg
liczebno$¢ zwierzat w populacii referencyjnej (dostepnosé danych fenotypowych). Niemnigj
wyrazny jest trend zwigzany ze spadkiem korelacii przy mniejszej liczbie zwierzat w populaci
referencyjnej modelu ssSNP-BLUP oraz nizszej odziedziczalnosci badanej cechy.

Powiekszenie populacji referencyjnej o kilka tysiecy kréw wydaje sie nieznacznie popra-
wiac te wyniki, co moze by¢ zwigzane z dos¢ wysokim wspdtczynnikiem substytucji (w zalezno-
Sci od cechy i jej odziedziczalnosci) dla badanej grupy zwierzat. Najgorsze wyniki ofrzymano
dla zbioru zawierajgcego 5 000 polskich buhajow populacji referencyjnej, a najlepsze dla pet-
nej grupy zwierzgt.

Ze wzgledu na zmiane zatozeh oraz harmonogramu pracy przyjetego w ramach oceny
wartosci genetycznej bydta mlecznego w Polsce, zaproponowane modele ssBLUP przygoto-
wane przy pomocy oprogramowania MIXBLUP na chwile obecng nie bedqg wprowadzone
w Polsce.

Wyniki przeprowadzonych analiz wskazujg, ze zwiekszenie populacji o materiat zehski
moze zwiekszy¢ doktadnosé oceny warto$ci hodowlanej, wyrazong poprzez korelacje oceny
wartoéci hodowlanej zwierzat przy wykorzystaniu modelu jednostopniowego i dwustopnio-
wego - w zaleznosci od badanej cechy i liczebnosci zwierzgt w populacii referencyjnej. W ni-
niejszym badaniu, przy ograniczonym zbiorze danych ,,zysk” wykorzystania alternatywnej po-
pulacii referencyjnej zdefiniowanej poprzez genotypy buhajéw i genotypy kréw w stosunku do
»klasycznej” populaciji referencyjnej od 0.02 do 0.06.

Zwiekszenie populacji referencyjnej o krowie genotypy nie wptywa na proces przygo-
towania danych, w tym przede wszystkim na imputacje genotypdw.
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Zaktad Hodowli Trzody Chlewnej
kierownik: dr hab. Mirostaw Tyra, prof. IZ PIB

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

kierownik zadania: dr inz. Martyna Matopolska

Celem zadania jest ocena metody immunokastracji preparatem Improvac prowadzonej
w warunkach krajowych. Zastosowana metoda oraz przeprowadzone analizy dajg komplek-
sowe informacje odnoénie alternatywnej metody kastracji i jej optacalnosci. Ocenie poddana
zostata uzytkowose tuczna, rzezna i jakos¢ miesa knurkdéw, wieprzkdw (kastrowanych chirur-
gicznie) oraz immunokastratéw, a takze okreslono poziom kortyzolu u analizowanych zwierzgt.
Przeprowadzono réwniez analize morfometryczng jgder, okreslono poziomu skatolu, androste-
nonu i lotnych zwigzkdw organicznych, analize ekonomiczng oraz okreslono ryzyko wprowa-
dzenia przedstawionej metody. Dopetnieniem metody jest wykonanie analiz z zakresu biologii
molekularnej, ktére przyblizg procesy komérkowe w tkance ttuszczowej, miesniowej, przy-
sadce, wybranym fragmencie jelita cienkiego oraz jgdrach. Jest to takze préba identyfikacii
markera genetycznego, ktéry moze zostac wykorzystany w programach hodowlanych do eli-
minacji knurzego zapachu z populacii aktywnej swin. Celem etapu byto typowanie materiatu
zwierzecego, analiza statystyczna, ekonomiczna i ocena ryzyka.

Zwierzeta w uktadzie 3 grupowym:
— knurki — niepoddane zabiegowi kastracii,
— wieprzki — poddane chirurgicznej kastracji bez znieczulenia do 7. dnia zycia,
— immunokastraty — dwukrotna iniekcja analogu czynnika uwalniajgcego gonadotropiny
(GNRH).

Przeprowadzono analizy na poziomie molekularnym. Analizom poddano transkryptom tkanki
jelitowej, miesniowej, ttuszczowej, przysadki mdézgowej oraz jgder dla trzech wyzej wymienio-
nych grup doswiadczalnych. Wytypowano geny kandydujgce zwigzane z nieprzyjemnym za-
pachem wieprzowiny oraz zwigzane z ewentualnym negatywnym efektem immunokastracji.

Dokonano analizy ekonomicznej zastosowania immunokastracji joko alternatywnej me-
tody do kastracji chirurgicznej bez znieczulenia — w zaleznosci od wielkosci gospodarstwa.
Zgromadzone dane poddano analizom statystycznym.

Kompleksowa analiza zagadnienia immunokastracii stwarza szanse do podjecia prob
wprowadzenia tej metody jako zamiennik kastraciji chirurgicznej (bez znieczulenia), bgdz ukie-
runkowania hodowcdw, producentdéw na alternatywne metody kastracji. Do dalszych analiz
wytypowano geny: AGT, STAR, LDLR, CYP11B2, MRAP, SRD5A1, CYP19A1 i SCDS.

Tabela 1. Wybrane cechy uzytkowosci tucznej i rzeznej w poszczegdinych grupach badawczych (n=118)

Cecha Knury Immunokastraty Wieprzki
N 60 58 60
Zuzycie paszy w okresie testu 30-120 kg 231,33 239,97 261,03
Przyrost sredni (g) 988,93 1013,16 995,48
Pobranie paszy/dzien (kg) 2,67 2,71 2,91
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Analiza ekonomiczna przeprowadzenia immunokastracji jest obarczona duzym marginesem
btedu wynikajgcym z réznych stawek weterynaryjnych za ustuge (w zaleznosci od regionu, nie-
ktére gospodarstwa ptacqg kwote za obstuge weterynaryjng catego stada, itp.).

Tabela 2. Przyktadowa analiza kosztéw immunokastraciji w zaleznosci od liczby osobnikéw (do 50 sztuk w stadzie)

Liczba sztuk;werzqf do ot 10 30 50
zaszczepienia
llo$¢ preparatu potrzebnego na
1 dawke dla catego stada ml 5 15 25
Liczba fiolek preparatu

f. 2 2 2
pofrzebna dla catego stada >
Koszt 1 fiolki PLN 400 400 400
Koszt preparatu w przeliczeniu PLN 80 26,67 16
na 1 sztuke
Koszt wykonania dwochjmekCﬁ PLN 2584 2584 25.84
(przez lekarza weterynarii)
tgczny koszt dwdch iniekcji oraz PLN 105,84 5051 4184
preparatu
Co’rkowﬁyﬁoszt dojazdu lekarza PLN 193,83 193,83 193,83
weterynarii do gospodarstwa
Catkowity koszt dojazdu lekarza
weferyl.qoru QO gospodarstwa PLN 19.38 6,46 3,88
w przeliczeniu na 1 sztuke
Koszt zabiegu PLN 125,23 58,97 45,72
(preparat+ustuga)

Tabela 3. Przyktadowa analiza kosztéw immunokastracii w zaleznosci od liczby osobnikéw (do 5 000 sztuk w stadzie)

Liczba sztuk zwierzqf do . 100 500 1000 5000
zaszczepienia
llo$¢ preparatu potrzebnego na
1 dawke dla catego stada ml 50 250 500 2500
Liczba fiolek preparatu potrzebna ot 5 10 20 100
dla catego stada
Koszt 1 fiolki PLN 400 400 400 400
Koszt preparatu w przeliczeniu na PLN 8 8 8 8
1 sztuke
Koszt wykonania dwoch"|n|ekq| PLN 25,84 25,84 25,84 25,84
(przez lekarza weterynarii)
tgczny koszt dwdch iniekcji oraz

PLN 33.84 33.84 33.84 33.84
preparatu
Catkowity koszt dojazdu lekarza
weterynarii do gospodarstwa PLN 193,83 193,83 193,83 193.83
Catkowity koszt dojazdu lekarza
weterynarii do gospodarstwa PLN 1,94 0,39 0,19 0,04
w przeliczeniu na 1 sztuke
Koszt zabiegu (preparat+ustuga) PLN 35,78 34,23 34,04 33.88
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Zadanie 01-11-04-11
Opracowanie systemu tuczu dla rasy ztotnickiej pstrej z wykorzystaniem mieszanek
i dodatkdw paszowych pochodzenia krajowego w celu produkciji 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, ktdre wraz ze wskazaniem wtasci-
wej ubojowej masy ciata, bedqg podstawq produkcii wysoko jakosciowego produktu, w postaci
wieprzowego surowca rzeznego o prozdrowotnej dla cztowieka jakosci.

Celem naukowym jest poznanie wptywu opracowanego sposobu zywienia i innowacyj-
nego dodatku paszowego na status zdrowotny $wih oraz szeroko pojetq jakosc i trwatosc ok-
sydacyjng miesa i ttuszczu oraz ocena, czy lub w jakim stopniu poprawa tych cech w miesie,
przektada sie na jakosc i frwatosé wyrobdw wedliniarskich.

Przeanalizowano dane uzyskane w ramach doswiadczenia 3., przeprowadzonego w Zao-
ktadzie Doswiadczalnym Instytutu Zootechniki PIB w Pawtowicach, w 2022 roku. W doswiad-
czeniu tuczono $winie rasy putawskiej (fotografia 1.) do masy ciata 140 kg, w ostatnim etapie
tuczu (od 90 kg) zastosowano mieszanki doswiadczalne finiszer z frzema rodzajami dodatkdw
paszowych (X, Y, Z), bedgcych mieszaning suszy ziotowych i/lub owocowych z dodatkiem eks-
tfradowanych nasion Inu. Dodatki te zawieraty biologicznie aktywne substancje pochodzenia
ro$linnego o dziataniu antyutleniajgcym i poprawiajgcym trwato$¢ oksydacyjng oraz wartosé
dietetyczng (prozdrowotng) miesa.

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

Pozyskane dane w ramach doswiadczenia 3. pozwolity na wykonanie analiz statystycznych.
Wykonano analize wptywu czynnika doswiadczalnego na wybrane cechy tuczne irzezne oraz
jakos¢ technologiczng i dietetyczng miesa i wyrobdw pochodzgcych od $wih rasy putawskiej.
Analizy te wykonano w oparciu o analize wariancji z wykorzystaniem modelu GLM, gdzie efek-
tami statymi byty grupy doswiadczalne (A, C, E, F) i pte¢ (1, 2). Dodatkowo, wprowadzono
zmienng towarzyszgca mase ciata i dni tfuczu, poniewaz planowane doswiadczenie wzrostowe
do 140. kg masy ciata, musiato by¢ zakohczone wczesniej ze wzgledu na wprowadzong strefe
ASF w ostatnim miesigcu tuczu.

Ponadto, okreSlono wptyw czynnika doswiadczalnego na wskazniki oksydo-redukcyjne
we krwi i miesie oraz biochemiczne we krwi tucznikéw putawskich, z wykorzystaniem jednoczyn-
nikowej analizy wariancji (efekt staty — grupa doswiadczalna).
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W celu okreslenia wptywu dodatkdw paszowych na jako$é miesa i produktdw pochodzgcych
od ras rodzimych (putawskiej i ztotnickiej pstrej) potgczono w jedng baze dane z doswiadcze-
nia 2., wykonanego na rasie ztotnickiej pstrej (fotografia 2.) i z do$wiadczenia 3., wykonanego
na rasie putawskiej. W bazie uwzgledniono tylko cztery grupy zywieniowe wystepujgce w obu
doswiadczeniach (A, C, EiF).

Warchlaki rasy ztotnickiej pstrej (Fot. 2. M. Szyndler-Nedza)

Wykonano analize wptywu czynnika do$wiadczalnego na wskazniki oksydo-redukcyjne we krwi
i miesie oraz biochemiczne we krwi tucznikdw ras rodzimych. W tym celu zastosowano dwu-
czynnikowq andalize wariancji, gdzie efektem statym byty grupa doswiadczalna (A, C, E, F)
irasa (put, ztp). W modelu tym uwzgledniono réwniez interakcje pomiedzy czynnikami. Okre-
Slono rowniez wptyw czynnika doswiadczalnego na podstawowy sktad chemiczny miesa i wy-
robdw, ich teksture oraz profil WKT z wykorzystaniem wielkoczynnikowej analizy wariancji, gdzie
efektem statym byty grupa doswiadczalna (A, C, E, F), rasa (put, ztp) i pte¢. Do modelu wpro-
wadzono zmienng towarzyszqgcq o nazwie dni tuczu, poniewaz zwierzeta tych ras cechujq sie
réznym przyrostem dziennym, a tym samym zmienng dtugosciqg tuczu. Ponadto, oba przepro-
wadzone doswiadczenia wzrostowe do 140 kg masy ciata, musiaty by¢ zakohczone wczesniej
ze wzgledu na wprowadzong strefe ASF w ostatnim miesigcu tuczu.

Porownujgc wyniki obu ras rodzimych do wynikdw dla miesa handlowego zastosowano
analize wariancji GLM, gdzie efektem statym byty grupa doswiadczalna (A, C, E, F), rasa (put,
ztp, handl), uwzgledniono takze interakcje pomiedzy czynnikami. Analizujgc uzyskane dane
wzieto pod uwage tylko wyniki dla grup kontrolnych (A) i miesa handlowego.

We wszystkich analizach réznice statystycznie istotne pomiedzy srednimi w grupach
okre$lono przy P<0.05 z wykorzystaniem testu NIR. Do analiz wykorzystano program STATISTICA
v 12 (StatSoft, Inc. (2014). STATISTICA (data analysis software system), version 12. www.stat-
soft.com.).

Doéwiadczenie 3. dla rasy putawskiej

Na podstawie uzyskanych wynikdw analiz stwierdzono, ze wprowadzenie do mieszanki paszo-
wej finiszer dodatku nasion Inu, wraz z suszem ziotowym (grupa C), owocowym (E) lub ziotowo-
buraczanym (F), w poréwnaniu do grupy kontrolnej A, nie wptyneto w rasie putawskiej na po-
gorszenie wskaznikdw tucznych i rzeznych, ani na parametry jakosci miesa. Wykazano nato-
miast, ze przede wszystkim dodatki zywieniowe stosowane w grupie C (susz ziotowy+len), w po-
réwnaniu do pozostatych grup (A, E, F) statystycznie istotnie poprawity warto$¢ wskaznikdw
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antyoksydacyjnych w krwi i miesie tucznikdw, a takze wartosci wskaznikdw immunologicznych
organizmu $win rasy putawskie;.

W przypadku jakosci miesa stwierdzono, ze proponowane dodatki paszowe (C, E, F)
wptynety niekorzystnie na statystycznie istotne zmniejszenie zawartosci witaminy E zaréwno
w miesie poledwicy, jaki i poledwicy surowo dojrzewajgcej. Analizujgc parametry sity ciecia
i energii ciecia wykazano na korzystne statystycznie istotne zmniejszenie tych parametréw je-
dynie w przypadku grupy F w poledwicy surowo dojrzewajgcej (F<A).

Wszystkie zastosowane dodatki paszowe (C, E, F) wptynety na zmiane profilu kwasdw
ttuszczowych, przede wszystkim poprzez korzystne zwiekszenie zawartosci kwasdw ttuszczo-
wych z grupy PUFA n-3 w miesie poledwicy i szynki, a fakze w poledwicy i kietbasach surowo
dojrzewajgcych. Ponadto, mieso poledwicy z grupy tucznikéw zywionych mieszankg C cecho-
wato sie dodatkowo korzystnie mniejszg zawartoscig kwasdw SFA i wiekszg zawartoscig kwa-
séw UFA | MUFA. W przypadku miesa szynki stwierdzono natomiast, ze zywienie tucznikdw mie-
szankqg F wptyneto na korzystne zmniejszenie zawarto$ci kwasdw SFA i zwiekszenie kwasdw UFA.
Dodatki te (C, E, F) wptynety takze na poprawe wartosci wskaznikéw dietetycznych —waznych
Z punktu widzenia konsumenta. Wszystkie produkty (mieso poledwicy i szynki, poledwice doj-
rzewajqce i kietbasy), pochodzgce z tych grup cechowaty sie mniejszg wartoscig proporcji
kwasoéw ttuszczowych PUFA n-6/n-3 oraz mniejszg warto$cig wskaznika Tl. Wykazano takze, ze
zywienie dodatkiem paszowym zawierajgcym susz ziotowy+len (C) wptyneto na zwiekszenie
zawartosci kwaséw hypocholesterolowych (DFA), a tym samym zwiekszenie wartos$ci proporcji
kwaséw hypocholesterolowych do hipercholesterolowych (h/H) w miesie poledwicy. W przy-
padku miesa szynki stwierdzono, ze to mieszanka ziotowo buraczana z Inem (F) miata korzyst-
niejszy wptyw na wartos¢ wskaznikdw DFA i h/H w tym produkcie. W przypadku oceny stabil-
nosci oksydacyjnej ttuszczu wykazano, ze dodatki paszowe z grup Ei F wptynety na pogorszenie
(zwiekszenie) wartosci wskaznika IV w miesie szynki oraz w poledwicy surowo dojrzewajqgcej

(tylko z grupy F).
Analizy wynikéw dla ras rodzimych (doswiadczenia 2. 3.)

Na podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze dodatki zywieniowe stosowane w gru-
pie C (susz ziotowy+len), w poréwnaniu do pozostatych grup (A, E, F) poprawity wartos¢ wskaz-
nikdw antyoksydacyjnych w krwi i miesie tucznikéw, a takze wartosci wskaznikdw immunolo-
gicznych organizmu $win ras rodzimych.
Wykazano takze, ze mieso $win ras rodzimych (ztp i put), w poréwnaniu do miesa dostepnego
w sieciach handlowych (H), cechuje sie korzystniejszym profilem kwasdw ttuszczowych pod
kgtem zywienia cztowieka przede wszystkim w szynce [nizsza zawarto$¢ kwaséw SFA, wieksza
zawartos¢ UFA, w tym MUFA oraz mniejszg zawarto$¢ kwasdw z rodziny PUFA n-é, nizsze wartosci
indeksu nasycenia ttuszczu (Sl) i liczby jodowej (IV), nizsze wartosci wskaznikéw dietetycznych,
tj. dtugotancuchowych nasyconych kwaséw ttuszczowych (LCFA), indeksu aterogennego (Al)
i peroksydaciji (P1)].

Wyniki zywieniowych doswiadczen 2. i 3. wskazujq, ze zastosowane dodatki paszowe
w postaci Inu oraz suszu z zidt (C), owocdw (E) oraz zidt i buraka czerwonego (F) wptynety na
zmniejszenie zawartosci witaminy E w miesie poledwicy oraz korzystnie zmodyfikowaty profil
kwasow ttuszczowych w tych rasach, przede wszystkim ze wzgledu na diete cztowieka. Wszyst-
kie mieszanki (C, E, F) wptynety na zwiekszenie zawarto$ci PUFA n-3 w miesie poledwicy i szynki
oraz poledwicach surowo dojrzewajgcych, a tym samym na zmniejszenie wskaznika dietetycz-
nego tych produktéw wyrazonego proporcjg kwaséw PUFA n-6/n-3 oraz indeksu trombogen-
nege Tl. Wptynety takze na nieznaczne zwiekszenie liczby jodowej (IV) w tych produktach. Mie-
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szanka paszowa C, zawierajgca ziota i len, dodatkowo wptyneta na korzystne zwiekszenie za-
wartosci kwasdw DFA w miesie poledwicy, a w poledwicy surowo dojrzewajgcej na zmniejsze-
nie zawartosci SFA i zwiekszenie zawartosci UFA. Ponadto, w produkcie surowo dojrzewajgcym
pochodzgcym od $wih z grupy C stwierdzono korzystne zmniejszenie wartosci indeksu atero-
gennosci (Al) oraz zwiekszenie proporcji kwaséw h/H. Dodanie do zidt suszu z buraka czerwo-
nego (grupa F) wptyneto przede wszystkim na modyfikacje profilu kwaséw ttuszczowych
w szynce (zmniejszenie zawartosciq SFA, zwiekszenie UFA, w tym PUFA, obnizenie wartosci Sl,
zwiekszenie proporcji PUFA/SFA, h/H oraz zawarto$ci kwasdw DFA, zmniejszenie indeksu atero-
gennosci (Al) i zawartosci LCFA). W przypadku tego dodatku wykazano takze niekorzystny jego
wptyw na zwiekszenie wskaznika peroksydaciji (Pl) ttuszczu w szynce. Dodatek paszowy w po-
staci suszu owocowego (E) wptynat na zwiekszenie zawartosci kwasdéw DFA w miesie pole-
dwicy i szynki. Ponadto, mieso szynki z tej grupy cechowato sie wiekszg zawarto$cig kwasdw
PUFA, w tym PUFA n-6, a takze wyzszg proporcjq kwaséw PUFA/SFA i h/H. W przypadku tego
dodatku stwierdzono jego negatywny wptyw na statystycznie istotne zmniejszenie zawartosci
MUFA oraz zwiekszenie wskaznika peroksydaciji (Pl) w miesie szynki, a takze niekorzystne zwiek-
szenie wartodci wskaznika $wiezosci miesa TBARS w poledwicy surowo dojrzewajgcej.

W czwartym roku realizacji zadania, przeanalizowano dane uzyskane w ramach do-
Swiadczenia trzeciego wykonanego w 2022 roku oraz utworzono baze i poddano analizie sta-
tystycznej dane z dwdch doswiadczen wykonanych w latach 2021 i 2022 na dwdch rasach
rodzimych. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze dla obu ras rodzimych w tuczu
do 140 kg masy ciata najlepszym dodatkiem paszowym, ktéry wptynie na poprawe wskazni-
kéw immunologicznych organizmu oraz statusu oksydacyjnego we krwi i miesie $win, a takze
korzystnie wptynie na zmiane profilu kwasdw ttuszczowych (pod kgtem zdrowej diety czto-
wieka) bez negatywnego wptywu na jako$¢ oksydacyjng ttuszczu w produktach miesnych,
bedzie dodatek zastosowany w mieszance do$wiadczalnej C (ziota+len).

Zadanie 01-11-05-11
Ocena wptywu cech tucznych irzeznych loszek rasy putawskiej oraz rodu matki i linii ojca
na wyniki uzytkowosci rozptodowej

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

Celem poznawczym jest ocena wptywu cech tucznych i rzeznych mtodych loszek oraz rodziny
matki i linii ojca na wyniki uzytkowosci rozptodowej loch i knurdw rasy putawskiej (fotografial.).

Locha i knur rasy putawskiej (Fot. 1. M. Szyndler-Nedza)
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Celem utylitarnym jest okreélenie mozliwosci wykorzystania parametréw oceny przyzyciowej do
przewidywania potencjatu loch w zakresie ich rozrodczosci oraz wskazanie najkorzystniejszych
kojarzeh rodzin matek z liniami ojcdw pod wzgledem liczby prosigt urodzonych i odchowanych
w rasie putawskiej.

W roku sprawozdawczym utworzono trzy bazy danych zawierajgce:

— numer indywidualny lochy, imie lochy, dane z oceny przyzyciowej, dane z oceny roz-
ptodowej w kolejnych miotach (baza loch),

— numer indywidualny knura, imie knura, dane z oceny przyzyciowej, dane z oceny roz-
ptodowej, ilos¢ miotdw uzyskanych po knurze, ilos¢ urodzonych prosigt, ilos¢ odcho-
wanych prosigt (baza knuréw),

— numer indywidualny lochy, imie lochy, numer indywidualny knura, imie knura, dane
zuzytkowosci rozptodowej w kolejnych miotach loch (baza kojarzen) .

Bazy zostaty przygotowane do obliczen statystycznych. W tym celu zwierzeta w bazach pogru-
powano (fam gdzie to byto mozliwe ) ze wzgledu na numer kolejnego miotu oraz na podsta-
wie $rednich wartodci cech i sd na grupy zwigzane z masqg ciata, przyrostem dziennym, mie-
snosciq okre$lonych w dniu oceny przyzyciowe;.

Wykonano analizy statystyczne dotyczqgce:

- Podstawowej charakterystyki cech tucznychirzeznych orazrozptodowych loch (sred-
nie, sd, minimum, maksimum).

- Oszacowania korelacji Pearsona pomiedzy uzytkowosciq tuczng i rzezng mtodych lo-
szek a ich wynikami oceny rozptodowe,.

— Okredlenia wptyw przyrostu dziennego, masy ciata, miesnosci loszek na ilo$¢ urodzo-
nych i odchowanych prosigt. Analizy zostaty wykonane w réznych uktadach uwzgled-
niajgc efekt czynnikéw gtéwnych oraz efekt czynnikdw z interakcjg (masa ciata i przy-
rost, masa ciata i miesnos¢, przyrost i miesnosc).

- Podstawowe charakterystyki cech uzytkowosci tucznej i rzeznej oraz rozptodowej dla
rodzin loch i linii knuréw.

— Okreslenie wptywu rodziny lochy i linii knura na wyniki uzytkowosci rozptodowej .

- Korelacje pomiedzy uzytkowoscig tuczng i rzezng mtodych loszek a ich wynikami
oceny rozptodowej w poszczegdlnych rodzinach.

— Charakterystyka kojarzen rodzin loch z liniami knurdw.

Do analiz wykorzystano program STATISTICA v 12 (StatSoft, Inc. (2014). STATISTICA (data analysis
software system), version 12. www statsoft.com). Rdznice statystycznie istotne pomiedzy $red-
nimi w grupach okreslono przy P<0.05 z wykorzystaniem testu NIR.

Na podstawie analizy czesci wynikdéw badan (punkty 1-3) mozna stwierdzi¢, ze w rasie pu-
tawskiej warto$ci cech tucznych i rzeznych loszek okreslone w dniu oceny przyzyciowej miaty
znaczqcy wptyw na zmniejszenie zyciowej liczby prosigt urodzonych i odchowanych. Stwier-
dzono, ze mtode loszki poddane ocenie przy masie ciata do 55,9 kg oraz przyrostach dziennych
do 519 g/dzieh cechowaty sie statystycznie istotnie najgorszymi parametrami produkcyjnymi
zardwno w miotach pierwszych jak i kolejnych. W przypadku miesnosci zbyt wysoka jej zawar-
tos¢ w tuszy samic (260%, klasa S) wptywata na zmniejszenie liczby prosigt urodzonych i odcho-
wanych przede wszystkim w miotach pierwszych. W miotach 2. i 3. wysoka wartos$¢ tej cechy
wptywata na zmniejszenie liczby odchowanych prosigt.
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Najkorzystniejszymi parametrami oceny rozptodowej cechowaty sie loszki, ktére w dniu oceny
uzytkowosci tucznej i rzeznej uzyskaty:

— mase ciata 96 kg i wiecej,

— przyrost dzienny do 800 g/dz.,

— procentowq zawarto$¢ miesa w tuszy do maksymalnie 55%-59,9% (klasa E).

W tabelach 1.1 2. przedstawiono charakterystyke kojarzeh rodzin loch z liniami knuréw w opar-
ciu o liczbe prosigt urodzonych (tabela 1.) i liczbe prosigt odchowanych (tabela 2.). W tabeli
1. na czerwono zaznaczono nazwy roddw loch i linii knurdw charakteryzujgce sie najstabszymi
wynikami pod wzgledem $redniej liczby prosigt urodzonych. W obu tabelach, na jasnozielono
zaznaczono kojarzenia, gdzie urodzito sie srednio minimum 10,4 prosigt w miocie i odchowato
sie srednio minimum 9,5 prosigt, na ciemnozielono kojarzenia o liczbie prosigt urodzonych
w miocie przewyzszajgcej srednig wartos¢ 10,7 szt.

Tabela 1. Charakterystyka kojarzeh rodzin loch z liniami knuréw — liczba prosigt urodzonych w miocie

I S P 7 T N S
FRYKAS 9,61 9,00 9,88 10,37 - 10,53 -
KARAT 10,16 8,25 10,60 -- 10,62 -
POL 10,22 8,96 10,52 9,95 - 10,13 -

RODAK 10,39 10,05 10,22 9,24 - 10,10 10,50

WICHER 8,54 10,41 10,21 - - 10,40

Tabela 2. Charakterystyka kojarzeh rodzin loch z liniami knuréw — liczba odchowanych prosigt w miocie
AKRA ARKA DAZERKA FAJKA FUKA FURA SAMA
7,64 9,09 9,29 9.50 9,27 9,22

8.30

FRYKAS

KARAT 9,42 7,37 9,65 9,51 9,50 9,46 9,61
POL 9,04 8,49 9,30 8,93 - 9,06 9,58
9,28 9,35 9,48 8,48 - 9,10 9,23
SAM 9,94 9,12 10,09 9,14 - 9,44 9,62
9,46 7,54 9.36 9,13 - 9.75 8,97
8,88 8,50 9,66 9,47 - 9,56 9,50

mtodych loszek na wyniki ich uzytkowosci rozptodowej. Pozostate analizy statystyczne bedg
podstawg do opracowania kolejnych publikacji naukowych dotyczgcych wptywu rodziny lo-
chy i linii ojca na uzytkowos¢ rozptodowq rasy putawskie;.
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Zadanie 01-11-06-11
Analiza zmiennosci genetycznej na poziomie genomowym u $win réoznych ras w aspekcie
opornosci na choroby

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

Wirus afrykanskiego pomoru swin (ASF) jest obecnie najwiekszym zagrozeniem dla populacii
dzikdw oraz trzody chlewnej w kraju. Choroby nie leczy sie, poniewasz jest zwalczana z urzedu,
ze wzgledu na duze ryzyko jej rozprzestrzeniania sie oraz bardzo wysokg $miertelnos¢ zarazo-
nych zwierzgt. Powoduje to duze straty ekonomiczne dla producentdw i gospodarki kraju, wy-
nikajgce z tytutu ewentualnych depopulacji zarazonych stad, ograniczenia w mozliwosci prze-
mieszczania $win, miesa wieprzowego i innych produktdow pozyskanych od $wih oraz dzikdw,
a takze ograniczenh zwigzanych z zakazem eksportu wieprzowiny. Brak jest szczepionek prze-
ciwko wirusowi ASF i pomimo prac wielu laboratoriéw na $wiecie nad nig cel jest jeszcze odle-
gty, a stosowanie kosztownej bioasekuracii nie gwarantuje stuprocentowego bezpieczenstwa.

Dlatego tez celem projektu jest identyfikacja genetycznych réznic pomiedzy grupami
zwierzgt wrazliwych i opornych na ASF jako potencjalnych markerdw tej opornosci oraz analiza
mozliwosci wykorzystania ich w krajowej praktyce hodowlanej.

Wynikiem badanh do zastosowania w praktyce hodowlanej moze by¢ marker opornosci
na ASF genetyczny lub grupa takich markerdéw oraz analiza mozliwosci jego (ich) wdrozenia
do szeroko rozumianej praktyki hodowlanej (na podstawie analiz dotyczgcych ich wptywu na
cechy uzytkowe). W odrdznieniu od koniecznosci statego i kosztownego stosowania potencjal-
nych szczepionek na ASF, wdrozenie do programu hodowlanego ewentualnych markeréw ge-
netycznych opornosci na ASF jest skutecznym sposobem eliminacji problemu na poziomie ho-
dowli zarodowej, a takze produkcji fowarowej. Zastosowanie w hodowli wspomnianych mar-
kerdw genetycznej opornos$ci na ASF w przestrzeni kilku pokoleh moze skutecznie wyelimino-
wac problem ASF dajgc materiat hodowlany i produkcyjny oporny na wirusa. Pozytywne wyniki
poszukiwan takiego markera i ich wptywu na cechy uzytkowe mogg finalnie przyczynic¢ sie do
opatentowania takiego rozwigzania.

Ze wzgledu na restrykcyjne podejscie do ASF polskich stuzb weterynaryjnych, w kraju do-
tychczas nie stwierdzono wérdd zwierzat, ktére przechorowaty ASF tzw. ,,ozdrowiencow”, stad
materiat DNA zostat pozyskany w ramach wspdtpracy z Agricultural Research Institute of Mo-
zambique, gdzie takie zwierzeta zidentyfikowano. tgcznie pozyskano ponad 80 probek DNA
pochodzgcych miedzy innymi od zwierzgt, ktére przeszty zakazenie ASF i sg w tzw. grupie
»ozdrowiencodw". Pozyskane prébki DNA zostaty spektrofotometrycznie ocenione iloSciowo i ja-
kosciowo (aparat NanoDrop 2000), a nastepnie rozcienczone do odpowiedniego stezenia
kohcowego. W celu identyfikacji regiondw w genomach zwigzanych z potencjalng podatno-
$cig lub opornoscig na wirusa AFS zostata wykonana analiza polimorfizmdw przy uzyciu mikro-
macierzy SNP PorcineSNP60v2 BeadChip (lllumina). Analiza taka umozliwia identyfikacje 64 000
mutacji rownomiernie roztozonych w genomie dla kazdego osobnika. Macierze zostaty przy-
gotowane zgodnie z zaleceniami producenta, a ich odczyt zostat przeprowadzony na apara-
cie iScan (lllumina). Analiza klastrowania PCA uzyskanych wynikéw wskazata na utworzenie sie
dwadch niezaleznych klastrow, w tym unikalnego klastra utworzonego przez grupe ozdrowien-
cow (rycina 1.).

Nastepnie, na podstawie uzyskanych danych, przeprowadzona zostata analiza asocjao-
cyjna catego genomu (genome-wide association studies — GWAS) z informacjg dotyczgcq
przebiegu choroby. Powyzsza analiza pozwolita na identyfikacje polimorfizmdéw SNP istotnie
(pvalue <0,01) skorelowanych z podatnoscig/opornoscig na ASF (rycina 2.). Wykryto 133 poli-
morfizmy zlokalizowane w 40 genach (rycina 3.).
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Rycina 1. Klastrowanie prébek DNA pochodzgcych z populacji z Mozambiku na podstawie analizy mikromacierzy
SNP (kolorem pomaranczowym zaznaczono osobniki, ktére przezyty ASF)
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Rycina 2. Wykres typu Manhattan plot przedstawiajgcy wartoéci P value dla polimorfizmdw w skali catego genomu
skorelowanych z podatnoscig/opornosciq na ASF
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Rycina 3. Geny o istotnych pvalue (p<0,01), w ktérych polimorfizmy wytypowano jako potencjalnie zwigzane z po-
datnoscig/opornoscia na AFS (String software)
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W kolejnym etapie, obecnos$¢ wybranych istotnych mutacji zostanie potwierdzona na popula-
cji Swin utrzymywanych w Polsce - rasie polskiej biatej zwistouchej, ktérej Zaktad Hodowli Trzody
Chlewnej posiada bazy profili DNA. Obecnie w bazie zdeponowano ponad 1000 profili DNA,
co pozwoli na jednoznaczne okredlenie czy i z jakq frekwencjg badane polimorfizmy wystepujg
w polskiej populacii.

Ponadto, na podstawie analizy SNP zostaty wytypowane prébki w obrebie badanych
grup o istotnych réznicach w frekwencji polimorfizméw, dla ktérych zostato zlecone przepro-
wadzenie sekwencjonowania catego genomu WGS (ang. Whole Genome Sequencing). Se-
kwencjonowanie zostato wykonane na platformie lllumina i przy uzyciu zestawu dedykowa-
nych odczynnikdw dla 42 probek (po 16 probek DNA pozyskanych z dwdch uzyskanych kla-
strow z populacji z Mozambiku i 10 prébek DNA pozyskanych od niespokrewnionych osobnikdw
krajowych rasy PBZ). W dalszym etapie frekwencje mutacji oraz nowo zidentyfikowane mutacje
w rejonach genomu nie badanych mikromacierzami zostang poréwnane pomiedzy grupami,
co pozwoli na potwierdzenie lub wykluczenie mutacji wybranych na podstawie mikromacierzy
i wytypowanie nowych SNP. Wybrane mutacje zostang zwalidowane przy uzyciu metod PCR-
RFLP lub sekwencjonowania Sangera.

W kolejnym roku, wytypowane potencjalne markery genetyczne o frekwencji w krajowej
populacji na poziomie umozliwiajgcym wykorzystanie ich w praktyce hodowlanej bedqg anali-
zowane pod kgtem ich wptywu na warto$¢ cech uzytkowych, waznych z gospodarczego
punktu widzenia (asocjacji z cechami uzytkowymi) w aspekcie ewentualnych antagonizmow
z aktualnymi programami hodowlanymi poszczegdlnych ras. Analiza asocjacii poszczegdlnych
polimorfizmdw z cechami uzytkowymi przeprowadzona zostanie na ok. 800 zwierzetach dla
wytypowanych okoto 6 gendw.
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Zaktad Hodowli Drobiu
kierownik: dr hab. Katarzyna Pottowicz, prof. IZ PIB

Zadanie 01-12-08-11
Wptyw czynnikdw srodowiskowych na poprawe efektywnosci chowu kur ras
zachowawczych
kierownik zadania: prof. dr hab. Jézefa Krawczyk

Materiatem badawczym byty jaja pobrane od dwdch ras/roddw kur niesnych objetych w Pol-
sce programem ochrony tj.: zielonondzka kuropatwiana (Z-11) i rhode island white (A-33).
W okresie 24.-56. tygodniu zycia, co cztery tygodnie, od kazdej rasy kur z tego samego prze-
dziatu zbierano wszystkie jaja o godzinie 7.00, 10.00i.13.00, ktére nastepnie poddawano anali-
zie oceny jakosci tresci i skorup. Ponadto, w 40. tygodniu zycia przez trzy dni zebrano po 10 jqj
w ww. porach dnia i przekazano do Centralnego Laboratorium Instytutu Zootechniki PIB do
wykonania analizy chemicznejich zéttek.

NieSnoS¢ kur zielonondzka kuropatwiana (Z-11) w okresie 21-56 tygodni wynosita
152 sztuki/nioske, a kur rhode island white (A-33) 177 sztuk/nioske.

Andalizujac wyniki sktadu chemicznego zottek jaj w rodzie A-33 zanotowano w nich staty-
stycznie istotnie nizszy poziom wszystkich badanych sktadnikdéw w pordwnaniu z zé6ttkami jaj od
kur Z-11. Natomiast nie odnotowano w tym zakresie istotnych réznic miedzy zéttkami jaj znoszo-
nymi o réznych porach dnia z wyjgtkiem popiotu surowego w jajach kur Z-11, ktérego nizszy
poziom stwierdzono w zéttkach jaj znoszonych po potudniu.

Kury A-33 znosity jaja o wiekszej masie, ale o mniejszym wskazniku JH i nizszym zabarwieniu
76ttka w poréwnaniu do jaj kur Z-11. W rodzie A-33 z6ttka jaj zebranych o godz.10.00 wyrdzniaty
sie lepszym wybarwieniem niz te zniesione rano i po potudniu.

Wiekszy wptyw pory znoszenia jaj na ich jako$¢ odnotowano wéréd jaj od niosek Z-11.
Jaja od tych kur znoszone rano wyrdzniaty sie wiekszg masg catkowitq i masqg zéttek, ale gor-
szymi parametrami $wiezosci (wysoko$¢ biatka i JH), w poréwnaniu do znoszonych pdzniej.

Kury i jaja rhode island white (A-33)
(Fot. 1. J. Krawczyk)
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Skorupy jaj Z-11, w porédwnaniu do A-33, byty lzejsze, ciehsze, o mniejsze] gestosci i jasniejszej
barwie. Nie potwierdzono statystycznie istotnych rdznic w zakresie wytrzymatosci na zgniecenie
miedzy jajami obydwu badanych ras. Jaja kur Z-11 ze zbioru rannego wyrdzniaty sie istotnie
wiekszg masqg skorupy i ich gruboscig w poréwnaniu do zbieranych pdzniej. Wirdd jaj od kur A-
33 istotny wptyw pory znoszenia jaj na jakos¢ ich skorup odnotowano w zakresie grubosci, wy-
trzymatosci na zgniecenie oraz barwy. Jaja od tych kur znoszone rano wyrdzniaty sie najwiekszg
masg skorup i wiekszqg ich wytrzymatoscig na zgniecenie oraz jasniejszg barwg w poréwnaniu
z tymi, ktére zbierano pdzinie;.

Kury i joja zielonondzki kuropatwiane (Z-11)
(Fot. 2. J. Calik i J. Krawczyk)

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono statystycznie istotne réznice w zakresie wiekszo-
$ci cech fizycznych i chemicznych jakosci jaj miedzy jajami pochodzgcymi od starej rodzime;j
rasy kur, o niskiej niesnosci, zielonondzka kuropatwiana (réd Z-11) a jajami uzyskanymi od kur
0 znacznie wiekszej nie§nosci rhode island white (réd A-33). Dla wiekszosci cech jakosci jaj nie
odnotowano istotnego wptywu na ich ksztattowanie pory zniesienia jai.

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

kierownik zadania: drinz. Ewa Sosnéwka-Czajka

Przeprowadzono badania, ktérych celem byta ocena efektywnosdci odchowu kurczat rzez-
nych rasy przysposobionej lokalnie rhode island red (RIR) oraz wolno rosngcych mieszancdw
hubbard JA 957 w chowie ekologicznym.

Materiat doswiadczalny stanowity jednodniowe piskleta kurczat rzeznych rhode Island
red (RIR) oraz hubbard JA 957 —w ogdlnej liczbie 300 sztuk. Kurczeta odchowywano metodami
ekologicznymi, zgodnie z wymogami, okreslonymi w aktach prawnych dotyczgcych rolnictwa
ekologicznego. Przez caty okres doswiadczenia ptaki miaty swobodny dostep do paszy i wody.
Zastosowano zywienie pdtintensywne zgodnie z zatozeniami rolnictwa ekologicznego. Mie-
szanki paszowe sktadaty sie z certyfikowanych komponentdw. Kurczeta utrzymywano na
Scidtce o obsadzie nie przekraczajgcej 21 kg/m?2, z dostepem do zielonych wybiegdw. Wybiegi
wyposazono w zadaszenia i poidta.
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Ptaki do$wiadczalne zostaty przydzielone do dwdch grup. Kazda grupa sktadata sie z pieciu

podgrup:

— | = kurczeta rzezne rhode island red (RIR) utrzymywane zgodnie z zatozeniami rolnictwa
ekologicznego

— Il = kurczeta rzezne hubbard JA 957 utrzymywane zgodnie z zatozeniami rolnictwa ekolo-
gicznego.

Podczas badanh zbierano dane dotyczgce warunkdw klimatycznych (temperatura i wilgotnosé
powietrza, ruch powietrza, domieszki gazowe). Kontrolowano wyniki produkcyjne kurczgt rzez-
nych (zuzycie paszy, masa ciata, liczba padtych ptakdéw). W ostatnim dniu doswiadczenia
przeprowadzono analize poubojowq, wykonano pomiar pHis oraz pHa2s miesni piersiowych
indg, a takze pobrano prébki miesni piersiowych i ndg w celu wykonania badan dotyczgcych
wodochtonnosci, wycieku chtodniczego, sktadu chemicznego, profilu kwasdw ttuszczowych,
zawartosci 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 im-
munoglobulin, glukozy, hormondw tarczycy, hematokrytu, dysmutazy ponadtlenkowej (SOD),
dialdehydu malonowego (MDA) oraz poziomu kortykosteronu.

W wyzej wymienionych tygodniach doswiadczenia okreslono takze mase narzgddw lim-
fatycznych ptakdéw (Torby Fabrycjusza, Sledziony i grasicy) oraz wykonano pomiar temperatury
rektalnej i radiacyjnej u 10 ptakdw z grupy. Okreslono rowniez stan kohczyn (przerost pazurdw,
zapalenie skéry podeszwy stép, ztamania, zwichniecia, zmiany w stawach skokowych, itp.),
stan upierzenia oraz przeprowadzono pomiar czasu frwania tonicznego bezruchu (Tl). W okre-
sie doswiadczenia przeprowadzono takze obserwacje behawioralne.

Obserwacije behawioralne obejmowaty: liczbe ptakdw pijgcych, jedzgcych, ziejgcych,
unoszgcych skrzydta, siedzqgcych i stojgcych pojedynczo lub grupowo, dziobanie $cidtki i in-
nych elementdéw nieozywionych otoczenia (z wytgczeniem paszy) oraz agresji.

Zebrane wyniki opracowano statystycznie przy uzyciu programu Statistica version 12.0 PL
(StatSoft Inc., 2011, USA).

Podsumowujgc dotychczas opracowane wyniki, poréwnywane kurczeta rzezne rasy
przysposobionejlokalnie oraz wolno rosngce mieszance w chowie ekologicznym réznity sie zna-
czqco pod wzgledem masy ciata oraz wydajnosci rzeznej. Ptaki hubbard JA 957 odznaczaty
sie lepszymi wynikami produkcyjnymi w stosunku do ptakdw rhode island red. Pochodzenie
ptakdw miato znaczgcy wptyw na pH miesa. Kurczeta rzezne hubbard JA 957 charakteryzo-
waty sie mniejszym udziatem narzgddw limfatycznych (Sledziony i Torby Fabrycjusza) w pordw-
naniu z kurczetami RIR. Odnotowano réznice pomiedzy grupami w temperaturze rektalnej oraz
radiacyjnejw 6., 9. oraz 12. tygodniu dos$wiadczenia. Wykazano réwniez znaczgce rdznice po-
miedzy kurczetami rzeznymi rhode island red a hubbard JA 957 w poziomie oznaczonych pa-
rametréw krwi: hematokrytu, hormondw tarczycy, kortykosteronu, SOD oraz MDA.

Tabela 1. Wyniki analizy rzeznej kurczqgt rzeznych

Wyszczegdlnienie (%) RIR hubbard JA 957 SEM
wydajnos¢ rzezna z podrobami 72,26 A 77.68 B 0,51
wydajnos¢ rzezna bez podrobdw 67.39 A 74,31 B 0.61
miesnie piersiowe 14,86 A 21,38 B 0,58
miesnie ndg 19,01 19,89 0,26
kosci nég 7,03 A 541 8B 0,18
ttuszcz sadetkowy 1,73 A 2,66 B 0,16
podroby 6,62 A 4,33B 0,20
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watroba 2,40 A 2,108 0.05
zotqdek 3.56 A 1,67 B 0,17
serce 0,67 A 0,53 B 0.01

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

Tabela 2. pH — migéni piersiowych i ndg kurczgt rzeznych

Wyszczegdlnienie RIR hubbard ja 957 SEM
miesnie piersiowe pHis 6,07 a 6,30 b 0.05
pHa4 6,25 A 587 B 0,04
miesnie ndg pHis 6,32 A 6,62 B 0,04
pHa4 6,67 6,39 0,08

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

Tabela 3. Udziat narzaddw limfatycznych i serca (%) w stosunku do masy ciata kurczgt rzeznych

Wyszczegdlnienie (%) Tydzieh odchowu RIR hubbard JA 957 SEM
Sledziona 6 0,244 A 0,106 B 0,020
9 0,204 A 1,310 B 0,141
10 0,208 a 0,161 b 0,012
12 0,198 A 0,108 B 0,013
torba Fabrycjusza 6 0,723 A 0,272 B 0,063
9 0,458 A 0,273 B 0,026
10 0,483 A 0,101 B 0,048
12 0,385 A 0,089 B 0,040
grasica 6 0,569 0,449 0,037
9 0,508 0,443 0,025
10 0,457 0,417 0,031
12 0,414 0,474 0,040

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

Tabela 4. Wyniki analizy krwi kurczgt rzeznych

Wyszczegdlnienie Tydzien RIR Hubbard JA 957 SEM
odchowu

Hematokryt (%) 30,80 a 28,39 b 0,54
Ts (nmol/l) 557 A 3,328 0,38
T4 (nmol/l) 96,79 A 22,328 11,64
Kortykosteron (ng/mi) 6' 2,18 A 0858 028
SOD (ng/ml) 16,00 A 30,028 2,50
MDA (nmol/ml) 11,82 a 70.31 b 12,39
Hematokryt (%) 29,78 27,60 0,78
T3 (nmol/l) 4,13a 2,96b 0,27
Ts (nmol/l) " 88,97 A 23,16 B 11,99
Kortykosteron (ng/mil) 4,65 0,76 1,03
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SOD (ng/ml) 17,27 10,85 3.12
MDA (nmol/ml) 14,03 21,04 1,98
Hematokryt (%) 26,95 24,90 0,56
Ts (nmol/l) 432 A 2,06 B 0.40
T4 (nmol/l) 93,84 A 32,33B 11,58
Kortykosteron (ng/ml) o 3.58a 1.16 b 0,58
SOD (ng/ml) 17,11 11,03 1,74
MDA (nmol/ml) 10,69 a 1827 b 1,79
Hematokryt (%) 28,85 30,40 0.50
Ts (nmol/l) 3,62 A 1,39B 0,40
T4 (nmol/l) 127,27 A 35978 15,86
Kortykosteron (ng/ml) 'z 4,76 A 0,318 0,84
SOD (ng/ml) 31,76 6,13 6.93
MDA (nmol/ml) 20,01 13,34 4,28
a, b —wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniqg sie statystycznie istotnie (p<0,05)
A, B —wartoéci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq 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: drinz. Jolanta Calik

W ostatnich latach obserwuje sie coraz wieksze zainteresowanie produktami pochodzgcymi
od kurczagt rzeznych, powstatych przy udziale rodzimych ras odchowywanych w warunkach
ekstensywnych. Polska posiada unikalng na skale europejskq kolekcje ras/roddw kur niesnych
objetych programem ochrony zasobdéw genetycznych. Z dotychczas przeprowadzonych ba-
dan wynika, ze dysponujemy rasami kur o zréznicowanym fenotypie, produkcyjnosci oraz jako-
$cijajimiesa. Wyrdznia je dobra zdrowotnose, odpornos¢ na niekorzystne warunki klimatyczne,
a takze niekontrolowane warunki chowu drobnostadkowego. W produkcji drobiarskiej duzqg
trudnos$¢ w powigzaniu niesnego uzytkowania kur z wykorzystaniem ich dla potrzeb produkcji
miesa, sprawia wzrastajgca w miare intensyfikacii kierunku nieSnego liczba zbednych kogut-
kéw, a rozwigzaniem tych trudnosci moze by¢ zabieg kastraciji kogutkdw.

Celem przeprowadzonych badan byta ocena wptywu zabiegu sterylizacji wybranych
ras kogutdw i zywienia w oparciu o krajowe zrédta biatka na jako$¢ miesa. Badania przepro-
wadzono w Zaktadzie Doswiadczalnym Instytutu Zootechniki PIB w Chorzelowie Sp. z 0.0.

Materiat doswiadczalny stanowity:

- koguty/kaptony rasy rhode island Red K-22 — doswiadczenie |,

- kaptony rhode island red (R-11), rhode island white (A-33), sussex (S-66) i z6ttondzka kuro-
patwiana (Z-33) — doswiadczenie |I.

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 wyma-
ganiami nadanymi przez Komisje Etyczng nr 515/2021 z dnia 28 kwietnia 2021 roku. Zabieg ka-
stracji przeprowadzit lekarz weterynarii w 8. tygodniu zycia. Ptaki utrzymywano w standardo-
wych warunkach $rodowiskowych, przy wielkosci obsady wynoszgcej 7 sztuk/m2. Przez caty
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okres odchowu i tuczu, ptaki zywione byty ad libitum mieszankami paszowymi wedtug receptur
opracowanych w Instytucie Zootechniki PIB, w uktadzie: doswiadczenie | — mieszanka kontrolna
i doswiadczalna, doswiadczenie Il - mieszanka doswiadczalna. Po zakohczeniu tuczu, w 24. ty-
godniu zycia, z kazdej grupy wybrano do uboju po 10 ptakdédw o masie ciata zblizonej do $red-
niej w grupie. Po uboju okreslono wydajnosé¢ rzezng ptakdw, parametry fizyko-chemiczne mie-
$ni piersiowych i ndg oraz przeprowadzono ich ocene sensoryczng.

Zdrowotno$¢ ocenianych kogutdw i kaptondw w okresie wychowu jak i tuczu ksztattowata sie
na dobrym poziomie. Obserwowane padniecia i brakowania zdrowotne byty niskie i dotyczyty
pierwszych dni po wykonaniu zabiegu kastracji (2,50-5,00%).

W produkcji kaptondw bardzo wazng role odgrywa zywienie. Generalnie zaleca sie, aby
podzielone byto na 2-3 okresy, a 70% ich diety powinny stanowi¢ zboza, uzupetniane paszami
objetosciowymi. Wtasciwie juz od wiekdw wskazywano na koncowy okres zywienia, fj. 2-3 ty-
godnie przed ubojem. Stosowano wdwczas specjalne dotuczanie, gdzie ptakom podawano
kluski przygotowane z mgki jeczmiennej lub owsianej, mleka, miodu i zidt. Obecnie, w wiekszo-
sci badan wykorzystywane sq mieszanki zbozowe z sojg. Wychodzgc naprzeciw konsumentom,
ktérzy coraz czesciej zwracajg uwage na sposdb zywienia ptakdw, w zaprojektowanych do-
Swiadczeniach opracowano mieszanki paszowe, ktére oparte byty na krajowych zrédtach
biatka.

Kapton rasy zéttondzka kuropatwiana (Z-33)  Kapton rasy rhode Island red (R-11)
(Fot. 1. J. Calik) (Fot. 2. J. Calik)

Na podstawie uzyskanych wynikdw, stwierdzono zasadnosé zastosowania w zywieniu kapto-
ndw mieszanki doswiadczalnej, opartej na krajowych zrédtach biatka. Zabieg kastracji kogut-
kéw wptyngt korzystnie na mase ciata, wykorzystanie paszy, wydajnosc rzezng i umiesnienie
tuszki. Oceniane miesnie kaptondw wyrdzniaty sie lepszg wodochtonnosciq i kruchoscig oraz
oceng chemiczng w porédwnaniu do niekastrowanych kogutéw. Pomiedzy ocenianymi gru-
pami ptakéw odnotowano takze zréznicowanie w zakresie wybarwienia tuszek i miesni, ktére
U kaptonowanych ptakdw byty jasniejsze (L*) i bardziej z6tte (b*), natomiast u kogutdw bardziej
czerwone (a*). Miednie piersiowe, jak i nég kaptondw, w pordwnaniu do kogutdw wyrdzniaty
sie lepszg oceng sensoryczng we wszystkich kategoriach oceny. Zapach i smak miesa byt de-
likatny, aromatyczny, a mieso soczyste i kruche. Zastosowanie mieszanki doswiadczalnej, 1j.
opartej na krajowych zrédtach biatka wptyneto korzystnie na parametry fizyko-chemiczne ja-
ko$ci miesa, a sposrdd ocenianych roddéw szczegdlnie wyrdzniaty sie kaptony rody: 7-33 i R-11
i K-22. Mieso kaptondw uzyskanych w oparciu o rodzime rasy moze by¢ atrakcyjnym surowcem
w fradycyjnej polskiej kuchni i cennym uzupetnieniem rynku o produkt niszowy, przeznaczony



Zaktady Naukowe

dla konsumentdw poszukujgcych miesa o wysokiej jakosci. Ponadto, zabieg kastracji moze
przyczyni¢ sie do zagospodarowania nadliczbowych kogutkdw.

Zadanie 04-12-05-11
Okreslenie wptywu wybranych preparatéw bioaktywnych podanych in ovo na
ksztattowanie wskaznikdw wylegowosci drobiu wodnego

kierownik zadania: drinz. Lidia Lewko

Celem badah byto okreilenie wptywu wybranego preparatu synbiotycznego podanego
in ovo, w okredlonych terminach okresu embriogenezy kaczek i gesi, na ksztattowanie wskazni-
kéw wylegowosci, przezywalnosci i zdrowotnosci piskigt.

Materiatem badawczym w realizowanym zadaniu byty jaja wylegowe kaczek pocho-
dzqgce ze stada hodowlanego D-11 (kaczka dworka), przeznaczonego do chowu przydomo-
wego oraz jaja wylegowe gesi biatych kotudzkich® (W-31). Ptaki te utrzymywane sg w Dworzy-
skach w Stacji Zasobdw Genetycznych Drobiu Wodnego IZ PIB ZD Kotuda Wielka.

Kaczki dworki (Fot. 1. L. Lewko) Gesi biate kotudzkie® (Fot. 2. L. Lewko)

Ptaki, od ktérych pobierano jaja do iniekcji utrzymywane byty w warunkach technologicznych
zgodnych z ogdlnymi zatozeniami dla tego typu produkcji. Od ptakdw, bedgcych w jednako-
wym wieku, pobrano jaja do do$wiadczalnej inkubacii (dwa powtdrzenia). Ogdtem, doswiad-
czalnej inkubacji poddano 240 jaj kaczych i 240 jaj gesich (tgcznie 480 jaj). W okresie od maja
do czerwca przeprowadzono iniekcje wylegowych jaj kaczek i gesi preparatem synbiotycznym
POULTRYSTAR®Sol (BIOMIN, Austria).

Utworzono osiem grup doswiadczalnych:

— jajakacze (D-11) w nastepujgcych grupach:

1. kontrolna niepoddana iniekcji (D11-K1)* (30 jaj) (13. doba),

2. doswiadczalna 1 (D11-S1) - iniekcja preparatem synbiotycznym w dawce 5 mg/jajo
w 13. dniu inkubaciji (30 jaij),

3. kontrolna niepoddana iniekcji (D11-K2)* (30 jaj) (20. doba),

4. doswiadczalna 2 (D11-S2) - iniekcja preparatem synbiotycznym w dawce 5 mg/jajo
w 20. dniu inkubacii (30 jaij),

— jaja gesie (W-31) w nastepujgcych grupach:

1. kontrolna niepoddana iniekcji (W31-K1)* (30 jaj) (13. doba),
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2. doéwiadczalna 1 (W31-S1) - iniekcja preparatem synbiotycznym w dawce 5 mg/jajo
w 13 dniu inkubacii (30 jqj),
3. konfrolna niepoddana iniekcji (W31-K2)* (30 jaj) (20. doba),
4. doswiadczalna 2 (W31-S2) - iniekcja preparatem synbiotycznym w dawce 5 mg/jajo
w 20. dniu inkubaciji (30 jaj).
*jaj nie poddano iniekcji, ale wyjeto z aparatu na czas (srednio 30 minut), w ktérym przebywaty na zewngtrz aparatu
wylegowego jaja iniekowane danej grupy doswiadczalne;.

Wszystkie doswiadczenia i badania zrealizowano w Stacji Zasobdw Genetycznych Drobiu Wod-
nego w Dworzyskach, IZ PIB ZD Kotuda Wielka, ze wzgledu na to, iz na fermie utrzymywane sg
stada kaczek D-11 1 gesi biatych kotudzkich (W-31), od ktérych pobrano jaja przewidziane do
eksperymentdw.

W tutejszym zaktadzie wylegowym przeprowadzono, zgodnie z przyjetymi w nim stan-
dardowymi procedurami, inkubacije do$wiadczalnych jaj oraz iniekcje.

Wszystkie uzyskane wyniki sktadajgce sie na ocene wskaznikdw wylegowosci z uwzgled-
nieniem rodzaju zastosowanego preparatu synbiotycznego oraz jego dawki i okresu inkubaciji
w czasie iniekcji opracowano statystycznie za pomocqg programu Statistica 10 (StatSoft, 2006).
Obliczono $rednie arytmetyczne (x), odchylenie standardowe (SD) i wspdtczynnik zmiennosci
(v). W celu okredlenia istotnosci réznic miedzy srednimi dla grup zastosowano test Duncana.
Réznice uznano za statystycznie istotne na poziomie p<0,05. Przeprowadzono ponadto dwu-
czynnikowqg analize wariancji z uwzglednieniem interakciji. Istotno$¢ wptywu kazdego zrédta
zmiennosci oceniono testem F-Snedecora.

Swietlenie doéwiadczalnych jaj (Fot. 3.1 4. L. Lewko)

W przypadku kaczek, najciezsze jaja natozone pochodzity z grupy doswiadczalnej D11-S1 inie-
kowanej preparatem synbiotycznym w dawce 5 mg /jajo w 13. dniu inkubaciji— 92,33 g. Z kolei
najnizszg mase natozonych jaj odnotowano w grupie D11-K1 (grupa kontrolna niepoddana
iniekcji/13. doba) - 89,77 g. W przypadku pozostatych grup doswiadczalnych masa w/w jgj
uksztattowata sie na zblizonym poziomie i wyniosta 91,13 g (iniekcja preparatem synbiotycznym
w dawce 5 mg/jajo w 20. dniu inkubaciji) i 21,55 g (grupa kontrolna niepoddana iniek-
cji/20. doba). Masy natozonych jaj gesich zawieraty sie w przedziale od 175,9 g (W31-K1/grupa
kontrolna nie poddana iniekcji w 13. dobie) do 177,9 g (W31-K2/grupa kontrolna nie poddana
iniekcji w 20 dobie). Masa jaj natozonych z grup doswiadczalnych iniekowanych preparatem
synbiotycznym wyniosta: 176,4 g (iniekcja w 20. dobie) oraz 177,2 g (iniekcja w 13. dobie). Wy-
kazano réznice statystycznie istotne (p <0,05).
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W grupie doswiadczalnej kaczek iniekowanych preparatem synbiotycznym - w dawce
5 mg/jajo w 13. dniu inkubacji (D11-S1) — wykazano najwiekszy stosunek joj wylezonych do za-
ptodnionych (88,12%) i wylezonych do przetozonych (93,85%). Odwrotng zaleznos¢ stwier-
dzono w przypadku grupy kontrolnej w 20 dniu inkubacii (D11-K2), gdzie uzyskane wartosci byty
najnizsze i wyniosty odpowiednio 84,40 91,21%. Podobng zalezno$¢ odnotowano w przypadku
jaj gesich, gdzie najwiekszy stosunek jaj wylezonych do zaptodnionych (87,16%) i wylezonych
do przetozonych (93,88%) dotyczyt jaj wylegowych pochodzgcych z grupy doswiadczalnej in-
iekowanej preparatem synbiotycznym (5 mg/jajo) w 13. dniu inkubacji. Na zblizonym poziomie
uksztattowat sie stosunek jaj wylezonych do przetozonych, ktéry zawierat sie w przedziale od
93,26% (W31-K2) do 93,88% (W31-S1). Wykazano réznice statystycznie istotne (p <0,05). Jaja do-
Swiadczalne kaczek iniekowane preparatem synbiotycznym w dawce 5 mg/jajo w 13. dniu
inkubaciji cechowaty sie najmniejszg iloscig jaj niewylezonych (6,15%) i zarodkdw zamartych
(6,10%), a jednoczesnie najwiekszq ilosciq jaj przetozonych (93,90%). llos¢ pisklgt kalekich mie-
Scita sie w przedziale od 0,20% (D11-52) do 0,25% (D11-K1). Natomiast najwieksza ilosciq zarod-
kéw zamartych (7,55%) przy jednoczesnie najmniejszej ilosci jaj przetozonych wyrdzniata jaja
pochodzgce z grupy doswiadczalnej kontrolnej nie poddanejiniekcjiw 13. dobie (D11-K1). Wy-
kazano réznice statystycznie istotne (p <0,05).

Iniekcja doswiadczalnych jaj wybranym preparatem synbiotycznym (Fot. 5. L. Lewko)

W przypadku gesi najkorzystniejszymi wskaznikami wylegu wyrdzniata sie grupa doswiadczalna
iniekowana preparatem synbiotycznym w 13. dniu inkubacji dawkqg 5 mg/jajo. Wykazano nagj-
mniejszq ilos¢ jaj niewylezonych (6,12%), pisklgt kalekich (0,30%), zarodkéw zamartych (7,16%),
a ponadto najwiekszq ilos¢ jaj przetozonych wynoszqacg 92,84%. Wykazano réznice statystycz-
nie 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 jakosci miesa kur i pulard rhode island red (K-22). Do$wiadczenie
przeprowadzono w Zaktadzie Doswiadczalnym IZ PIB Chorzeldw Sp. z 0.0. Procedury doswiad-
czenia byty zgodne z wymaganiami Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczeh na Zwie-
rzetach.

Ptaki po wylegu oznakowano i przydzielono losowo do czterech grup:
grupa | — kurki bez sterylizacji; zywienie mieszankqg standard,
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grupa Il - kurki bez sterylizacji; zywienie mieszankqg doswiadczaing,
grupa lll = pulardy; zywienie mieszankqg standard,
grupa IV — pulardy; zywienie mieszankg doswiadczalng.

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

Po zakonczeniu doswiadczenia, z kazdej grupy wybrano do uboju po 8 ptakdédw o masie ciata
zblizonej do $redniej w grupie. Ptaki przez okoto 12 godzin przed ubojem nie otrzymywaty paszy,
natomiast miaty zapewniony staty dostep do wody. Po uboju sprawdzono skutecznos$é prze-
prowadzonego zabiegu sterylizacji (brak jajnika). Schtodzone tuszki poddano uproszczonej
analizie rzeznej wedtug metodyki Zioteckiego i Doruchowskiego (1989). Z kazdej tuszki pobrano
prébki miesni piersiowych i ndg w celu okredlenia ich cech fizycznych, 1j.: kwasowosci, barwy,
wodochtonnosci, wycieku, strat termicznych oraz kruchosci miesa.

W badaniach przeprowadzono réwniez ocene sensoryczng miesni piersiowych i miesni
udowych, zgodnie z zatozeniami metodycznymi Barytko-Pikielna i Matuszewska (2014). Uzy-
skane wyniki zweryfikowano statystycznie, przy uzyciu analizy wariancji (ANOVA). Obliczenia
wykonano pakietem statystycznym Statistica 13.3.

Kwasowos$¢ miesni piersiowych i miesni nég ptakdw (rycina 1.), mierzona po 15 minu-
fach po uboju oraz po 24 godzinach chtodzenia tuszek, utrzymywata sie na podobnym pozio-
mie, zardwno miedzy kurkami a pulardami zywionymi tymi samymi mieszankami. Wodochton-
nos$¢ w badanych mieéniach byta lepsza u pulard niz u kur i statystycznie istotna (rycina 2.).

Rycina 1. pH migsni piersiowych inég Rycina 2. Wodochtonnosé (%)
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W mieéniach piersiowych i mieéniach ndég pulard stwierdzono istotnie mniejszy (p<0,05 lub
p<0,01) wyciek po 24 godzinach przechowywania. Ponadto, w miesniach ndég ptakdw steryli-
zowanych odnotowano istotnie (p<0,05) mniejsze straty termiczne.

Zaréwno miesnie piersiowe jak i ndg ptakdw sterylizowanych byty jasniejsze (L*), cecho-
waty sie mniejszym wybarwieniem w kierunku czerwieni (a*) a wiekszym w kierunku zétci (b*)
(rycina 3.). Pomiar sity ciecia byt najwyzszy i statystycznie istotny (p<0,01) u kur karmionych mie-
szankq standardowqg zardwno w miesniach piersiowych jak i nég (rycina 4.).
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Rycina 3. Barwa miesni piersiowych i ndg Rycina 4. Sita cigcia (N)
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W ocenie sensorycznej, mieso pulard we wszystkich kategoriach 1j. zapach, soczystosé, kru-
chos¢ i smak, uzyskato wiecej punktdw niz mieso kurek (tabela 1.). Réznice te potwierdzono
statystycznie (p<0,05 lub p<0,01).

Tabela 1. Wyniki analizy sensorycznej miesni piersiowych i miesni nég

Wyszczegdlnienie ‘ grupa | ‘ grupalll grupa lll grupa IV
miesnie piersiowe
zapach (pkt.) 4,27 £0,26 B 4,22+0,26B 477036 A 4,83+025A
soczystoSC (pkt.) 3,88 +0,54Bb 3,94+0,52 Bb 4,55+0,39 a 4,66+0,55 A
krucho$¢ (pkt.) 4,16+0,55b 4,22+0,57 b 4,72+ 0,44 4,77 £0,50 a
smak (pkt.) 3,66+0,79 B 3,72+0,618B 4,72+ 0,44 A 4,77 £0,26 A
miegdnie nég
zapach (pkt.) 4,22+0,66 B 4,38+0,22b 4,77+0,36 A 4,88+0,33 Ab
soczystoS¢ (pkt.) 4,11+0,548B 4,22+0,26 B 4,72+0,36 A 4,83+0,25A
krucho$¢ (pkt.) 4,11+0,488B 4,27 +0,50 b 4,72+0,36 Aa 4,77 £0,36 Aa
smak (pkt.) 4,16+0,43B 4,22+0,26 B 4,72+0,36 A 4,83+0,25A

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

Podsumowuijqgc, zabieg sterylizacji kurek oraz zastosowanie mieszanki doswiadczalnej wpty-
neto korzystanie na mase ciata i badane parametry jakosci miesa. Oceniane miesnie pulard
wyrdzniaty sie lepszg wodochtonnosciqg i kruchoscig w pordwnaniu do niesterylizowanych ku-
rek. W mie$niach piersiowych i mieéniach nég ptakdw sterylizowanych, stwierdzono wieksze
wysycenie barwy w kierunku jasnosci (L*) i zétci (b*), a mniejsze w kierunku czerwieni (a*).

W przeprowadzonej ocenie sensorycznej zardbwno miesnie piersiowe, jak i nég pulard,
oceniono wyzej w zakresie wszystkich badanych cech (p<0,05 lub p<0,01).
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Zaktad Hodowli Owiec i K6z
kierownik: dr hab. Aldona Kawecka, prof. IZ PIB

Zadanie 01-13-04-11
Wykorzystanie dodatkdéw ziotowych w poprawie zdrowotnosci i wynikdw produkcyjnych
matych przezuwaczy
kierownik zadania: dr hab. Aldona Kawecka, prof. IZ PIB

Celem podjetych badan jest zbadanie wptywu wybranych dodatkdw paszowych na zdrowot-
no$¢ i wyniki produkcyjne jagnigt i kozlgt ras rodzimych oraz na wyniki uzytkowosci mlecznej
kdz karpackich. Zwierzeta otrzymywaty mieszanke ziotowq, w postaci dodatku suszu z zidt do
paszy fresciwe;.

Koziotek rasy karpackiej Jagnieta wrzosdwki
(Fot. 1. M. Puchata) (Fot. 2. M. Pasternak)

W Stacji Oceny Trykdw w Kociugach w ZD IZ PIB Pawtowice przeprowadzono cze$¢ doswiad-
czalng zadania. KoZleta rodzimej rasy kdz karpackich ze stada Instytutu Zootechniki PIB utrzy-
mywane byty w kojcach grupowych. Przez caty okres tuczu zwierzeta w grupie doswiadczalne;j
otrzymywaty sporzgdzong w ramach eksperymentu mieszanke tresciwg w ilosci 20 g/kg paszy
(sktad: czosnek, jezéwka, czarnuszka, oregano).

Pomiary przyzyciowe

W czasie doswiadczenia wykonano pomiary przyzyciowe: masa ciata, pomiary USG po-
wierzchni m.l. dorsi, kontrola pobrania paszy (tabela 1.).

Pomiary poubojowe

Po zakohczeniu tuczu jagnieta i kozleta zostaty poddane ubojowi doswiadczalnemu. Analiza
rzezna wykonana zostata wedtug procedur stosowanych w Instytucie Zootechniki PIB. Ocena
poubojowa tuszy objeta oszacowanie wydajnosci rzeznej, pomiary wyrebdw, okreslenie masy
wyrebdw, dysekcje szczegdtowq udzca.
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Ocena jakosci miesa

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

Ocena jakosci miesa jagniagt i koZlgt

W tabeli 2. przedstawiono wyniki analiz chemicznych miesa jagnigt i kozlgt zywionych paszg
kontrolng oraz z réznym udziatem fitododatku (10 lub 20 g/kg paszy). Analizy te dotyczqg prac
zaplanowanych na 2022 rok.

Nie stwierdzono réznic w podstawowym sktadzie miesa miedzy gatunkami. Dodatek zidt
nie miat wptywu na zawarto$¢ sktadnikdw w miesie. W przypadku ttuszczu miesa obu gatunkdw
stwierdzono réznice w zawartosci kwaséw PUFA n-3 oraz stosunku n-6/n-3.

Tabela 1. Cechy tuczne koziotkdw

Grupa Kontrola Ziota

Pomiary $rednia odch. stan. Srednia odch. stan.
Wiek rozpoczecia tuczu (dni) 202,45 32,30 209,00 30,97
Wiek zakohczenia tuczu (dni) 256,45 32,30 263,00 30,97
Czas trwania fuczu (dni) 54,00 0,00 54,00 0,000
Masa poczagtkowa (kg) 18,97 4,34 19,33 4,31
Masa kohcowa (kg) 24,08 4,56 24,65 3.64
Przyrost w czasie tuczu (kg) 5,11 1,85 5,32 2,26
Zuzycie paszy catkowite (kg) 41,82 0.01 36,66 0,001
Zuzycie paszy na 1 kg przyrostu (kg) 9.44 4,09 8,8 5,68
Przyrost w czasie tuczu (g/dzien) 94,64 34,19 98,55 42,04
Przyrost catkowity (g/dzien) 94,73 17,29 93,97 10,06

Tabela 2. Sktad chemiczny miesa jagniecego i koZlecego

Grupa Parametr : ‘ Koziotki : ‘ Tryczki
Srednia odch. stand. Srednia odch. stand.
Kontrola SFA 39.16 1.34 41.65 2.51
UFA 60.84 1.34 58.35 2.52
MUFA 44.62 5.42 41.73 3.01
PUFA 16.21 5.49 16.62 2.10
PUFA-6 14.55 5.37 14.98 2.02
PUFA-3 1.03A 0.24 0.98A 0.16
DFA 77.84 1.74 76.01 1.12
UFA-SFA 1.55 0.08 1.41 0.14
Ziota 1 MUFA-SFA 1.14 0.14 1.01 0.12
PUFA-SFA 0.41 0.14 0.40 0.06
PUFA 6-3 14.38A 2.98 15.28A 0.84
SFA 40.05 1.03 40.51 1.54
UFA 59.94 1.03 59.48 1.54
MUFA 41.25 5.80 42.44 4.35
PUFA 18.68 6.07 17.04 3.41
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PUFA-6 17.17 5.96 15.49 3.31
PUFA-3 0.888 021 0.748 0.14
DFA 78.80 1.59 75.33 111
Ziota 2 UFA-SFA 1.49 0.06 1.47 0.09
MUFA-SFA 1.02 0.14 1.05 0.14
PUFA-SFA 0.46 0.15 0.41 0.07
PUFA 6-3 19.778 6.13 20.818 1.57
SFA 39.25 2.21 39.85 1.35
UFA 60.74 2.21 60.14 1.35
MUFA 40.03 5.45 44.82 3.84
PUFA 20.71 491 15.31 3.52
PUFA-6 19.2] 477 14.01 3.29
PUFA-3 0.958 0.19 0.728 0.21
DFA 79.90 2.24 75.77 1.49
UFA-SFA 1.55 0.14 1.51 0.08
MUFA-SFA 1.02 0.17 1.12 0.11
PUFA-SFA 0.53 0.12 0.38 0.09
PUFA 6-3 20.71B 6.34 19.18 2.64

A, B—p<0,01 — wartosci srednie oznaczone réznymi literami w kolumnach réznig sie statystycznie istotnie
Ocena jakosci miesa jagnigt merynosa

W tabeli 3. przedstawiono wyniki analiz chemicznych miesa jagnigt merynosa polskiego w sta-
rym typie oraz merynosa barwnego, zywionych paszqg kontrolng oraz z réznym udziatem fitodo-
datku (10 lub 20 g/kg paszy). Analizy statystyczne potwierdzity wptyw dodatku ziét do paszy na
profil kwasdéw ttuszczowych tuszczu udzca jagnigt merynosa, a takze réznice miedzy rasami.

Tabela 3. Profil kwasdw tuszczowych ttuszczu miesa jagniecego

Grupa Parametr _ Merynos barwny ’ Merynos w starym typie
Srednia odch. stand. Srednia odch. stand.
SFA 46.68A 1.24 46.12A 1.62
UFA 53.32A 1.24 53.87A 1.62
MUFA 38.63 1.58 38.78 1.87
PUFA 14.68 0.49 15.09 2.12
Kontrola
PUFA-6 13.25 0.44 14.39 2.09
PUFA-3 1.28 0.1 0.51A 0.07
DFA 72.31 0.95 70.74 2.38
UFA-SFA 1.14A 0.05 1.17A 0.07
MUFA-SFA 0.82A 0.05 0.84A 0.05
PUFA-SFA 0.31 0.01 0.32 0.05
PUFA6-3 10.38A 0.91 28.34A 4.73
SFA 44.88 1.32 42.078 1.63
) UFA 55.11 1.32 57.92B 1.63
Ziota | MUFA 40.03 1.97 41.68 2.09
PUFA 15.08 2.69 16.24 2.24
PUFA-6 13.87 2.61 15.07 214
PUFA-3 1.08 0.11 0.998 0.14
DFA 72.23 1.35 72.33 2.05
UFA-SFA 1.22 0.06 1.388B 0.09
MUFA-SFA 0.89 0.04 0.998 0.07
PUFA-SFA 0.33 0.06 0.38 0.05
Ziota 2 PUFA6-3 12.738 1.76 15.29B 1.86
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SFA 44.378B 1.02 43.63B 1.69
UFA 55.62B 1.02 56.36B 1.69
MUFA 41.23 2.67 40.93 3.83
PUFA 14.39 2.02 15.42 4.22
PUFA-6 13.16 1.83 14.34 4.03
PUFA-3 1.09 0.22 0.92B 0.23
DFA 72.60 1.45 71.86 1.87
UFA-SFA 1.25B 0.05 1.298 0.08
MUFA-SFA 0.93B 0.08 0.93B 0.09
PUFA-SFA 0.32 0.04 0.35 0.11
PUFA6-3 12.198 1.50 15.70B 2.91

A, B-p=<0,01 - wartosci érednie oznaczone réznymi literami w kolumnach rézniqg sie statystycznie istotnie
Ocena jakosci mleka

Badania na kozach karpackich przeprowadzono w siedzibie stada ZD IZ PIB Odrzechowa Sp.
z 0.0. Kozy karpackie po odsadzeniu kozlgt (okoto 100. dnia zycia) byty dojone mechanicznie
od maja do pazdziernika. Na czas tfrwania badan stado podzielono na grupy doswiadczalne.
Czynnikiem dos$wiadczalnym byta ilo§¢ dodatku ziotowego w paszy tresciwej.

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

Zadanie 01-13-05-11
Ocena jakosci mleka pozyskanego od rodzimych ras owiec i kéz pod kqgtem produkciji
wyrobdw mlecznych ze szczegdlnym uwzglednieniem walordw prozdrowotnych
i sktadnikéw alergennych
kierownik zadania: dr hab. Aldona Kawecka, prof. IZ PIB

Kozy karpackie (Fot. 1. M. Pasternak)

Celem zadania jest ocena jakosci mleka pozyskanego od rodzimych ras owiec i kdz pod kg-
tem produkciji wyrobdw mlecznych, ze szczegdinym uwzglednieniem walordw prozdrowotnych
i sktadnikow alergennych.
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W pierwszym roku realizacji ocenie poddano mleko pochodzgce od kdz rasy karpackiej ze
stada objetego programem ochrony zasobdw genetycznych, kdz saanenskich oraz kréw utrzy-
mywanych w gospodarstwie ekologicznym. Zwierzeta utrzymywane byty w tfradycyjnych syste-
mach, ze statym dostepem do pastwiska od maja do wrzesnia.
Zbiorcze préby mileka do analiz pobrano w maiju i wrzeéniu, podczas doju porannego

i wieczornego, a nastepnie dostarczone w warunkach chtodniczych do przetwdrni, gdzie wy-
twarzano z nich jogurty i sery.

Jogurt i $wiezy ser podpuszczkowy wytworzone zostang w warunkach przetwdrni z mleka
Zbiorczego (osobno z kazdego rodzaju mleka), zgodnie z recepturami stosowanymi przez sero-
wara przy wytwarzaniu tych produktéw (tabela 1.).

Tabela 1. Etapy produkcji sera i jogurtow

Etapy produkciji sera Etapy produkcji jogurtu

Pasteryzacja w temperaturze 75°C w czasie 15s Podgrzanie mleka do temperatury 40-45 °C
Zaprawianie podpuszczkg, ok 30 min. Normalizacja zawartosci ttuszczu

Krzepniecie ok. 30 min. Pasteryzacja w 90 °C przez 5 minut
Mechaniczno-termiczna obrébka skrzepu Chtodzenie do 42 °C

Przeniesienie do perforowanych form, Zaszczepienie mleka bakteriami

Ociekanie przez 24 godziny Rozlew i inkubacja

Formowanie, prasowanie Zakwaszenie kwasem jogurtowym

Pakowanie Schtodzenie do 4-7 °C w ciggu kilkunastu godzin

Probki mleka, jogurtéw i seréw poddano analizom w laboratorium Katedry Przetwérstwa Pro-
duktéw Zwierzecych, Wydziat Technologii Zywnosci Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie.

Przeprowadzono nastepujgce analizy:

— mleko: gestose, kwasowosé miareczkowa, pH, czas krzepniecia pod wptywem pod-
puszczki, liczbe alkoholowqg. Okreslono réwniez podstawowy sktad chemiczny: suchg
mase, biatko w tym zawartos$¢ frakciji biatkowych oraz profil aminokwasowy, ttuszcz,
laktoze, popidt oraz ocene sensoryczng. Zbadano réwniez zawarto$é polifenoli ogé-
tem i wtasciwosci przeciwutleniajgce.

— produkty: przy ocenie jakosci produktow mlecznych wzieto pod uwage sktad che-
miczny: suchg mase, biatko w tym zawarto$¢ frakcji biatkowych oraz profil aminokwa-
sowy, ttuszcz, laktoze, popidt, ocene sensoryczng. Tak jak w przypadku mleka okre-
slono zawarto$¢ polifenoli ogdtem i wtasciwosci przeciwutleniajgce.

Sery i jogurty z mleka koziego (Fot. 2. M. Puchata)
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Przydatnos$¢ technologiczna mleka

Sktad podstawowy i wartos¢ energetyczng mieka krowiego i koziego przedstawiono w tabeli 2.
Mleko krowie miato wyzszg zawarto$¢ suchej masy, ttuszczu i biatka niz mleko kozie oraz byto
bardziej kaloryczne. Mleko kdz saanenskich zawierato najwiecej laktozy, natomiast kéz karpac-
kich byto bogatsze w sktadniki mineralne.

W tabeli 3. przedstawiono wybrane wskazniki przydatnosci technologicznej mleka. Kwa-
sowos¢ mleka jest jednym z gtdwnych parametrow decydujgcych o jego przydatnosci tech-
nologicznej. Normalne, $wieze mleko charakteryzuije sie pH w granicach 6,6-6,8 oraz kwasowo-
$cig miareczkowqg od 6,5 do 7,5°SH. Badane probki mleka cechowaty sie kwasowoscig miesz-
czgcq sie w powyzszym zakresie, co dobrze $wiadczy o $wiezosci i normalnosci sktadu surowca.

Podstawowym kryterium przydatnosci technologicznej mleka do produkciji koncentratow
i produktow sterylizowanych jest ocena stabilnosci uktadu koloidalnego mieka, ktérg mozna
oznaczy<¢ jako tzw. stabilno$¢ alkoholowq. Wynika to z faktu, ze stezony alkohol etylowy ma
wtasciwosci siinie dehydratacyjne, a zatem destabilizuje uktad koloidalny biatek mieka. Mleko
o wysokiej stabilno$ci powinno charakteryzowac sie liczbg alkoholowq powyzej 6. Uzyskane
wyniki $wiadczqg zatem o niskiej stabilnosci uktadu koloidalnego badanego mleka.

Metoda koagulaciji podpuszczkowej mleka jest powszechnie stosowana podczas pro-
dukcji seréw. W zwigzku z tym jednym z gtéwnych kryteribw przydatnosci technologicznej
mleka do produkcji serdw jest ocena krzepliwosci mleka pod wptywem podpuszczki. Wszystkie
oceniane préobki mleka charakteryzowaty sie typowym dla mleka czasem koagulacji pod-
puszczkowej, ktéry w zatozonych warunkach analizy w prébie Scherna powinien wynosi¢ od
240 do 600 sekund.

Tabela 2. Sktad chemiczny mleka pochodzgcego od kréw rasy jersey, kdz saanenskich i kéz karpackich

Sktad chemiczny Krowa jersey Koza saanenska Koza karpacka
S.M (g/100 g) 13,37 11,86 11,08

Ttuszcz (g/100 g) 5,24 3,61 3,48

Biatko (g/100 g) 3,43 3,20 3.10

Popidt surowy (g/100 g) 0,75 0,81 0,83

Laktoza (g/100 g) 4,05 4,24 3.67

kcal/100 g 77,03 62,27 58,36

kJ/100 g 320,84 260,14 243,67

Tabela 3. Wskazniki przydatnosci technologicznej mleka pochodzgcego od kréw rasy jersey, kéz saanenskich i kdz

karpackich

Parametr Krowa jersey Koza saanenska Koza karpacka
Gestos¢ (g/cm3) 1,03 1,03 1,03

pH 6,74 6,68 6,70
Kwasowos¢ (SH) 7.59 6,80 6,45

Czas krzepniecia (min) 3,90 3.28 3,10

Liczba alkoholowa (ml) 4,43 2,73 3,37

Analiza frakcji biatkowych mleka i jogurtéw

Przydatnos$¢ technologiczna mleka uzalezniona jest od ogdlnej zawartosci biatka oraz od zao-
wartosci poszczegdlnych jego frakcji. Z punktu widzenia produkcji serow znaczenie ma przede
wszystkim wysoka zawartos¢ frakcji kazeinowych, gdyz decyduje w gtdwnym stopniu o wydaj-
nosci produkcji. Wzajemnie proporcje miedzy kazeing i biatkami serwatkowymi wptywajqg takze
na stabilnos¢ termiczng biatek mleka. W przypadku nadmiaru, podatnych na koagulacje pod
wptywem wysokiej temperatury biatek serwatkowych zmniejsza sie stabilno$¢ termiczna mileka.
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W procesie produkcji jogurtdw procesowi fermentacii podlega laktoza jak réwniez dochodzi
do réznego rodzaju procesdw proteolizy. Miedzy innymi z czesci b-kazeiny powstaje gamma
kazeina. Zmiany proteolityczne majg wptyw na wtasciwosci przeciwutleniajgce. Zawartosé po-
szczegdlnych frakcji biatkowych rdznita sie w mleku (tabela 4.) oraz jogurtach krowich i ow-
czych (tabela 5.).

Tabela 4. Frakcje biatkowe biatka mleka pochodzgcego od krdw rasy jersey, kdz saanenskich i kdz karpackich

Frakcje biatkowe Krowa jersey Koza saanenska Koza karpacka
Laktoferryna 0,70 2,30 2,13

Albumina serum 1,00 2,95 3,55
Immunoglobuliny 0,78 3.26 2,13

a-kazeina 51,30 13.41 18,09
B-kazeina 20,39 48,20 41,89
K-kazeina 11,39 10,96 15,56
R-laktoglobulina 7,30 10,04 5,91
a-laktoalbumina 5,17 6,44 9,08

Peptydy 1,96 2,44 1,66

Tabela 5. Frakcje biatkowe biatka jogurtéw z mleka krowiego i koziego

Frakcje biatkowe Krowa Koza
Laktoferryna 3,47 0,86
Albumina serum 1,87 1,58
Immunoglobuliny 1,28 1.17
a-kazeina 49,48 12,98
B-kazeina 18,12 48,14
gammaCN 0,57 10,81
K-kazeina 12,01 2,30
R-laktoglobulina 3,97 13,61
a-laktoalbumina 6,08 6,86
Peptydy 3,15 1,69

Wtasciwosci przeciwutleniajgce

Mleko i mleczne produkty fermentowane majg ogromny wptyw na zdrowie. Szczegdinie pro-
dukty fermentowane, dzieki obecnosci bakterii fermentaciji mlekowej, wykazujq silne dziatanie
przeciwutleniajgce w stosunku do wolnych rodnikéw, a jest to jeden z czynnikdw zapobiega-
jgcy nowotworom. Potencjat antyoksydacyjny wykazuje kazeina oraz laktoferyna, biatka wy-
stepujgce w mleku i w mlecznych produktach fermentowanych. Jogurt oraz kefir cechujq sie
najwyzszg aktywnosciq przeciwutleniajgcg w poréwnaniu z innymi produktami fermentowa-
nymi dostepnymi na rynku. Frakcja B-kazeiny cechuje sie wysokq aktywnosciq antyoksyda-
cyjng ze wzgledu na obecnosc reszt prolinowych.

Potgczenie biatek mleka, gtdwnie kazeiny i R-laktoglobuliny oraz polifenoli moze wpty-
wac na zwiekszenie potencjatu przeciwutleniajgcego mlecznych produktéw fermentowa-
nych. Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze zardbwno mleko jak i jego prze-
twory posiadajg wtasciwosci przeciwutleniajgce, przy czym potencjat utleniajgcey jest wyzszy
w produktach, w ktérych zaszty kontrolowane zmiany proteolityczne (tabela é.).
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Tabela 6. Wtasciwosci przeciwutlenigjgce mleka krowiego i koziego oraz serdw i jogurtéw wytworzonych z tego mleka

Mleko Ser Jogurt
Parametr
Krowa Koza Krowa Koza Krowa Koza
Zawartose polifenoli ogotem 38,39 37,00 322,24 173,78 111,60 107,51
(mg kw. galusowego/100g)
Wtasciwosci przeciwutl.
(met. FRAP) 0.16 0,14 0.60 0,33 0,31 0,15
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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

Celem prac byto wykazanie wptywu systemdw filtracji wody na poziom stresu u ryb. Wykonano
pierwszy cel badawczy pn. ,Zatozenie hodowli suma afrykanskiego”. Polegat on na urucho-
mieniu dwdch obiegdw produkcji suma afrykanskiego. Jeden obieg obejmowat prosty system
filtracji, drugi obieg posiadat zaawansowane systemy filtracji. Nastepnie wykonano drugi cel
badawczy pn.: ,Zakup aparatury i odczynnikéw”, polegajgcy na przetestowaniu oraz skonfi-
gurowaniu urzgdzen do monitorowania parametréw: TDS, pH, temperatury, ORP. Urzgdzenia
zostaty podtgczone do routera pracujgcego w pasmie 2,4 GHz oraz podtgczone do jednej
cyfrowej platformy, z ktérej mozna byto zarzgdzad ich pracq i zmienia¢ ustawienia. Nastepnie
wpuszczono ryby do obiegdw. Pobrano probki wody z obiegu RAS z brudng wodaq, w ktdre
wykazaty: pH = 6,5 NO3 = 1650 mg/l NHs = 3,21 mg/I, PO4 = 24,6326 mg/|. Rbwnoczesnie wyko-
nano préby poboru kortyzolu od badanych zwierzat w celu ich skorelowania z poziomem kor-
tyzolu w wodzie oraz parametrami fizyczno-chemicznymi wody.

W nastepnym kwartale ponownie pobrano ryby oraz probki wody. Badanie ICP wykazato
pH = 6,4 NOs = 2150 mg/I NH4 = 4,28 mg/Il, PO4 = 31,7647. Wyniki pokazaty znaczgcy spadek
jakosci parametréw wody w obiegu ze standardowq filtracjq.

Podczas pobierania tkanek od ryb z prostym i zaawansowanym systemem filtracji zau-
wazono, ze samice ryb z brudnej wody posiadaty jaja koloru jasnoszarego co oznaczato ich
resorpcje przez organizm matki. Pobrane tkanki i narzgdy wechu oraz rozrodcze przekazano
do analiz do Wydziatu Biologii Zaktadu Anatomii Poréwnawczej Instytutu Zoologii i Badan Bio-
medycznych Uniwersytetu Jagiellorskiego.

Ponadto, ryby z brudnej wody posiadaty wiecej ran spowodowanych podgryzaniem
sie ryb. Jednoznacznie stwierdzono, ze staba filtfracja wody ma bardzo duzy wptyw na poziom
stresu U ryb, ktéry przektada sie na tempo wzrostu, kondycje oraz gotowos$¢ do rozrodu.

Zadanie 04-14-06-11
Wptyw dodatku makuchu i oleju z nasion dyni na uzytkowos¢ krolikow

kierownik zadania: prof. dr hab. Dorota Kowalska

Pestki dyni sg cennym zrodtem biatka (okoto 30 g/100 g) i ttuszczu (okoto 50 g/100 g), zawierajg
natomiast niewiele weglowodandw (okoto 10 g/100 g). Wartos¢ energetyczna 100 g suszo-
nych tuskanych pestek wynosi 566 kcal (23,7 MJ/kg). Wystepujg w nich witaminy A, C, D, EiK
oraz z grupy B: B1, B2i Bé.

Z zywieniowego punktu widzenia wazna jest wysoka zawartos¢ w pestkach wieloniena-
syconych kwasodw ttuszczowych, btonnika pokarmowego, fitosteroli, fosforu, potasu, zelaza, se-
lenu i cynku, dzieki czemu przypisuje sie im wtasciwosci prozdrowotne. Zwiqzki bioaktywne za-
warte w pestkach dyni stanowig naturalng alternatywe dla zwalczania organizmdw patogen-
nych i pasozytéw (gtdéwnie fitosterol — kukurbitacyna), a takze zwiekszajg odporno$¢ na roz-
nego typu infekcje bakteryjne, majg réwniez dziatanie przeciwnowotworowe. Przypisuje sie im
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wzrost potencjatu rozrodczego i poprawe rozwoju jgder u zwierzgt. Bakeeriwsp. (2021) stwier-
dzili u samcow krélikbw karmionych mieszankg z dodatkiem oleju z pestek dyni zmniejszenie
odsetka anomalii nasienia. Z kolei Mohammadi i wsp. (2014) wykazali, ze podanie imbiru i eks-
traktu z pestek dyni jednoczesnie zwieksza liczbe komdrek rozrodczych w przewodach nasien-
nych i ma pozytywny wptyw na odnowienie procesu spermatogenezy u dorostych szczurdw
po leczeniu cyklofosfamidem.

Produktem ubocznym ftoczenia oleju z nasion dyni jest makuch, stanowigcy znakomity
dodatek do podstawowej diety zwierzgt gospodarskich i ryb. Badania naukowe wykazaty, ze
zawartos¢ biatka ogdlnego w suchej masie makuchu z pestek dyni wynosi 59,94%, jest zatem
wyzsza niz w poekstrakcyjnej srucie sojowej — 47,42% (Zdunhczyk i wsp., 1998). W przypadku zy-
wienia krolikdbw makuchem wazna moze okazacd sie wysoka zawarto$s¢ aminokwasdw siarko-
wych, niezbednych w ich diecie ze wzgledu na sezonowqg zmiane okrywy wtosowej.

Celem podjetych badan byto okreslenie wptywu dodatku makuchu i oleju z pestek
dyni do petnodawkowych mieszanek paszowych na zdrowotnos¢, wskazniki odchowu kréli-
czati wydajnos¢ rzezng oraz jakos¢ miesa tych zwierzgt. Prowadzone badania mogq przyczy-
ni¢ sie do istothego zwiekszenia efektywnosci wykorzystania makuchu i oleju z pestek dyni p
przez wdrozenie receptur i produkcje mieszanek paszowych dla krélikdw zawierajgcych ten
komponent.

W pierwszym kwartale roku pokryto 30 samic krélikbw rasy popielnianskiej biatej, utrzy-
mywanych w fermie nalezqcej do Instytutu Zootechniki PIB w Aleksandrowicach. Urodzone
kréliczeta odchowywano przy matkach, w kojcach na gtebokiej scidtce do wieku 35 dni, a na-
stepnie przeniesiono do metalowych klatek przeznaczonych do odchowu towarowego zwie-
rzat. Utworzono trzy grupy kontrolng (K) i dwie doswiadczalne (D1 i D2) po 20 sztuk krdliczgt
w kazdej, ktére zywiono do wieku 90 dni petnoporcjowymi mieszankami granulowanymi z 0,5
i 10% dodatkiem makuchu z pestek dyni. W sktad podstawowej mieszanki paszowej wchodzita:
poekstrakcyjna sruta sojowa, susz z lucerny, otreby pszenne, $ruty: jeczmienna i kukurydziana,
olej rzepakowy, fosforan paszowy, NaCl, premix mineralno-witaminowy i arbocel. W grupie D2
makuch z dyni zastgpit w catosci poekstrakcyjng srute sojowq.

W 90. dniu zycia ubito po 10 sztuk kréliczgt z kazdej grupy. Podczas uboju pobrano tkanki
niezbedne do dalszych analiz, takie jak: mieso, krew, wgtrobe, nerki, jelita i Sledzione. Przepro-
wadzono analize rzezng (masa tuszki cieptej z gtowag/masa zwierzecia przed ubojem x100)
tuszki cieptej i zimnej. Wykonano morfologie i badanie biochemiczne pobranej krwi krélicze;.
Okreslono takie parametry krwi, jak: ALT, ALP, albumina, lipaza, kreatynina, mocznik, poziom
cholesterolu i trojgliceryddw.

W prébkach pobranego miesa wykonano analize kwasowosci i barwy po 45 minutach
i 24 godzinach od uboju, a takze analize tekstury okredlajgc takie parametry, jak: sita ciecia,
twardose, spdjnose, sprezystosc i zujnose. Okreslono podstawowy sktad chemiczny i zawartose
wyzszych kwasow ttuszczowych, cholesterolu i aminokwaséw w prébkach miesa pobranego
Z mie$nia combra (m. longissimus lumborum).

Od momentu odsadzenia kréliczgt od matek do dnia uboju, raz na dwa tygodnie, zbie-
rano z podtoza $wiezy kat w celu okreslenia obecnosci oocyst Eimerii oraz zbadania sktadu
gatunkowego tego pierwotniaka w poszczegdlnych grupach zywieniowych.

Tabela 1. Masa ciata krolikdw (g) w poszczegdlnych tygodniach odchowu (Srednia + SEM)

K DI D2
Masa ciata w 35. dniu 962,2¢11,8 973,3+13,2 972,5¢11,8 0,779
Masa ciata w 56. dniu 1635,0£39,9¢ 1505,0£35,70 1547,0+43,3¢0 0,070
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Masa ciata w 70. dniu 2059,3+48,1 2042,8+41,3 2020,3£54, 1 0,847
Masa ciata w 77. dniu 2346,0+51,3 2330,0+41,4 2298,0+54,2 0,782
Masa ciata w 90. dniu 2769,0£66,5 2869,8+46,8 2926,3£55,7 0,150

K — grupa kontrolna zywiona granulowang mieszankg podstawowq o standardowej recepturze
D1 - grupa zywiona mieszankg z 5% udziatem makuchu z pestek dyni

D2 - grupa zywiona mieszankg z 10% udziatem makuchu z pestek dyni

SEM - btqd standardowy Sredniej

Przy wyréwnanej masie ciata w dniu odsadzenia, statystyczne potwierdzone rdznice stwier-
dzono jedynie w 56. dniu zycia krdliczgt, pomiedzy grupg K a D11 D2 (tabela 1.).

Tabela 2. Analiza rzezna tuszki cieptej (g) | wydajnose rzezna (%) (Srednia + SEM)

Wyszczegdlnienie Sree p-value ‘
K DI D2
Masa ciata krélika 2821,5+88,0 2893,057,1 2881,0+83,6 0,784
Masa fuszki bez gtowy 1412,6452,9 1499,8+34,4 1477,2457,3 0,441
Gtowa 243,6%9,02 240,9+3,51 236,0£4,81 0,684
Watroba 83,2045,79 83,34%1,92 81,29+4,98 0,938
Serce 9,440+0,34 9,540+0,42 10,54+0,62 0,221
Nerki 18,05+0,86 17,74%0,75 17,18+0,89 0,761
Ptuca 19,14+1,430 15,760,470 15,70£0,71b 0,026
Ttuszcz okotonerkowy 16,01+2,63 11,03+4,18 10,67+3,08 0,464
Ogdtem czedci jadalne 1802,1+66,5 1878,2438,5 1848,6+63,0 0,644
Skéra z okrywq wtosowq 308,0£14,5 311,2412,3 298,5+11,3 0.766
Krew 151,024,35 146,9+7,40 156,4+6,75 0,576
Skoki 80,50+2,19 81,16£1,47 81,92+2,32 0,885
Przewdd pokarmowy 479,9£11,5 475,5£12,6 495,6+10,7 0,449
Ogdtem odpady 1019,4423,5 1014,8+20,9 1032,4422,2 0,846
Wydajnos$¢ rzezna 50,000,480 51,82+0,37¢ 51,15£0,609 0,047

Oznaczenia jak w tabeli 1.

Najwyzszg, potwierdzong statystycznie w stosunku do grupy K wydajnosé¢ rzezng stwierdzono
w grupie D1, ofrzymujacej mieszanke paszowq z 5% dodatkiem makuchu z pestek dyni (tabela
2.).

Tabela 3. Kwasowos¢ i barwa miesni combra (m. longissimus lumborum) ($rednia = SEM)

Wyszczegdlnienie Srie . P-value Normy ‘
K D1 D2
pPHas 6,715+0,04 6,601£0,0500 6,504+0,03° 0,006 6,10-6,80
PH24 5,733%0,27¢ 5,588+0,030 5,563+0,020 0,000 5,60-5,85
L* 45 60,82+0,63 62,71£0,98 62,97+0,92 0,172
a*s5 6,562+0,65 6,590+0,61 5,260+0,80 0,313
*45 3,871£0,62 4,474%0,43 3.875%0,61 0,684
L*24 56,18%1,620 59,29+1,45a 60,27+0,69¢ 0,090
a*24 8,578+0,859 9,06810,46¢ 7,090£0,29° 0,062
0*24 6,750+0,38 6,929+0,41 6,130+0,30 0,286

Oznaczenia jok w tabeli 2.
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W grupach do$wiadczalnych w miesniu combra stwierdzono nizszg od wymaganych norm
kwasowos¢ miesa po 24 godzinach od uboju. Statystycznie potwierdzone réznice pomiedzy
grupami stwierdzono dla sktadowej L*24i a*24 (tabela 3.).

Tabela 4. Profil wybranych kwasdw ttuszczowych (g/100 g wszystkich oznaczonych kwasdw) i cholesterolu (mg/g)

w migsniach combra (m. longissimus lumborum) (Srednia + SEM)

el Grupa - p-value
K DI D2
Cioo 0,11520,017 0,109+0,014 0,11420,012 0,946
Ci2o 0,131+0,014 0,144%0,012 0,15620,014 0,438
Ciso 25,250,516 27,88+0,7340 27,36+0,325° 0,031
Cising 0,474+0,021¢@ 0,420+0,0150 0,344+0,012¢ < 0,001
Cizo 0,58520,023¢ 0,499+0,016P 0,53820,0199 0,016
Ciso 5,75740,194¢ 5,065%0,1410 5,85140,1720 0,006
Cising 31,0520,551¢ 26,4740,6210 23,0240,471¢ <0,001
Cigans 22,02+0,426¢° 23,540,519 29,67+0,804° < 0,001
Cigana 2,164+0,116¢° 1,41440,078° 1,14740,045¢ <0,001
CLA 0,032+0,003¢ 0,018+0,0020 0,032+0,002¢ <0,001
Caoo 0,109+0,005 0,101£0,004 0,10240,006 0,537
Caosn-s (EPA) 0,099+0,020° 0,084+0,008¢ 0,040+0,005b 0,009
Ca26n-3 (DHA) 0,052+0,008 0,070+0,008 0,053+0,009 0,241
Co2:4n-6 0,745+0,113¢ 1,10240,113p 0,794%0,1082 0,065
Cazsns 0,333+0,053¢ 0,481+0,048° 0,318%0,047¢ 0,054
Ca2sn3 0,445+0,077¢ 0,449+0,049 0,21620,029° 0,008
SFA 34,6240,726° 36,58+0,8450 36,95+0,3500 0,046
UFA 65,01+0,702¢ 62,91+0,857> 62,69+0,3230 0,038
MUFA 36,0140,677¢ 31,68%0,7430 27,46%0,757¢ <0,001
PUFA 29,00+0,867¢ 31,23+0,536¢ 35,23+0,955° <0,001
PUFA n-6 26,20+0,831¢@ 29,19+0,514p 33,76+0,915¢ <0,001
PUFA n-3 2,802+0,0692 2,044+0,0430 1,472+0,046¢ <0,001
PUFA n-6/n-3 9,368+0,263¢ 14,3240,2820 22,99+0,423¢ <0,001
Cholesterol 0,60140,03¢ 0,575%0,03a0 0,570%0,030 0,083

Oznaczenia jak w tabeli 2.

Z zywieniowego punktu widzenia najbardziej korzystny stosunek wielonienasyconych kwasdw
ftuszczowych PUFAN-6/n-3 stwierdzono w grupie K (tabela 4.). Najnizszy poziom cholesterolu
w miesniu combra oznaczono w grupie D2 (0,570 mg/g). W stosunku do grupy K (0,601 mg/g)
réznica okazata sie statystycznie istotna.

Tabela 5. Parametry biochemiczne krwi kréliczej (srednia £ SEM)

le]
Crup - P-value ‘

Wyszczegodlnienie K DI D2

ALT (U/1) 35,835£16,75 47,779%15,73 44,546%17,81 0,275
ALP (U/1) 173,050+65,10 215,075+67,90 216,300+61,54 0,258
Albumina (g/dl) 3.721+0,50 3.470+0,46 3.778+0,64 0.410
Lipaza (U/1) 251,470£48,300 234,709+67,28P 330,656+96,33¢ 0.016
Kreatynina (mg/dl) 0.846%0,18p 0,944+0,170P 1,059+0,15¢ 0,031
Mocznik (mg/dl) 29,305+5,13¢ 22,199+4,490 24,670+6,0190 0.017
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Cholesterol (mg/dl) 208,30+5,52¢ 194,30+2,26° 181,40+2,16¢ <,001
Tréjglicerydy (mg/dl) 189,3043,6%¢ 177,40%3,24p 161,10£2,72p <,001
HDL (mg/dl) 59,20+2,29 61,00+1,39 62,00£1,63 0,549
LDL (mg/dl) 111,2443,73¢ 97,82+2,09° 87,1842,32¢ <0,001

Oznaczenia jak w tabeli 1.

We wszystkich trzech grupach stwierdzono przekroczenie wartosci parametru ALP w stosunku
do podawanych wartosci referencyjnych, co jednak jak podaije literatura tematu jest dopusz-
czalne u mtodych krdliczgt. Za korzystny nalezy uznaé statystycznie potwierdzony spadek
w grupach doswiadczalnych poziomu cholesterolu i LDL.

Poziom oocyst Eimerii réznit sie pomiedzy grupami w poszczegdlnych okresach pobiera-
nia katu do badan (wykres 1.). Nie stwierdzono obecnosci E. stiedai, powodujgcej kokcydioze
watrobowq, a poziom najbardziej inwazyjnych gatunkdw bytujgcych w jelitach (E. intestinalis,
E. flavescens) byt niski i dotyczyt jedynie probek katu z grup Ki D1 pobieranych bezposrednio
po odsadzeniu.

Wykres 1. Poziom oocyst Eimerii w prébkach katu pobieranych w okresie od odsadzenia do uboju
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Zaktad Hodowli Koni
kierownik: dr inz. Iwona Tomczyk-Wrona

Zadanie 01-15-03-11
Ocena dyskomfortu u koni pracujgcych oraz dotknietych egzemaq letniq i analiza
genetyczna wystepowania tej choroby
kierownik zadania: dr inz. Iwona Tomczyk-Wrona

Ocena dobrostanu koni poprzez rozpoznanie sygnatéw dyskomfortu i/lub bdlu u koni pracujg-
cych

Habituacja koni do obecnosci aparatu (wykonanie zdje¢ koni na pastwisku powtarzano do
momentu, w ktérym przestaty wykazywac zainteresowanie obecnoscig aparatu). Procedura
zaktadata wykonanie zdjecia co 5 sekund. Nastepnie ko byt prowadzony do schodkdw, z kté-
rych jezdzcy wsiadajg na konie. Zrealizowano trzy fotografie w odstepie 5 sekund, gdy kon
znajdowat sie przy schodkach. W frakcie eksperymentu koniom zatozono holter do pomiaru
fetna - polar equine z nadajnikiem H10.

W eksperymencie wzieto udziat 15 koni pracujgcych z dwédch o$rodkach jezdzieckich.
Konie réznych ras w wieku od 6 do 15 lat, w tym 8 watachdw i 7 klaczy. Wszystkie konie uczest-
niczgce w do$wiadczeniu byty zdrowe i nie posiadaty zadnych kontuzji. W obu stajniach konie
miaty dostep do padokdw, zywienie byto oparte na paszy objetosciowej, a dostep do wody
byt nieograniczony. Wykonano po 3 zdjecia kazdego konia w réznych sytuacjach: na pastwi-
sku/padoku, podczas prowadzenia i podczas stania przy schodkach do wsiadania. Dokonano
analizy opartej na punktaciji 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 mieénie twarzowe (4), napiete i rozszerzone noz-
drza (5), napiety pysk (6) (fotogrfia 1.). Przyznano punkty: 0 — niewidoczne, 1 - lekko widoczne,
2 — wyraznie widoczne.

Konie przy schodkach do wsiadania — po lewej nie pracuje w szkétce jezdzieckiej (3 pkt. w skali HGS); po prawej pra-
cuje od lat w rekreaciji (9 pkt. w skali HGS)
(Fot. 1. 1. Tomczyk-Wrona)
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Do obliczen statystycznych wykorzystano oprogramowanie Statistica 13. Z trzech zdjeé obili-
czono $rednig dla kazdej z sytuaciji i dla kazdego indywidualnego osobnika. Sprawdzono nor-
malno$¢ rozktadu testem Shaphiro-Wilka. Dla poréwnania grup zastosowano test t studenta,
oraz w przypadku rozktadu odbiegajgcego od normalnego test kolejnosci par Wilcoxona.

Tabela 1. Wyniki oceny mimiki koni z dwdch oérodkdw jezdzieckich

Srednia mediana minimum maksimum  percentyl percentyl odch. std
Pastwisko 3,32 3,26 1,25 5,44 2,30 3.99 1,22
Prowadzenie 4,51 4,66 1,31 6,66 4,34 4,99 1,08
Przy schodkach 5,67 5,81 3,01 7,50 4,67 6,00 1,15

Wykazano istotne réznice pomiedzy oceng mimiki na pastwisku a podczas prowadzenia na
uwigzie (Z=3.33, P=0.001), oraz pomiedzy oceng na pastwisku i podczas stania przy schodkach
(t=-4,98, P<0,001). Wykazano réwniez réznice pomiedzy mimikg w skali HGS u koni podczas pro-
wadzenia na uwigzie i przy schodkach (Z=2.32, P=0.02).

Wykres 1. Czestotliwos¢ skurczéw serca podczas trzech réznych sytuacii

70 1

60 A

50 -

40 -

30 -

20 -

Czekanie Prowadzenie Schodki

Wyraz pyska koni zmieniat sie istotnie z zrelaksowanego/rozluznionego na zestresowany, gdy
konie byty doprowadzane do schodkdw do wsiadania. Wyniki te sugerujqg, ze konie mogg miec
negatywne skojarzenia ze schodkami do wsiadania, spowodowane nieprzyjemnym momen-
tem wsiadania i/lub jazdqg. Czestotliwos$¢ skurczdw serca zmienita sie nieznacznie, w tym pod-
czas prowadzenia ruch wptynat na pobudzenie pracy serca, ktére mogto sie utrzymacd przy
schodkach do wsiadania. Wyniki sugerujq, ze przy schodkach do wsiadania zmienia sie nasta-
wienie emocjonalne koni, jednak pomiary tetna wskazujq, ze nie sq one w nadmiernym stra-
chu.
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Zbadanie podtoza genetycznego egzemy letniej u koni huculskich

Zebrano materiat DNA do badan nad lipcéwkg u hucutdw. Czesé materiatu pochodzita z bazy
Zaktadu Biologii Molekularnej Instytutu Zootechniki PIB. Przebadano 81 koni, ktére podzielono
na trzy grupy: obarczone chorobq (34 konie), zdrowe (41) i prawdopodobnie obarczone (6).

Wykres 2. Populacja koni huculskich.
Zielony - konie obarczone lipcéwkq; czerwony — konie zdrowe; niebieski — prawdopodobnie obarczone lipcdwkg
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Egzema letnia (lipcdwka) to choroba poligenetyczna, a wyodrebnienie gendw, ktére sq od-
powiedzialne za jej wystepowanie wymaga dalszych, dogtebnych analiz. U koni obarczonych
egzemgq skérng wyodrebniono miedzy innymi ADAMTS2 — odpowiedzialny za stany zapalne
skéry, KCnT2 - zwiqgzany z dziataniem pompy sodowo-potasowej, moggcy powodowaé nad-
wrazliwo$¢ na bdél. KCnT2 oraz LhX9 - u ludzi sg powigzane z nowotworami. Mutacja w genie
SH3PXD2B moze wywotywac rzadki zespdt autosomalny recesywny i odgrywa role w przebu-
dowie macierzy zewnagtrzkomoérkowej i migraciji komodrek. Dodatkowo, analiza rodowoddw
koni wykazata, ze wirdéd przodkdw koni obarczonych lipcdwkg powtarza sie ogier Cukor-Gur-
gul-5 w linii zardbwno po matce, jak i po ojcu.
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Zaktad Zywienia Zwierzat i Paszoznawstwa
kierownik: prof. dr hab. Beata Szymczyk

Zadanie 01-16-06-11
Ocena wptywu innowacyjnych wysokobiatkowych pasz n-GMO pochodzenia krajowego
na strawnosc sktadnikéw pokarmowych, wskazniki produkcyjne i status zdrowotny zwierzqt
gospodarskich
kierownik zadania: prof. dr hab. Matgorzata $wigtkiewicz

Celem badan byto uzyskanie wiedzy na temat bezpieczenstwa i warto$ci pokarmowej nasion
soi Nn-GMO uprawianych w kraju i produktdw ich przetworzenia oraz biatkowych produktow
pochodzenia owadziego, jako niekonwencjonalnych komponentéw mieszanek paszowych
dla zwierzgt gospodarskich.

Ponadto, celem byto opracowanie i okreslenie wptywu innowacyjnego produktu biat-
kowego, opartego na paszy sojowej Nn-GMO pochodzenia krajowego, wzbogacone] w wy-
brane naturalne substancje immunostymulujgce takie jak mgczka owadzia czy tez antyoksy-
dant (astaksantyna), na rozwdj przewodu pokarmowego, status zdrowotny oraz ksztattowanie
odpornosci czynnej zwierzgt gospodarskich, jak réwniez na emisje substancii szkodliwych.

Badania zaplanowane w zadaniu realizowano w ramach czterech podzadan (tzw. celdw ba-

dawczych):

Celnr1: Ocena jakosci, sktadu chemicznego i wartosci pokarmowej niekonwencjonalnych
Zrédet biatka paszowego n-GMO pochodzenia krajowego, oraz ocena bezpieczen-
stwa ich stosowania i wptywu na status metaboliczny i zdrowotny zwierzgt modelo-
wych.

Celnr2: Ocena wptywu niekonwencjonalnych zrédet biatka paszowego n-GMO na rozktad
i przebieg fermentacji w zwaczu, strawnos¢ jelitowq i wskazniki fiziologiczne we krwi
krow przetokowanych.

Celnr3: Ocena zastgpienia poekstrakcyjnej sruty sojowej materiatem biatkowym z nasion
krajowej soi n-GMO, oraz ocena wptywu innowacyjnego produkiu biatkowego
(z nasion soi, wzbogaconego w prozdrowotne substancje biologicznie czynne), na
wyniki odchowu i status zdrowotny warchlakdw.

Celnr4: Ocena zastgpienia poekstrakcyjnej sruty sojowej materiatem biatkowym z nasion
krajowej soi n-GMO, oraz ocena wptywu innowacyjnego produkiu biatkowego
(z nasion soi, wzbogaconego w prozdrowotne substancje biologicznie czynne), na
wyniki odchowu i status zdrowotny cielgt.

Uogdlniajgc, przebieg realizacji catego zadania mozna przedstawié nastepujgco: badania
rozpoczeto od doktadnej analizy chemicznej wybranych materiatéw paszowych (surowe na-
siona soi frzech odmian, ekstrudowane nasiona soi tfrzech odmian (ekstrudat), makuch z nasion
soi frzech odmian, mgczka z larw muchy Hermetia illucens (HI) petnottusta, mqgczka z larw HI
odttuszczona oraz oceny bezpieczenstwa ich stosowania na zwierzetach modelowych
(szczury) — cel nr 1. Nastepnie, oceniono przydatno$¢ tych materiatdw paszowych w zywieniu
przezuwaczy na podstawie doswiadczen na krowach przetokowanych do zwacza i do jelita
cienkiego — cel nr 2. W kolejnym kroku wybrano dwa materiaty paszowe najbardziej przydatne
do zywienia zwierzgt gospodarskich, 1j. makuch z nasion soi odmiany Viola oraz mgczke z larw
HI petnottustq. Badania przydatnosci tych materiatdw, jako zamiennikdw poekstrakcyjnej sruty
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sojowej, przeprowadzono na odsadzonych prosietach i cieletach, tj. najbardziej wymagajg-
cychiwrazliwych grupach technologicznych $wih i bydta — cel nr 3i 4. Badania te prowadzono
dwutorowo: a) w pierwszym doswiadczeniu ocena przydatnosci makuchu sojowego, b) w dru-
gim doswiadczeniu ocena przydatnosci innowacyjnego produktu biatkowego (z makuchu so-
jowego wzbogaconego dodatkiem petnottustej mgczki z larw Hl i przeciwutleniacza astaksan-
tyny). Dodatkowo, w celu nr 4 (jako badania uzupetniajgce), przeprowadzono ocene wptywu
formy podania (pasza freSciwa lub preparat milekozastepczy) oraz dawki astaksantyny
(0,11 lub 0,25 mg/kg mc/dz.), na wskazniki wzrostowe cielgt oraz status zdrowotny.

Wyniki badan zrealizowanych w ramach zadania wykazaty, ze:

procesy technologiczne zastosowane w czasie wytwarzania ekstrudatu praktycznie
catkowicie unieczynnity enzym ureaze (o 98-99%), natomiast obnizenie aktywnosci in-
hibitoréw trypsyny byto skuteczniejsze po przetworzeniu nasion soi na makuch (spadek
0 52-59%) w poréwnaniu z ekstrudatem (spadek o 30-45%). Réznice miedzy odmianami
soi byty niewielkie,

makuch, w poréwnaniu z ekstrudatem, cechowat sie wiekszg zawartoscig biatka i lizyny
i mniejszg zawartoscig ttuszczu, co lepiej kwalifikuje go jako pasze biatkowq dla zwierzgt
gospodarskich. Ponadto, w makuchu stwierdzono nizszy poziom substancji antyzywie-
niowych i mniej kolonii grzybéw plesniowych, w poréwnaniu z ekstrudatem.

ocena wartoéci pokarmowej biatka przeprowadzona na zwierzetach modelowych
(szczury) wykazata, ze makuch z nasion krajowej soi odmiany Viola charakteryzuje wy-
soka i porownywalna z kazeing warto$¢ biologiczna biatka. Wskazniki uzyskane dla pet-
nottustej i niskottuszczowej maczki z larw HI wskazujg na istotnie nizszqg, niz w produktach
sojowych i kazeinie, warto$¢ pokarmowq biatka, ktéra moze jednak wzrosng¢ po uzu-
petnieniu w mieszance niedoboru aminokwasdw siarkowych, ograniczajgcych wyko-
rzystanie biatka w organizmie,

zastgpienie w diecie zwierzgt modelowych (szczuréw) poekstrakcyjnej sruty sojowej in-
nowacyjnym produktem biatkowym (makuch sojowy z dodatkiem petnottustej mgczki
z larw Hermetia illucens stosowanej tgcznie lub bez astaksantyny) nie wywarto negao-
tywnego wptywu na wskazniki wzrostowe i status zdrowotny tych zwierzat, obserwo-
wano wyrazng poprawe czynnosci frzustki w stosunku do grupy kontrolnej. Wskazniki
watrobowe rowniez ulegty poprawie, jednak wptyw zywienia zalezny byt od ptci zwie-
rzgt — w przypadku samcdw najkorzystniej na czynno$¢ watroby wptyngt dodatek do
makuchu 1% maqczki Hl, a u samic najlepszy efekt uzyskano stosujgc 1% maqczki Hi
z astaksantyng. Wptyw zywienia na profil lipidéw i wskazniki nerkowe byt niejedno-
znaczny, dlatego istnieje konieczno$¢ kontynuowania badan, w celu wyjasnienia
wszystkich niejasnosci,

produkty sojowe oraz niskottuszczowa magczka HI miaty wyzszy rozktad zwaczowy biatka
niz poekstrakcyjna $ruta sojowa dla poczgtkowych termindw inkubacii, az do 16 godzin
wtgcznie. Surowe petnottuste nasiona soi oraz materiaty paszowe z tych nasion (mao-
kuch, ekstrudat), stosowane jako catkowite zamienniki biatka poekstrakcyjnej sruty nie
modyfikowaty istotnie fermentaciji zwaczowej,

pomimo obiecujgcych wynikdw dotyczgcych rozktadalnosci w zwaczu biatka mgczki
z larw HI, najprawdopodobnigj infensywny zapach sprawit, ze pasza z jej udziatem nie
byta pobierana przez krowy, co uniemozliwito wykorzystanie jej jako zamiennika poeks-
trakcyjnej sruty sojowej w mieszance tre$ciwej dla kréw i przebadanie wptywu takiej
mieszanki na przebieg fermentaciji w zwaczu i wskazniki krwi,
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- w przypadku zywienia warchlakdw istnieje mozliwos¢ catkowitego zastgpienia poeks-
trakcyjnej sruty sojowej, makuchem z nasion krajowej soi, gdyz nie odnotowano staty-
stycznie istotnego wptywu na strawnos¢ sktadnikdw pokarmowych i fosforu,

— wskazniki produkcyjne oraz zdrowotne tych zwierzgt. Stwierdzono, ze obecnos¢ maku-
chu sojowego w paszy moze istotnie wptywac na jakos$¢ ttuszczu miesa Swin (wiecej
kwasdw PUFA), przy czym nie obserwowano negatywnego wptywu wyzszego stopnia
nienasycenia ttuszczu na trwato$¢ miesa i stoniny w czasie przechowywania,

- w przypadku zywienia warchlakéw kazdy z testowanych innowacyjnych produktow
biatkowych moze w 100% zastgpi¢ poekstrakcyjng $rute sojowq, gdyz nie wptywa istot-
nie na wyniki produkcyjne, a wskazniki zdrowotne, mimo ze zréznicowane pozostajg
w obrebie normy, ponadto nie obserwowano zmian w sktadzie podstawowym miesa.
Obecnos$¢ mgczki HI w innowacyjnym produkcie biatkowym ma istotny wptyw na profil
kwasdw ttuszczowych miesa i stoniny. Produkty te w grupach otrzymujgcych innowa-
cyjny produkt biatkowy cechowaty sie wiekszqg iloscig kwasdw SFA i mniejszqg iloscig
MUFA, przy czym w przypadku miesa nie miato to wptywu na trwatos¢ oksydacyjng,
natomiast w przypadku stoniny stwierdzono korzystniejszy nizszy poziom wskaznika
TBARS,

- zastgpienie poekstrakcyjnej sruty sojowej makuchem sojowym lub innowacyjnym pro-
duktem biatkowym w paszy dla $wih moze obnizy¢ ilos¢ amoniaku wydalanego z od-
chodami do Srodowiska. Testowane zamienniki poekstrakcyjnej sruty sojowej w niekto-
rych odcinkach jelita grubego obnizajg poziom fenolu, ale mogg podnosi¢ poziom kre-
zolu. Sam makuch sojowy nie wptywa na sume lotnych kwasdéw ttuszczowych powsta-
jacych w wyniku fermentacji w jelicie grubym, natomiast innowacyjny produkt biat-
kowy (makuch z dodatkiem mgczki HI z dodatkiem lub bez astaksantyny) moze obnizac
sumaryczng ilos¢ LKT,

— petnoftusta magczka z larw muchy Hermetia illucens dodana do makuchu sojowego
w ilosci 2,5 lub 5% nie ma istotnego wptywu na ilos¢ badanych bakterii wyhodowanych
na podtozach (Escherichia coli, Enterococcus, pateczki kwasu mlekowego),

- makuch sojowy moze by¢ stosowany jako gtdwne zrédto biatka w mieszankach tresci-
wych dla cielgt, jako catkowity zamiennik poekstrakcyjnej sruty sojowej, gdyz nie obser-
wowano wptywu makuchu sojowego na wyniki produkcyjne, rozwdj anatomiczny oraz
status metaboliczny przewodu pokarmowego tych zwierzat. Nizszy poziom IgG wska-
zuje na potrzebe uzupetnienia makuchu sojowego o dodatki o charakterze immuno-
stymulujgcym, co moze poprawi¢ odpornosé wtdrng cielgt w pierwszych tygodniach
zycia,

— zastosowane warianty innowacyjnego produktu biatkowego, jako zamienniki poeks-
trakcyjnej sruty sojowej w mieszankach tresciwych dla cielgt, nie pogorszyty pobrania
paszy ani przyrostdw masy ciata cielgt, nie stwierdzono ich wptywu na rozwdj anato-
miczny oraz status metaboliczny przewodu pokarmowego tych zwierzgt. Jednakze,
wprowadzenie mqgczki z larw HI w ilosci 3% do mieszanki freSciwej dla cielgt oddziaty-
wato na przebieg fermentacji zwaczowej obnizajgc poziom kwasu mastowego. Obec-
no$¢ astaksantyny w innowacyjnym produkcie biatkowym poprawita odpornosé
wtdrng cielgt w pierwszych tygodniach zycia, jednak na koniec doswiadczenia (90.
dzien zycia) cieleta z grupy kontrolnej wykazywaty tendencje do wyzszego poziomu
IgG,

- astaksantyna podawana cieletom w okresie odpajania wykazuje pozytywne dziatanie
na przyrosty masy ciata, parametry biochemiczne i immunologiczne krwi. Astaksantyna
rozpuszczona w preparacie mlekozastepczym jest lepiej przyswajalna dla cielgt. Opty-
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malna dawka astaksantyny dla cielgt jest o potowe mniegjsza niz zalecana dla doro-
stych przezuwaczy. Pobranie astaksantyny z preparatem milekozastepczym w ilosci
okoto 5 mg dziennie stymuluje apetyt cielgt. Dodatek astaksantyny wykazuje réwniez
dziatanie immunostymulujgce.

Podsumowujgc przeprowadzone badania mozna stwierdzi¢, ze makuch z krajowych nasion
soi, ofrzymany w procesie technologicznym dostepnym dla $rednich i matych gospodarstw,
jest paszg bezpieczng, cechujgcg sie wysokg wartoscig pokarmowq i przydatng w zywieniu
réznych gatunkdw zwierzgt gospodarskich, w wiekszym zakresie niz ekstrudowane petnottuste
nasiona soi (ekstrudat). Trzeba podkresdlic ograniczenie wydalania amoniaku do Srodowiska
przez zwierzeta otrzymujgce makuch sojowy zamiast poekstrakcyjnej sruty sojowej. Makuch
z krajowych nasion soi ma potencjat by¢ biatkowym materiatem paszowym, ktéry moze zwiek-
szy¢ dywersyfikacje krajowego rynku pasz biatkowych i poprawi¢ krajowe bezpieczehstwo
zywnosciowe. W zaleznosci od aktualnych/lokalnych cen, makuch z krajowych nasion soi przy-
gotowany we wtasnym gospodarstwie, jako zamiennik importowanej poekstrakcyjnej sruty so-
jowej, moze zmniejszy¢ koszt produkcji wieprzowiny, nie wptywajgc negatywnie na wskazniki
produkcyjne i zdrowotne $win. Ponadto, rezultaty badan wykazaty, ze innowacyjny produkt
biatkowy, przygotowany na bazie makuchu sojowego wzbogaconego komponentami o wta-
Sciwosciach prozdrowotnych (petnottusta mqgczka z larw muchy Hermetia illucens i astaksan-
tyna) moze by¢ ciekawym materiatem paszowym i zamiennikiem poekstrakcyjnej sruty sojowe;,
ti. paszg biatkowg o wtasciwosciach funkcjonalnych, poprzez oddziatywanie na niektdre
wskazniki krwi, struktury nabtonka jelitowego, uktad immunologiczny czy modyfikowanie profilu
kwasoéw ttuszczowych, a tym samym trwatosci oksydacyjnej miesa. Zagadnienie opracowania
optymalnego sktadu naszego innowacyjnego produktu biatkowego wymaga jednak jeszcze
dalszych badanh.

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

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

W sktad zadania weszty dwa cele szczegbdtowe:

Cel nr 1: Okreslenie wptywu dodatkéw preparatéw ziotowych (oraz ich interakcji z kokcydio-
statykami jonoforowymi lub L-karnityng) w kontekscie oddziatywania na produkcyij-
no$¢ kurczgt brojlerdw i kur niosek, status zdrowotny tych ptakdw, jako$é produktdw
(mieso, jaja) oraz ich bezpieczenstwo dla konsumenta.

Cel nr 2: Okreslenie wptywu uwarunkowan fizjologicznych zwigzanych z rozwojem przewodu
pokarmowego i uktadu enzymatycznego u kurczgt brojlerdw w wieku 10, 20 i 30 dni
na strawnos¢ jelitowq aminokwaséw zawartych w nasionach bobiku, z uwzglednie-
niem ich klasyfikacji ze wzgledu na obecnosé¢ tanin (odmiana niskotaninowa oraz od-
miana wysokotaninowa).

Badania zaktadajg, ze: (1) wystgpi korzystny efekt tqcznego stosowania kokcydiostatykdw
(brojlery) lub L-karnityny (nioski) i substanciji fitobiotycznych na funkcjonowanie watroby, paro-
metry wydzielnicze przewodu pokarmowego, wskazniki produkcyjne, jakos$¢ i wartos¢ diete-
tyczng jaj, oraz ze (2) szczegdtowe poznanie strawnosci jelitowe] aminokwasdw zawartych
w nasionach bobiku krajowych odmian przyczyni sie do poprawy wiedzy na temat mozliwosci
optymalnego ich wykorzystania w mieszankach paszowych stosowanych w systemie wielofa-
zowego zywienia kurczgt brojlerow.
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Cel szczegdtowy 1.

W ostatnim kwartale biezgcego roku przeprowadzono doswiadczenie 2. (test wzrostowy na
tgcznie 490 kogutkach brojlerach Ross 308 przydzielonych do 7 grup zywieniowych), poswie-
cone ocenie efektywnosci dodatkéw ziotowych w warunkach zywienia kurczgt mieszankami
paszowymi zawierajgcymi monenzyne. Mieszanki paszowe dla ptakdw z grupy 1. nie zawieraty
kokcydiostatyku (kontrola negatywnal), a w pozostatych szesciu grupach doswiadczalnych (w
fym grupa 2 — kontrola pozytywna) zawieraty monenzyne w rekomendowanej dawce (prepa-
rat Coxidin® 200 Mikrogranulat; Huvepharma). Zgodnie z przyjetym schematem (tabela 1) do
podstawowych mieszanek paszowych z kokcydiostatykiem dodano preparat z czosnku, ore-
gano, ostropestu, karczocha lub ostryzu dtugiego.

Tabela 1. Schemat do$wiadczenia 2. na kurczetach brojlerach

Grupa Monenzyna Preparat

Zywieniowa (kokcydiostatyk) ziolowy

1 _ _

2 + -

3 + Czosnek (Allium sativuim)

4 + Oregano (Origanum vulgare)

5 + Ostropest ( Sylibum marianum)

6 + Karczoch (Cynara scolymus)

7 + QOstryz dhugi (Curcuma longa)

W doswiadczeniu rejestrowano mase ciata kurczgt oraz spozycie paszy w kolejnych okresach
odchowu (1.-21.; 22.-35. dzienh zycia). Aktualnie dane te sq zestawiane i przygotowywane do
obliczeh podstawowych wskaznikéw produkcyjnych. W celu pozyskania materiatu biologicz-
nego do zaplanowanych analiz, w 21.i 35. dniu zycia z kazdej grupy ubito po 7 kurczgt. W oso-
czu pobranej krwi obwodowej okreslone zostang parametry biochemiczne (m.in. biatko, troj-
glicerydy, cholesterol i jego frakcje, glukoza, enzymy wqgfrobowe), hormony ktadu pokarmo-
wego (grelina, leptyny, Neuropeptyd Y), enzymy antyoksydacyjne (m.in. dialdehyd malonowy,
dysmutaza nadtlenkowa, peroksydaza, katalaza). W trakcie ubojow pobrano fragmenty wg-
troby oraz jelita cienkiego do oceny struktury histologicznej. Po zakohczeniu odchowu przepro-
wadzono takze dysekcje i analize rzezng wybranej stawki ptakdéw (po 7 sztuk z kazdej grupy)
w celu okredlenia podstawowych wskaznikdw poubojowych (wydajnose rzezna, udziat miesni
piersiowych i ttuszczu sadetkowego) oraz udziatu zotqgdka, wgtroby i narzgddw limfoidalnych
(Sledziony i torby Fabrycjusza). Zabezpieczone probki wgtroby zostang przekazane do analiz
stezenia kokcydiostatytku. Zgromadzone dane sq w trakcie zestawiania i obrébki statystyczne;,
a zabezpieczone prébki materiatu biologicznego sq sukcesywnie poddawane analizom.

Kontynuowano analizy materiatu biologicznego zgromadzonego w trakcie doswiad-
czenia 3. na 240 kurach nieSnych lohmann brown. Celem doswiadczenia byto okrellenie
wptywu wybranych dodatkdéw paszowych o dziataniu hepatoprotekcyjnym (lub ich miesza-
niny) na produkcyjnose, status zdrowotny towarowych kur niesnych, jako$e¢ skorupy ijaj, a takze
warto$¢ dietetyczng jaj. Kurom podawano izobiatkowe i izoenergetyczne mieszanki paszowe.
W grupach eksperymentalnych, do podstawowej mieszanki paszowej wprowadzano dodatek
ekstraktéw ziotowych (2 g/kg mieszanki paszowej) i L-karnityny (300 mg/kg mieszanki paszowej)
wedtug schematu przedstawionego w tabeli 2.
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Tabela 2. Schemat do$wiadczenia 3. na kurczetach niesnych

Grupa zywieniowa Czynnik doswiadczalny

kontrolna

L-karnityna

Ostropest plamisty

Karczoch

Ostryz diugi

Ostropest plamisty + karczoch

Ostropest plamisty + L-karnityna

Karczoch + L-karnityna

Ostryz dtugi + L-karnityna

Ostropest plamisty + karczoch + L-karnityna

O 0N UL R W N

[y
=]

Wyniki zakohczonych analiz parametréw biochemicznych surowicy krwi ptakéw objetych tym
dos$wiadczeniem zestawiono w tabeli 3. Zastosowanie ostryzu dtugiego wptyneto na istotne
obnizenie aktywnosci enzymatycznej wagtroby, co znalazto swoje odzwierciedlenie w nizszej
aktywnosci ASAT i LDH w surowicy krwi. Korzystny efekt, w poréwnaniu z grupg kontrolng, od-
notowano takze w odniesieniu do poziomu ASAT w przypadku zastosowania kombinacji do-
datkdéw ziotowych i L-karnityny (grupy 7-10), a w odniesieniu do poziomu aktywnosci LDH
w przypadku réwnoczesnego zastosowania ostropestu z karczochem lub L-karnityng. Zastoso-
wanie wszystkich dodatkdw uzywanych pojedynczo, lub tgczne zastosowanie ostropestu z kar-
czochem, istotnie obnizyto zawartos¢ tréjgliceryddw w osoczu. Ostropest, karczoch lub ostryz
zastosowane jako pojedyncze dodatki wptynety na istotne obnizenie poziomu cholesterolu
oraz jego frakcji LDL. Potgczenie L-karnityny z dodatkami ziotowymi najczesciej nie przynosito
korzystnych zmian w profilu biochemicznym osocza krwi kur niesnych.

Tabela 3. Wyniki parametréw biochemicznych kur niesnych

ALAT | ALP | ASAT GLUC LDH CHOL | HDLD LDLD TG TP
GRUPA( /iy | w | o/ | mmoyry |  [u/L] | pmmol/L] | mmol/r] | [mmolL] | [mmol/L] | [g/dL]
1 8.88 840 313 a 11.2 bed 4109 ab 2.25 abc 0.63 0.58 a 103 a 3.66

2 7.31 610 282 abc 10.0 e 4107 ab 1.75 abc 0.56 0.45 abc 84 Db 3.36

3 839 947 302ab 105de 3664 abed 1.50 c 0.54 0.37 ¢ 79b 3.35

4 726 508 266 bcde 104de 3237 bed  1.50 ¢ 0.56 0.38 ¢ 73b 3.40

5 540 777 285 abc 10.3 de 2990 cd 1.64 be 0.59 0.38 ¢ 74 b 3.32

6 6.28 755 276 abcd 10.8 cde 2843 d 1.75 abc 0.58 0.48 abc 830D 3.56

7 545 855 249 cdef 11.7 abc 3848 abc  1.83 abc 0.58 0.41 bc 9.4 ab 3.29

8 678 835 241def 11.0bcd 41932 242 ab 0.67 0.55abc 122 a 3.50

9 535 987 228f  118ab 3327 abed 2.09abc  0.65 0.48abc 10.7ab  3.63
10 6.98 Q07 235 ef 12.2 a 3539 abcd 2.58 a 0.75 0.57 a 123 a 3.96
SEM 0.353 51.2 4.47 0.11 959 0.08 0.018 0.02 0.37 0.06

Wyniki analiz, ilustrujgce dziatanie badanych dodatkdw paszowych na stopien sttuszczenia
wqtroby oraz poziom dialdehydu malonowego jako markeru stresu oksydacyjnego, przedsta-
wiono w fabeli 4. Zastosowane dodatki paszowe nie wywarty istotnego wptywu na poziom
wspdtczynnika TBA, natomiast w przypadku poziomu sttuszczenia watroby stwierdzono ko-
rzystny wptyw mieszaniny ostropestu i karczocha na istotnie obnizenie zawartosdci ttuszczu
w migzszu watroby oraz niekorzystny wptyw tgcznego zastosowania ostropestu, karczocha i L-
karnityny, co skutkowato najwyzszym stopniem oftuszczenia watroby. Nie stwierdzono ich istot-
nego wptywu tych dodatkdw na zawarto$é cholesterolu w jajach. Analiza histologiczna wag-
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troby nie wykazata korzystnego wptywu zastosowanych dodatkdw paszowych na obraz sttusz-
czenia migzszu wagtroby (tabela 4.). W zadnej z grup doSwiadczalnych nie stwierdzono zwtok-
nien Swiadczgcych o intensywnych procesach zapalnych tkanki watrobowe;.

Tabela 4. Zawarto$¢ ttuszczu i wspdtczynnik TBA oznaczone w wgtrobach kur, poziom cholesterolu w zéttkach jaj oraz
stopien sttuszczenia wgtroby

Tluszcz wolny Wspolczynnik TBA Cholesterol Stluszczenie
GRUPA [%] [mg aldehydu [mg/g] [+/++/+++]
malonowego,/kg]
1 5.19 be 1.72 11.6 +
2 5.16 bc 1.59 111 +
3 5.20 be 1.75 111 ++
4 5.74 be 1.80 11.0 ++
5 5.45 be 1.76 11.2 +
6 4.56 ¢ 1.70 11.2 ++
7 5.98 be 1.62 10.9 ++
8 6.93 ab 1.82 10.8 ++
9 6.98 ab 1.73 109 ++
10 8.53a 1.56 10.8 ++
SEM 0.227 0.042 0.056

Cel szczegotowy 2.

Wyniki wtasnych analiz laboratoryjnych potwierdzity oczekiwane rdznice w zawartosci tanin
skondensowanych (CT) oraz sumy zwigzkdw fenolowych (TP) w surowych nasionach odmian
bobiku wybranych do testow strawnosciowych. Nasiona niskotaninowej odmiany Amigo (LTB)
charakteryzowaty sie pond 12-krotnie nizszg zawarto$ciq CT oraz ponad 3-krotnie nizszg zawar-
toscig TP w suchej masie niz nasiona wysokotaninowej odmiany Bobas (HTB). Jednoczesnie nie
stwierdzono obecnosci CT (ponizej LOQ metody) w poekstrakcyjnej srucie sojowej (SBM), wig-
czonej do badan jako materiat odniesienia (kontrolny). W roku sprawozdawczym przeprowa-
dzono kalkulacje warto$ci wspdtczynnikdw standaryzowanej strawnosci jelitowej (SSJ) amino-
kwasdw (AA) dla wszystkich badanych materiatéw (bobik LTB, bobik HTB, SBM) w obrebie kaz-
dej grupy wiekowej kurczat, tj. w 10., 20. i 30. dniu zycia ptakdéw. Zgodnie z przyjetg metodykg
odpowiednie obliczenia, dla kazdego z 17 analizowanych aminokwasdw, wykonano wedtug
wzoru: SSJ =PSJ + (EAA, mg/kg SM/zawarto$¢ aminokwasu w diecie testowe], mg/kg SM), gdzie
PSJ = wspodtczynnik pozornej strawnosci jelitowe] poszczegdlnych aminokwaséw w danym ma-
teriale paszowym, oznaczony w czesci eksperymentalnej badan odpowiednio na ptakach
w wieku 10, 20 30 dni; EAA = wielko$¢ przeptywu jelitowego poszczegdinych AA pochodzenia
endogennego (pozapaszowych) w przeliczeniu na jednostke pobrania suchej masy diety bez-
biatkowej, oznaczona w czesci eksperymentalnej badan odpowiednio u 10-, 20- i 30-dniowych
ptakdw.

Wszystkie dane liczbowe poddano wstepnie dwuczynnikowej analizie wariancji w ukta-
dzie: badany materiat paszowy (bobik LTB, bobik HTB, SBM)xwiek kurczgt (10., 20. i 30. dzieh
zycia). Zgodnie z przyjetymi pierwotnie hipotezami badawczymi [(1) ,wystepowanie rdznic
w strawnosci (SSJ) aminokwasdw u kurczgt w danym wieku wynikajgce zardwno z udziatu tanin
w nasionach bobiku, jak i miedzy wiekiem ptakdédw w obrebie odmiany nisko- i wysokotanino-
wej"; (2) ,,strawno$¢ aminokwasdw bobiku LTB i HTB rézni sie od warto$ci oznaczonych dia SBM
u ptakdw danej grupy wiekowej"], zaplanowane pordwnania szczegdtowe przeprowadzono
metodq kontrastéw (SDFC). Efekty czynnikéw gtéwnych i dwuczynnikowej interakcji (ANOVA)
oraz réznice miedzy Srednimi w analizie kontrastéw (SDFC) fraktowano jako statystyczne istotne
przy wartoéci P<0.050. W niniejszej prezentacji wynikdw skupiono sie na wspdtczynnikach SSJ



Zaktady Naukowe

dziewieciu aminokwasdw z grupy niezbednych dla drobiu, obejmujgcej lizyne (Lys), metionine
(Met), treonine (Thr), arginine (Arg), izoleucyne (lle), leucyne (Leu), histydyne (His), waline (Val)
i fenyloalanine (Phe) oraz na wartosci SSJ usrednionej dla ogdtu tych aminokwasdw (NAA).
Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita istotny (P<0.001-0.022) efekt interakcyjny pomiedzy rodza-
jem testowanego materiatu i wiekiem kurczgt (M x A) dla wszystkich analizowanych AA nie-
zZbednych, co stanowito dodatkowe uzasadnienie dla dalszych poréwnan réznic miedzy sred-
nimi dla poszczegdlnych kombinacji czynnikow gtéwnych (,,grup doswiadczalnych”).

Wptyw wieku kurczgt na standaryzowang strawnos¢ jelitowq (SSJ) aminokwasdw bobiku
obu testowanych odmian oraz SBM przedstawiono w tabeli 5. Zaréwno w przypadku bobiku
Amigo (LTB), jak i bobiku Bobas (HTB), najnizszg warto$¢ SSJ niezbednych AA stwierdzono u 10-
dniowych ptakéw (kontrast 10 d vs. 20 d oraz 10 d vs. 30 d, P<0.050). Wyniki poréwnan dla
starszych kurczagt (kontrast 20 d vs. 30 d) wykazaty natomiast zblizone wartosci SSJ dla bobiku
Amigo (P>0.050, z wyjgtkiem Arg) oraz istotnie nizszg wartos¢ SSJ u 20-dniowych kurczat
(P<0.050, z wyjgtkiem Arg, Lys i Met) w przypadku wysokotaninowego bobiku Bobas. Dos¢ nie-
oczekiwanie, z wyjagtkiem metioniny, wiek kurczgt nie miat wptywu na SSJ pozostatych AA nie-
zbednych $ruty sojowej (SBM).

Tabela 5. Poréwnanie wspdtczynnikdw SSJ u kurczat w réznym wieku (10 d vs. 20 d; 10d vs. 30 d; 20 d vs. 30 d)
w obrebie kazdego testowanego materiatu

LTB HTB SBM
AA bobik niskotaninowy Amigo |bobik wysokotaninowy Bobas| poekstrakcyjna sruta sojowa
Wiek kurczat Wiek kurczat Wiek kurczat

10d 20d 30d 10d 20d 30d 10d 20d 30d
Arg | 0.850¢ 0.906" 0.9352 0.834> 0.882a 0.8962 0.952 0.970 0.952
His | 0.798b 0.8872 0.8892 0.774¢ 0.8450 0.8792 0.928 0.910 0.895
Ile | 0.7710 0.831- 0.8452 0.732¢ 0.814> 0.8682 0.912 0.923 0.899
Leu | 0.787" 0.8472 0.852a 0.738¢ 0.817v 0.874= 0.904 0.921 0.902
Lys | 0.841b 0.881- 0.8952 0.789¢v 0.8512 0.8782 0.910 0.930 0.931
Met | 0.840P 0.8652 0.898= 0.733® 0.811= 0.818= 0.918® 0.9432 0.9322
Phe | 0.793b 0.8542 0.8702 0.778¢ 0.842b 0.880- 0911 0.927 0.917
Thr | 0.797° 0.8632 0.8612 0.745¢ 0.823° 0.8732 0.864 0.887 0.871
Val | 0.792P 0.8562 0.8632 0.734¢ 0.819v 0.8702 0.907 0.928 0.912

NAA| 0.805> 0.8652  0.8782 | 0.755¢ 0.830> 0.871= | 0910 0.924 0.909

Wartoéci oznaczone réznymi literami oznaczajq istotne réznice w SSJ miedzy kurczetami w réznym wieku (wartos¢ P
kontrastu <0.050)

Wyniki analizy poréwnawczej badanych odmian bobiku w obrebie tej samej grupy wiekowej
kurczat (tabela 6.) wykazaty ogdinie wyzszg SSJ aminokwaséw niezbednych zawartych w na-
sionach odmiany Amigo (LTB) u 10- i 20-dniowych kurczgt w stosunku do wartosci okre$lonych
dla bobiku HTB (odm. Bobas) u ptakéw w tym samym w wieku. Srednia $SJ aminokwaséw nie-
zZbednych (NAA) dla bobiku LTB byta wyzsza (P=0.001 dla wieku 10 dni i P=0.007 dla wieku
20 dni), odpowiednio 0 5,01 3,5 p.p., niz dla bobiku HTB. U kurczgt w wieku 30 dni réznice w war-
tosci SSJ miedzy testowanymi odmianami bobiku byty (z wyjgtkiem Arg i Met) nieistotne staty-
stycznie (P>0.050).
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Tabela 6. Poréwnanie wspodtczynnikdw SSJ dla nasion bobiku Amigo (LTB) i nasion bobiku Bobas (HTB) w kazdej grupie
wiekowej kurczgt

Wiek 10 d Wiek 20 d Wiek 30d
AA LTB HTB P LTB HTB P LTB HTB P
Arg 0.850 0.834 NS 0.906 0.882 0.014 0.935 0.896 0.001
His 0.798 0.774 NS 0.887 0.845 0.003 0.889 0.879 NS
Ile 0.771 0.732 0.006 0.831 0814 NS 0.845 0.868 NS

Leu 0.787 0.738 0.002 0.847 0.817 0.017 0.852 0.874 NS
Lys 0.841 0.789 <001 0.881 0.851 0.012 0.895 0.878 NS
Met 0.840 0.733 <.001 0.865 0.811 0.003 0.898 0.818 <001
Phe 0.793 0.778 NS 0.854 0.842 NS 0.870 0.880 NS
Thr 0.797 0.745 0.001 0.863 0.823 0.016 0.861 0.873 NS
Val 0.792 0.734 0.001 0.856 0.819 0.009 0.863 0.870 NS
NAA | 0.805 0.755 0.001 0.865 0.830 0.007 0.878 0.871 NS
Wzgledna warto$¢ réznic LTB vs. HTB (w punktach procentowych)

NAA | 5.0 | 3.5 | 0.7
P - prawdopodobieristwo kontrastu; NS - P=0.050

Dwie ponizsze tabele ilustrujg odpowiedz na pytanie, w jakim zakresie standaryzowana straw-
nos¢ jelitowa AA niezbednych w badanych nasionach bobiku LTB i HTB réznita sie od wartosci
oznaczonych dla éruty sojowej (SBM) w kolejnych grupach wiekowych kurczagt. Dla nasion ni-
skotaninowego bobiku Amigo (tabela 7.) wspdtczynniki SSJ wszystkich AA niezbednych u 10-
dniowych ptakdw byty istotnie nizsze (Srednio 0 10,5 p.p.) niz dla SBM testowanej na kurczetach
analogicznej grupy wiekowej. U ptakdw w wieku 20 dni SSJ siedmiu AA (Arg, lle, Leu, Lys, Met,
Phe i Val) bobiku Amigo (LTB) byta nizsza (P<0.001) w poréwnaniu z SBM, co skutkowato mniej-
szg 0 5,9 p.p. usredniong wartoscig NAA. W przypadku 30-dniowych kurczgt przewaga SBM
(nad bobikiem Amigo) dotyczyta potwierdzonej statystycznie wyzszej strawnosci pieciu AA (lle,
Leu, Lys, Phe i Val). Dla nasion wysokotaninowego bobiku Bobas (tabela 8.) wspdtczynniki SSJ
wszystkich AA niezbednych u 10- i 20-dniowych kurczgt byty istotnie nizsze (Srednio o odpo-
wiednio 15,51 9,4 p.p) niz dla SBM testowanej na ptakach w analogicznym wieku. U ptakdéw
w wieku 30 dni istotne réznice w strawnosci SSJ (Bobas << SBM) odnotowano dla siedmiu spo-
sréd dziewieciu AA z grupy niezbednych, w tym Arg, lle, Leu, Lys, Met, Phe i Val.

Tabela 7. Poréwnanie wspdtczynnikdw SSJ dla Sruty sojowej (SBM) i nasion bobiku Amigo (LTB) w kazdej grupie wieko-

wej kurczat
Wiek 10 d Wiek 20 d Wiek30d
AA SBM LTB P SBM LTB P SBM LTB P
Arg 0.952 0.850 <001 0.970 0906 <001 0.952 0.935 NS
His 0.9238 0.798 <.001 0.910 0.887 NS 0.895 0.889 NS
Ile 0.912 0.771 <.001 0.923 0.831 <001 0.899 0.845 <001
Leu 0.904 0.787 <001 0.921 0.847 <001 0.902 0.852 <001
Lys 0.910 0.841 <001 0.930 0.881 <001 0.931 0.895 0.003
Met | 0.918 0.840 <001 0.943 0.865 <001 0.932 0.898 NS
Phe | 0.911 0.793 <001 0.927 0.854 <001 0917 0.870 0.001
Thr 0.864 0.797 <.001 0.887 0.863 NS 0.871 0.861 NS
Val 0.907 0.792 <.001 0.928 0.856 <001 0.912 0.863 0.001
NAA 0.910 0.805 <.001 0.924 0.865 <.001 0.909 0.878 0.005
Wzgledna wartos$¢ roznic SBM vs. LTB (w punktach procentowych)

NAA 10.5 5.9 3.1

P - prawdopodobieristwo kontrastu; NS - P=0.050
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Tabela 8. Pordwnanie wspdtczynnikéw SSJ dla sruty sojowej (SBM) i nasion bobiku Bobas (HTB) w kazdej grupie
wiekowej kurczgt

Wiek 10 d Wiek 20 d Wiek 30d
AA SBM HTB 2 SBM HTB 2 SBM HTB 2
Arg 0.952 0.834 <.001 0.970 0.882 <.001 0.952 0.935 <.001
His 0.928 0.774 <.001 0.910 0.845 <.001 0.895 0.889 NS
Ile 0.912 0.732 <.001 0.923 0.814 <.001 0.899 0.845 0.031
Leu 0.904 0.738 <.001 0.921 0.817 <.001 0.902 0.852 0.024
Lys 0.910 0.789 <.001 0.930 0.851 <.001 0.931 0.895 <.001
Met 0.918 0.733 <.001 0.943 0.811 <.001 0.932 0.898 <.001
Phe 0.911 0.778 <.001 0.927 0.842 <.001 0.917 0.870 0.006
Thr 0.864 0.745 <.001 0.887 0.823 <.001 0.871 0.861 NS
Val 0.907 0.734 <.001 0.928 0.819 <.001 0.912 0.863 0.004
NAA| 0.910 0.755 <.001 0.924 0.830 <.001 0.909 0.878 0.001
Wzgledna wartos¢ réznic SBM vs. HTB (w punktach procentowych)
NAA 15.5 9.4 | 3.8

P - prawdopodobieristwo kontrastu; NS - P=0.050

W oparciu o pordwnanie réznic w wartosci wspdtczynnikdw SSJ, mozna oczekiwad znacznie
lepszego wykorzystania aminokwasdw z biatka surowych nasion bobiku zarébwno odmiany ni-
skotaninowej (Amigo), jak i wysokotaninowej (Bobas), przez kurczeta brojlery w wieku 20 i 30
dni niz przez mtodsze ptaki.

W poréwnaniu z odmiang Bobas, nasiona bobiku niskotaninowej odmiany Amigo sg bo-
gatszym zrédtem strawnych aminokwaséw, zwtaszcza metioniny, lizyny, treoniny, waliny i leu-
cyny, dla 10- i 20-dniowych kurczgt brojleréw.

Z wyjgtkiem argininy i metioniny, u kurczgt w wieku 30 dni standaryzowana strawnose
jelitowa niezbednych aminokwasdw nasion bobiku niskotaninowego (odm. Amigo) i wysoko-
taninowego (odm. Bobas) nie rdzni sie znaczgco.

U kurczgt brojlerow w wieku 10 i 20 dni, dobrej jakosci poekstrakcyjna $ruta sojowa ce-
chuje sie zdecydowanie wyzszq jelitowq strawnoscig niezbednych aminokwasdw niz surowe
(nieprzetworzone) nasiona bobiku obu testowanych odmian.

Zadanie 04-16-05-11
Ochrona przewodu pokarmowego prosiqgt przed negatywnym wptywem bakferii
chorobotwérczych
kierownik zadania: prof. dr hab. Marek Pieszka

Celem etapu badawczego byta fizjologiczna ocena wptywu dodatkéw 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 aktywnos$é enzymodw rgbka szczoteczkowego i dojrze-
wanie $luzéwkowego uktadu immunologicznego oraz parametry produkcyjne i zdrowie rosng-
cych $win. DoSwiadczenie zostato wykonane na ogdtem trzech miotach (36 prosietach) po-
chodzqgcych od loch linii 990, wedtug schematu podanego nizej. Lochy od 100. dnia cigzy do
odsadzenia prosigt utrzymywane byty w kojcach porodowych. Lochy otrzymywaty mieszanke
petnoporcjowq dla loch prosnych i karmigcych. Prosieta po urodzeniu przebywaty wraz z mat-
kami w kojcach 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
odsadzenia prosigt od loch w 28. dniu do 42. dnia zycia.



Zaktady Naukowe

Rycina 1. Schemat do$wiadczenia

ETAP Il

BADANIA NA ZWIERZETACH

Odsadzenie w 28 dniu zycia Okres doswiadczalny

GRUPA KONTROLNA - brak dodatku, n=6 zwierzat l

36 szt. zwierzat 3 ODSADZENIE [ GRUPA D1- dodatek preparatu, n=6 zwierzat ]

GRUPA D2 - dodatek preparatu + probiotyk, n=6 zwierzat J

Dzien 7 14 28 42

Pomiar indywidualnej masy ciala
oraz pobrania paszy

Pobranie krwi | | Pobranie tkanek przewodu pokarmowego,
blony sluzowej jelit i tresci pokarmowe;j

USmiercenie n=6 n=18

Analize wybranych parametréw biochemicznych surowicy krwi wykonano metodq spekirofo-
tometrycznq, wykorzystujgc dedykowane zestawy diagnostyczne firmy PZ Cormay SA, (War-
szawa, Polska) i postepujgc zgodnie z instrukcjg producenta. Natomiast analizy haptoglobiny
CRP, IgG, IgM i IgA wykonano za pomocq metody ELISA, wykorzystujgc zestawy diagnostyczne
ELISA Kit ( BT-Lab, Shanghai, Chiny). Pomiardéw dokonano na czytniku ELISA - Magellan™ firmy
Tecan Trading AG, (Switzerland). Aktywno$¢ sacharazy, laktazy i maltazy w homogenatach
btony Sluzowej oznaczono wedtug zmodyfikowanej metody Dahlquist’a (1964), z kolei aktyw-
no$¢ aminopeptydaz A i N oraz dipepeptylopetydazy IV wedtug zmodyfikowanej metody Ma-
rouxiin. (1973). W badanych prébkach tresci jelita grubego oznaczono sktad mikrobiomu wy-
korzystujgc technike (NGS - ang. next-generation sequencing).

Uzyskane wyniki badan poddano analizie statystycznej, stosujgc jednoczynnikowq ana-
lize warianciji ANOVA. Istotno$¢ roznic pomiedzy grupami doswiadczalnymi szacowano stosu-
jac test Tukey'a przy wykorzystaniu programu SAS (2018). Réznice uznawano za statystycznie
istotne przy poziomie istotnosci P < 0,05.

Wskazniki biochemiczne krwi prosigt

W surowicy krwi prosigt poddanych eutanazji oznaczono wybrane wskazniki metaboliczne oraz
stanu zapalnego organizmu (tabela 1., 2.1 3.).

Tabela 1. Zawartos¢ wybranych wskaznikdw biochemicznych w surowicy krwi prosigt

Wyszczegdlnienie Grupy zywieniowe -
e Kontrola | +5D DI 5D D2 5D SEM | p-warfose
Liczba prosigt, szt. 6 6 6
Haptoglobulina (ng/ml) | 19,778 0.91 16,37~ 0,77 14,22~ 0,65 0,68 0,001
CRP (ng/ml) 4,990 0.41 2,91¢ 0,32 2,679 0.29 0,435 0,044
AST, u/dL 111,09 7,48 54,69 514 73,07 6,46 10,24 0,064
ALP, u/dL 236,08 22,36 240,58 23,04 215,33 21,68 17,74 0,842
Mocznik, mg/dL 8,62 0,94 15,28 1,12 14,77 1,09 1,91 0,298
Biatko ogdine g/dL 4,77 0,24 5,05 0,26 4,95 0,22 0,782 0,16
Kreatynina, mg/dL 1,72 0,16 1,61 0.14 1,26 0,10 0,04 0,449

* grupa kontrolna — grupa nieotrzymujgca dodatku; grupa D1- grupa otrzymujgca dodatek zakwaszacza; grupa D2 —
grupa otrzymujgca dodatek zakwaszacza i probiotyk

ab —warto$ci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie przy p<0,05

AB — wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami réznig sie statystycznie przy p<0,01
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Tabela 2. Zawarto$¢ immunoglobulin w surowicy krwi prosigt w 56. dniu zycia (mg/ml)

Wyszczegdlnienie Grupy zywieniowe SEM p-warto$¢
Kontrola +SD D1 +SD D2 +SD
llo$¢ prosigt, szt. 6 6 6
IgA, mg/ml 0.807 0,053 0,964 0,050 0,829 0,046 0,049 0,382
1gG, mg/ml 1,9450 0,071 1,381¢ 0,054 1,432¢ 0,066 0,068 0,041
IgM, mg/ml 0,621 0,045 0,600 0,048 0,586 0,055 0,052 0,969
*jok w tabeli 1.

ab — warto$ci w wierszach oznaczone rdoznymi literami rézniq sie statystycznie przy p<0,05
AB — wartosci w wierszach oznaczone rdoznymi literami rézniq sie statystycznie przy p<0,01

Tabela 3. Aktywnos$¢ enzymdw rgbka szczoteczkowego jelita czczego prosigt (nM/min/mg biatkal)

Enzymy Czeéc jelita Grupy zywieniowe SEM p-warto$é
Kontrola | +SD D1 +SD D2 +SD

Prosieta, szt. 6 6 6

Sacharaza Prox 0,559~ | 0,17 | 0,888 | 0,17 | 1,4ébct | 0,22 0,10 0,009
Mid 0,70 0,11 0,55 | 009 | 059 | 011 0,061 0,426
Dist 0,14 0,01 0,18 | 002 | 022 |002]| 0011 0,058

Laktaza Prox 10,54 3,11 12,86 | 3,31 | 1496 | 4,02 2,75 0,342
Mid 16,54 1,94 | 1824 | 2,00 | 20,11 | 2,09 1,58 0,086
Dist 11,12 304 | 892 1,11 | 10,86 | 1,08 1,01 0,654

Maltaza Prox 7,22 1,34 6,84 1,52 7,48 1,68 0,92 0,774
Mid 5,04 1,28 | 586 1,60 | 6,11 1,55 0,58 0,556
Dist 3,02 0.41 4,68 | 048 | 4,98 | 0,66 0,32 0,218

Dipeptydaza IV Prox 1,489 0,54 1,86 | 0,58 | 2,110 | 0,60 0,33 0,048
Mid 1,64 062 | 244 | 070 | 298 | 0,74 0,22 0,051
Dist 2,02 0,66 | 296 | 0,71 328 | 078 0,24 0,054

Aminopeptydaza N Prox 5,52¢ 1,88 | 7,120 | 1,88 | 9,18 1,99 0,66 0,034
Mid 5,44 1,80 7,00 1,90 | 896 1,79 0.81 0,055
Dist 6,64 1,86 7,34 1,94 | 9.36 | 201 0.86 0,098

Aminopeptydaza A Prox 6,50 1.19 7.55 1,22 8,12 1,28 0.70 0,111
Mid 4,80 1,14 | 528 1,08 | 6,68 1,24 0,57 0,286
Dist 3.84 0,99 4,36 | 096 | 5,02 1,16 0.41 0,312

* jok w tabeli 1

ab-wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami roznig sie statystycznie przy p<0.05
AB- warto$ci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie przy p<0.01

Ocena sktadu mikrobioty jelita grubego

Sktad mikrobioty tresci pokarmowej okreznicy przedstawiono na wykresie numer 1.
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Wykres 1. Wzgledna liczebno$¢ rodzajéw drobnoustrojow (%) w okreznicy $wih w 42. dniu zycia

m Actinobacteriota/Actinobacteria

0% m Deferribacterota/Deferribacteres

m Fusobacterota/Fusobacteriia
80% = ; " -
’ ® Verrucomicrobiota/Verucomicrobiae
_— m Fibrobacterota/Fibrobacteria
® Protecbacteria/Alphaprotecbactera
&0% ® Planctomycetota/Planctomycetes
Elusimicrobiota/Blusimicrobia
50%
WP5-2/WPs-2
40% ® Verrucomicrobiota/Chlamydiae
8 Desulfobacterota/Desufuromonadia
30% m Patescibacteria/Saccharimonadia
B Desulfobacterota/Desulfovibrionia
20%
m Cyanobactera/Vampinvibrionia
10% m Firmicutes/Negafivicutes
B Actinobacteriota/Corobacteria
0%
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Grupa kontrolna Grupa D1 Grupa D2

*jok w tabeli 1.

Jednoczesne zastosowanie mrowczanu potasu lub mréwczanu potasu wraz z probiotykiem
daje najlepsze rezultaty zdrowotne w okresie okotoodsadzeniowym prosigt, co potwierdzono
istotnie nizszymi wskaznikami prozapalnymi.

Podawanie mrowczanu potasu lub mréwczanu potasu wraz z probiotykiem w okresie
odsadzenia prosigt powoduje wyzszg aktywnos¢ sacharazy i aminopeptydazy N w poczgtko-
wej czesci jelita czczego.

Zastosowanie mréwczanu potasu w diecie prosigt odsadzonych ogranicza liczbe bakterii pa-
togennych Clostridium, jednoczeénie powodujgc wzrost poziomu bakterii z rodziny Bacerioidia.

Podsumowujgc wyniki badan nad zastosowaniem mréwczanu potasu lub/z probioty-
kiem mozna stwierdzi¢, ze stosujgc je oddzielnie w odchowie prosigt nie zawsze uzyskuje sie
korzystny efekt, ktory jest prawdopodobnie uzalezniony od wielu czynnikéw. Dlatego coraz wie-
cej badaczy uwazaq, ze pojedynczy dodatek paszowy nie moze stanowi¢ alternatywy dla an-
tybiotykowych stymulatoréw wzrostu. Dla osiggniecia podobnych i powtarzalnych efektéw do
tych, jakie dawato wykorzystanie antybiotykdw w zywieniu prosigt konieczne jest tgczne po-
dawanie dwdch lub wiecej naturalnych dodatkéw paszowych w formie dodatku komplekso-
wego, dostosowanego m.in. do wieku zwierzat, ich kondycji zdrowotnej, warunkdw sanitarnych
w chlewni i systemu utrzymania.
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Zaktad Systeméw i Srodowiska Produkcji
kierownik: dr inz. Elzbieta Sowula-Skrzynska

Zadanie 01-17-05-11
Ekonomiczny wymiar realizacji wybranych zatozent Green Deal w gospodarstwach
rolnych ze zréznicowanq produkcjq zwierzecq
kierownik zadania: dr inz. Elzbieta Sowula-Skrzynska

Gtéwnym celem zadania byta ocena dziatan i naktaddw finansowych skierowanych na re-
dukcje niekorzystnych oddziatywan produkcji zwierzecej na srodowisko w obrebie rodzinnych
gospodarstw rolnych. W roku sprawozdawczym zaplanowano etap dotyczgcy analizy eko-
nomiczno-produkcyjnej w kontekscie zastosowanych dziatan skierowanych na redukcje nie-
korzystnych oddziatywan produkcji zwierzecej na srodowisko w obrebie rodzinnych gospo-
darstw.

W trzecim roku sprawozdawczym:

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

— skorygowano i uzupetniono kwestionariusz ankiety do gromadzenia danych zrodto-
wych w terenie,

— przygotowano arkusz kalkulacyjny do wprowadzenia pozyskanych danych oraz obli-
czen,

- zgromadzono dane z zakresu zasobdéw gospodarstw, ktére postuzg do wykonania
analizy efektywnosci ekonomiczno-produkcyjnej,

— zgromadzono informacje o dziataniach skierowanych na redukcje niekorzystnych od-
dziatywan produkcji rolnej na srodowisko w obrebie gospodarstw rodzinnych,

— dane zrédtowe poddane analizie w 2023 w roku pochodzity z 205 gospodarstw kon-
wencjonalnych, w tym:

o 60 gospodarstw utrzymujgcych krowy mleczne,

o 68 gospodarstwa utrzymujgce bydto miesne,

o 39 gospodarstw utrzymujgcych owce,

e 38 gospodarstwa utrzymujgce $winie.

Dziatania skierowane na redukcje niekorzystnych oddziatywan produkcji rolnej na srodowisko
w obrebie gospodarstw rodzinnych

Dziatalno$¢ produkcyjna (szczegdlnie produkcja zwierzeca) wywiera znaczgcy wptyw na $ro-
dowisko, czesto negatywnie oddziatujgc na glebe, powietrze oraz wode (powierzchniowqg
i podziemng). Rolnictwo bezposrednio uzytkuje zasoby przyrody w procesach produkcji. Z dru-
giej strony, rolnicy funkcjonujgcy w gospodarce rynkowej muszg produkowac zgodnie z po-
trzebami spotecznymi i jednocze$nie maksymalizowacé swoje funkcje celu poprzez efekty pro-
dukcyjne oraz ekonomiczne w warunkach konkurenciji. Osigganie mikroekonomicznych celéw
produkcyjnych w rolnictwie nie zawsze idzie w parze z celami srodowiskowymi.

Na uwage zastuge jednak fakt, ze w przewazajgcej wiekszosci wtasciciele objetych ba-
daniami gospodarstw majg swiadomos¢ o istotnosci dziatan dostosowawczych produkcii rol-
nej majgcych na celu ochrone Srodowiska naturalnego (wykres 1.).



Zaktady Naukowe

Analizujgc wypowiedzi producentdw rolnych stwierdzono, iz ponad potowa (54,41%) przyznaje,
ze produkcja rolna w zdecydowany sposdb przyczynia sie do zanieczyszczenia i degradacii
Srodowiska naturalnego. Najczesciej to zdanie podzielajq rolnicy z Podlasia. Interesujgcy jest
fakt, ze okoto 40% uwaza, iz produkcja rolna nie ma negatywnego wptywu na srodowisko. Na-
tomiast okoto 6% respondentdw nie zajmuje stanowiska. Na podstawie powyzszych danych
nasuwa sie wniosek o koniecznosci lepszej wspodtpracy nauki z praktykg celem przekazywania
informaciji o wptywie rolnictwa na srodowisko naturalne i zagrozen jakie z tego wyptywajag.

Wykres 1. Czy produkcja rolna (rolnictwo) przyczynia sie do zanieczyszczenia srodowiska?

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

BRazem mPODL mPODK mDOL

Irédto: badania wtasne

Dziatalno$¢ rolnicza jest nieodtgcznym elementem zycia spotecznego, ale jednoczesnie
wptywa na srodowisko naturalne. Zrozumienie gtownych zrédet narazenia srodowiska na de-
gradacje ze strony rolnictwa jest kluczowe dla opracowywania zrdwnowazonych praktyk rol-
niczych, ktére minimalizujg negatywne skutki dla ekosystemdw i zachowujg réwnowage mie-
dzy produkcjg zywnosci a ochrong srodowiska.

Niekorzystne aspekty obejmujg degradacje i utrate zyznosci gleby, zanieczyszczenie wod
i powietrza, spadek bioréznorodnosci, wyczerpywanie zasobdw mineralnych oraz zwiekszenie
obszaréw upraw roslin. Z drugiej strony istniejg takze korzystne efekty dla srodowiska, takie jak:
podnoszenie i utrzymywanie zyznosci gleby, ksztattowanie krajobrazu, ochrona bioréznorodno-
$ci oraz absorpcja dwutlenku wegla (CO?2).

Do gtéwnych zrédet narazenia srodowiska naturalnego na degradacie ze strony dziatal-
nosci rolniczej odniesli sie rolnicy, ktérzy uznali (okoto 60% pytanych), ze prowadzenie intensyw-
nych form gospodarowania w rolnictwie prowadzi do nasilenia erozji gleb i zanieczyszczenia
wod (tabela 1). Drugim bardzo istotnym czynnikiem, o ktérym mowito az 58% rolnikdéw byto
wypalanie roslinnosci oraz $ciernisk po zniwach. Jako jedng z gtéwnych przyczyn negatywnego
wptywu na srodowisko, a tym samym na klimat - wskazano utrzymanie duzych powierzchni
monokulturowych czyli wieloletnie uprawianie na tym samym obszarze roslin jednego gatunku,
badz o podobnych wymaganiach glebowych.
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Tabela 1. Gtéwne Zrédta narazenia srodowiska naturalnego na degradacije ze strony dziatalnosci rolniczej (% — opinii
producentéw rolnych)

Razem PODL PODK DOL
prowadzenie intensywnych form gospodarowania w rolnictwie 58,82 35,00 41,67 77,78
zmierzajgcych do nasilenia erozji gleb i zanieczyszczenia wod (nisz-
czenia)
utrzymanie duzych powierzchni monokulturowych (wieloletnie 50,00 50,00 33,33 55,56

uprawianie na tym samym obszarze roslin jednego gatunku, bgdz
o podobnych wymaganiach glebowych)

nadmierna intensyfikacja tgk lub pastwisk poprzez wczesne ter- 30,88 50,00 16,67 25,00
miny wypaséw, koszenia, zwigkszenia obsady zwierzgt

wypalanie ro$linnosci, $ciermisk po zniwach (zabronione) 58,82 65,00 58,33 55,56
osuszanie i eksploatacja obszaréw wodno-btotnych 25,00 25,00 8,33 30,56
zaniedbywanie i zaniechanie uzytkowania tgk i pastwisk, ktére 26,47 20,00 33,33 27,78
przeksztatca sie w tereny zadrzewione

zanikanie lokalnych ras zwierzgt gospodarskich i odmian roslin 19,12 5,00 8,33 30,56
uprawnych

Zrédto: badania wiasne

W badanych gospodarstwach producenci wyjasniajq, iz gtdbwnym czynnikiem hamujgcym roz-
wéj gospodarstwa rolnego sq niskie ceny zbytu produktéw rolnych, a wysokie koszty produkciji
szczegdlnie w gospodarstwach produkujgcych metodami ekologicznymi. Jednq z takich ba-
rier jest rowniez mata liczba przetworni ekologicznych, szczegdlnie miesnych ale i paszowych,
co przektada sie na koniecznos¢ sprzedazy towaru ekologicznego po cenach konwencjonal-
nych, co wptywa negatywnie na optacalno$¢ produkciji. Duzym problemem sg zawite oraz
niespdjne przepisy i zbyt duza biurokracja. llos¢ dokumentacji, ktérg ekologiczni rolnicy zobli-
gowani sg do prowadzenia, liczba przeprowadzanych konftroli, jakim sg poddawani, ale i nie-
stabilno$¢ przepisdw powodujgca trudnosci w ich interpretacii. Dlatego tez, jak widzimy w ta-
beli 2. ponad 60% zapytanych rolnikdw stwierdzita, ze do stosowania zasad produkcji rolne;j
bardziej przyjaznej Srodowisku sktonityby ich ,zachety finansowe” stanowigce rekompensate
podwyzszonych kosztow produkcii lub cen skupu nie uwzgledniajgcych ich wysitek w walke
z degradacjq srodowiska.

Tabela 2. Czynniki zachecajgce do stosowania zasad produkciji rolnej bardziej przyjaznej srodowisku [% — opinii produ-
centdw rolnych]

Razem PODL PODK DOL
1. Zachety finansowe 61,76 50,00 66,67 66,67
2. Chec poprawy Srodowiska naturalnego 33,82 20,00 16,67 47,22
3. Regulacje prawne 22,06 30,00 8,33 22,22
4. Nie wiem 1,47 5,00 0,00 0,00
5. Nic 0,00 0,00 0,00 0,00

Zrodto: badania wtasne

Wedtug danych Krajowego Osrodka Bilansowania i Zarzgdzania Emisjami (KOBIZE, 2022), przed-
stawionych w raporcie inwentaryzacyjnym w 2022 roku, udziat rolnictwa w catkowitej emisji
gazdéw cieplarnianych (wyrazonej w ekwiwalencie CO2) w Polsce wynosi 9,1% — co stanowi
drugg pozycje w strukturze poszczegdlnych kategorii zZrédet w catkowitej emisji krajowej GHG.
Nalezy jednak podkresli¢, ze rolnictwo w Polsce jest zrédtem 31,9% krajowe] emisji metanu i az
81.8% krajowej emisji podtlenku azotu.

Mozna wyrdzni¢ wiele czynnikdw majgcych wptyw na zmiany poziomu emisji gazdw cie-
plarnianych w rolnictwie. Sg to czynniki zwigzane m.in. z technologiq uprawy gleby, przyjetym
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profilem gospodarstw, mozliwosciami absorpcyjnymi gleby, ale réwniez z dziataniami panstwa
w sferze ochrony srodowiska. Natomiast emisje GHG z produkcji zwierzecej obejmujq gtéwnie
emisje z fermentaciji jelitowej i odchoddéw zwierzecych.

W badanych gospodarstwach producenci pytani o dziatania zmierzajgce do ogranicza-
nia emisji gazdéw cieplarnianych i amoniaku najczesciej wskazywali na przestrzeganie wtasci-
wego ptodozmianu i wprowadzanie wsiewek miedzyplonowych. Srednio ok. 43% rolnikow za-
mierza stosowac takie praktyki. Zwiekszenie udziatu zywienia pastwiskowego deklaruje srednio
47% pytanych, a zmniejszy¢é nawozenie mineralne ma zamiar okoto 34%. W tych trzech propo-
zycjach praktyk ograniczajgcych emisje GHG nie odnotowana zréznicowania regionalnego.

Efektywne wykorzystanie energii elekirycznej w gospodarstwach rolniczych stanowi klu-
czowy aspekt dgzenia do zrébwnowazonej produkcii rolnej. W tym kontekscie, podejmowane
sg réznorodne dziatania majgce na celu optymalizacje zuzycia energii elektrycznej w bada-
nych gospodarstwach: modernizacja sprzetu i maszyn; uzycie technologii precyzyjnych; opty-
malizacja systemdw oswietlenia; inwestycje w odnawialne Zzrédta energii; edukacja i Swiado-
mos¢ pracownikdw; monitorowanie i analiza zuzycia energetycznego.

Analizujgc dane pozyskane z gospodarstw, stwierdzono, ze producenci najczesciej
wskazywali energie stonecznq i zastosowanie ogniw fotowoltaicznych jako podstawowe dzia-
tania zmierzajgce do efektywnego wykorzystania energii elekirycznej w badanych gospodar-
stwach. O energii wiatrowej czy energii z biomasy wspominato zaledwie 8% respondentdw,
wskazujgc na wysokie koszty inwestycyjne. Co ciekawe, oszczedzanie energii planowato wpro-
wadzi¢ zaledwie 1,5% rolnikéw.

W rezultacie, efektywne wykorzystanie energii elekirycznej w badanych gospodar-
stwach rolniczych nie tylko przyczynia sie do zmniejszenia kosztdw operacyjnych, ale takze sta-
nowi wazny krok w kierunku zrbwnowazonej produkcji rolnej, minimalizujgc negatywny wptyw
na srodowisko.

Ograniczanie zuzycia wody w réznych sektorach jest niezwykle istotnym aspektem
w kontekscie zréwnowazonego zarzgdzania zasobami naturalnymi. W przypadku gospodarstw
rolniczych, podejmowane sg réznorodne dziatania, ktérych celem jest efektywne gospodaro-
wanie wodgq, minimalizacja strat oraz utrzymanie zréwnowazonego stosunku miedzy zapotrze-
bowaniem a dostepnosciq wody. Podejmowane sq réznorodne dziatania: systemy nawadnia-
nia o niskim zuzyciu wody; monitorowanie wilgotnosci gleby; praktyki uprawowe sprzyjajgce
oszczedzaniu wody; recykling i oczyszczanie wody; edukacja rolnikdw; innowacyjne technolo-
gie.

W rezultacie, dziatania zmierzajgce do ograniczania zuzycia wody w gospodarstwach
rolniczych nie tylko przyczyniaqjq sie do oszczednosci tego cennego zasobu, ale rowniez wspie-
rajg zrbwnowazong produkcje rolno-zywnosciowq, przyczyniajgc sie do ochrony srodowiska
naturalnego.

W analizowanych gospodarstwach (tabela 3.) rolnicy deklarowali, ze najprawdopo-
dobniej bedg wprowadzaé w swoich gospodarstwach zmiany dotyczgce stosowania nawo-
z&w naturalnych, szczegdlnie obornika (srednio 42,65%), oraz zwiekszania powierzchni gruntéw
ornych pokrytych roslinnoscig w okresie zimy (Srednio 35,29%). Réwniez do$¢ duza grupa pro-
ducentdéw rolnych (Srednio 32,35%) deklarowata przestrzeganie optymalnych termindw
uprawy, siewu i sadzenia oraz ochrony roélin. Na uwage zastuguje fakt, ze wszystkie deklaro-
wane zmiany dotyczyty produkciji roslinnej. Najprawdopodobniej wynika to z mniejszej czaso-
chtonnosci i poziomu trudnosci.
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Tabela 3. Prawdopodobne zmiany do wprowadzenia w badanych gospodarstwach — z zakresu ochrony srodowiska
[% — opinii producentdw rolnych]

Razem PODL PODK DOL
Powierzchnia GO pokrytych roslinnoscig w okresie zimy 35,29 30,00 25,00 41,67
Udziat mieszanek z rodlinami bobowatymi grubonasiennymi i drobno- 20,59 10,00 8.33 30,56
nasiennymi w strukturze zasiewdw
Mulcz z resztek pozniwnych czy tez roslin poplonowych 16,18 5,00 8,33 25,00
Przyorngn]e s{omy 11,76 15,00 25,00 5,56
Szybka podorywka $cierniskowa po zniwach 30,88 40,00 16,67 30,56
Agregatowanie zabiegdw uprawowych, aby minimalizowa¢ ubijanie 26,47 30,00 8.33 30,56
gleby
Stosowanie nawozéw naturalnych, szczegdlnie obornika 42,65 50,00 25,00 44,44
Likwidacja podeszwy ptuznej i niedopuszczanie do zbicia warstwy 13,24 10,00 16,67 13,89
podglebia
Zrobwnowazone nawozenie, szczegdlnie przedsiewne i pogtéwne po- 5,88 0,00 0,00 1,11
dawanie sktadnikéw odpowiedzialnych za gospodarke wodng roslin,
jak potas
Rezygnacja, tam gdzie istnieje mozliwos¢, z upraw roslin jarych na 22,06 25,00 8,33 25,00
rzecz rolin ozimych, ktére lepiej wykorzystujg wode z zimowych opa-
dow
Stosowanie miedzyplonéw 22,06 30,00 16,67 19,44
Irbwnowazone nawozenie 23,53 25,00 33,33 19.44
Stosowanie obnizonych norm wysiewu zbdz i rzepaku, co umozliwi sil- 4,41 0,00 8,33 5,56
niejszy rozwdj systemu korzeniowego i mocniejsze rozkrzewienie czy
tworzenie peddw bocznych roslin
Przykrywanie folig nieporosnietych fragmentow gleby 0,00 0,00 0,00 0,00
Przestrzeganie optymalnych termindw uprawy, siewu i sadzenia oraz 32,35 35,00 33,33 30,56
ochrony rodlin
Inne 0,00 0,00 0,00 0,00

Zrodto: badania wtasne

Zadanie 01-17-06-11
Ewaluacja metod pomiaru emisji i mitygaciji GHG w frakcie pastwiskowania
kierownik zadania: dr inz. Pawet Paraponiak (od 03.04.2023)

dr hab. Jacek Walczak

Potencjat praktyk redukcyjnych w rolnictwie jest znaczqcy i stanowi on mocng podstawe do
uzyskania zaktadanego dla Polski poziomu redukcji emisji gazdw cieplarnianych (GHG). Doku-
menty UE zaktadajq, ze rolnictwo moze zredukowac emisje o 3,2% bez uszczerbku dla bezpie-
czenhstwa zywnosciowego.

Rolnicze wykorzystanie trwatych uzytkdw zielonych wypetnia szereg funkcji publicznych
z ochrong bioréznorodnosci, krajobrazu czy dziedzictwa kulturowego. Stad wieksze emisie GHG
z utrzymania pastwiskowego przezuwaczy muszg znalez¢ przeciwwage w postaci metod mity-
gujacych to oddziatywanie.

Celem gtéwnym podjetych badan byto okredlenie najskuteczniejszych metod redukciji
emisji metanu podczas pastwiskowego utrzymania bydta.

Ponadto, przeprowadzono poréwnanie nieinwazyjnych sposobdw pomiaru emisji tego
gazu, z uwzglednieniem metody tracerdw SFs.

Cel gospodarczy zadania stanowito opracowanie metod redukcji emisji metanu z po-
stwiskowania bydta mlecznego, ktére wprowadzone do praktyki produkcyjnej wesprg krajowy
cel redukcyjny emisji GHG.
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Badania przeprowadzono w ZD IZ PIB Odrzechowa Sp. z 0.0. na grupie 60 sztuk bydta rasy
simental oraz w ZD IZ PIB Rudawa Sp. z 0.0. na 60 sztukach rasy HF. Zwierzeta o jak najbardziej
zblizonej masie ciata oraz przecietnej wydajnosci 7 tysiecy kg mileka/laktacje, w okresie wege-
tacyjnym — od maja do pazdziernika — utrzymywane byty w systemie pastwiskowym kwatero-
wym, natomiast w okresie zimowym przebywaty w oborach wolnostanowiskowych i zywione
byty w systemie PMR z udziatem kiszonki z kukurydzy.

Dokonano poréwnania emisji metanu z wykorzystaniem réznych metod mitygaciji w pa-
stwiskowym utrzymaniu kréow, 1j. wezesniejszy wypas, wypas klasyczny oraz wypas z wykorzysta-
niem podsiewu tfrawami hybrydowymi (30%) oraz wypas opdzniony. Warto$ci emisji szacowano
w tfrzech okresach sezonu pastwiskowego, podobnie jak i w okresie alkierzowym (odstepy
okoto 2-miesieczne).

Ponadto poréwnano wartodci emisji metanu utrzymywanych pastwiskowo kréw mlecz-
nych (simentali HF) ze zwierzetami wysokoprodukcyjnymi (HF — wydajnos¢ powyzej 9 tysiecy kg
mleka/laktacje) catodobowo utrzymywanymi alkierzowo i zywionymi TMR bez udziatu paszy
zielonej. Ten etap prac realizowano w ZD IZ PIB Kotbacz Sp. z 0.0. oraz ZD IZ PIB Odrzechowa
Sp. z 0.0. Wyniki zostaty poddane analizie statystycznej z wykorzystaniem analizy wariancji.

Podczas realizacji badanh przeprowadzono prace konstrukcyjne tracerdw z wykorzysta-
niem SFs do pomiaru emisji zwaczowego metanu. Wykonano rowniez testy porownawcze mier-
nikdw CH4, ktérych rezultaty wskazywaty na preferencje ergonomicznych, przeno$nych apa-
ratéw pomiarowych.

Uzyskane podczas sezonu pastwiskowego wyniki wskazujg na dos¢ duze zrdznicowanie
emisji metanu zwaczowego we wszystkich grupach doswiadczalnych. W ujeciu poszczegdl-
nych dwumiesiecznych okreséw sezonu, poczgtkowo, jej wartosci— choc rézne — byty najnizsze,
a nastepnie wykazywaty tendencje wzrostowq (tabela 1.).

Zostato to spowodowane stopniowym wzrostem udziatu wtdkna w zielonce, przy rdbwno-
czesnym obnizaniu sie strawnosci paszy, co powoduije jej dtuzsze zaleganie w przedzotgdku
oraz intensyfikacje proceséw metanogenezy. W poréwnaniu z klasycznym wariantem, wpro-
wadzenie o 2 tygodnie wczesniejszego wypasu skutkowato statystycznie istotng, 3,9% redukcjg
zwaczowego CH4, a tendencje odwrotng potwierdzono w przypadku rozpoczetego o 2 tygo-
dnie pdzniej spasania (emisja wyzsza o 9,0%). Najkorzystniejszy rezultat redukcyjny uzyskano w
przypadku infrodukcji traw hybrydowych. Wykorzystanie ich do podsiewu skutkowato dwukroft-
nie wiekszym obnizeniem emisji wzgledem wczesniejszego pastwiskowania, w odniesieniu do
klasycznego odpasu.

Tabela 1. Poréwnanie emisji metanu podczas réznych wariantéw pastwiskowania kréw (kg/ szt./60 dni).

Okres pastwiskowania Wariant pastwiskowania
(mies.) Trawy hybrydowe | Wczesniejszy wypas Klasyczny wypas Pozniejszy wypas
V-VI 32,7 Aa 35,2 ABb 36,1 ABc 39,9 Bd
VII-VII 35,7 Aa 37.7 ABb 39,7 ABc 42,4 Bd
IX-X 37.9 Aa 42 ABb 43,6 ABc 47,8 Bd

a, b, ¢ —rdznice istotne przy poziomie a< 0,05
A, B, C —réznice istotne przy poziomie a< 0,01

We wszystkich wariantach, é-miesieczna emisja pastwiskowa przekroczyta wartose
100 kg/szt. (tabela 2.). Najwyzszg, wysoko istotnie rézng od pozostatych grup emisie CH4 zmie-
rzono u kréw pdzniej wypasanych — 130,1 kg/szt./180 dni. Redukcja CH4, spowodowana zasto-
sowaniem podsiewu oraz wczesniejszym terminem wypasu wyniosta, odpowiednio: 12,31 3,9%.
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Tabela 2. Catkowita emisji metanu podczas okresu pastwiskowania kréw (rézne warianty; kg/szt./180 dni)

Wariant pastwiskowania

Cecha

Trawy hybrydowe Wczesdniejszy wypas Klasyczny wypas P&zZniejszy wypas
Catkowita emisja 106,3 Aa 114,9 ABb 119,4 Bc 130,1 Cd
Wzgl?dno zmiana 12,3 3,9 0 +9.0
emisji metanu (%)

a, b, c —réznice istotne przy poziomie a< 0,05
A, B, C —réznice istotne przy poziomie o< 0,01

Roczna warto$¢ emisji metanu w pastwiskowym utrzymaniu kréw doswiadczalnych przyjmo-
wata wartosci od niewiele przekraczajgcych 200 kg/szt. — trawy hybrydowe - do ponad
230 kg/szt. w przypadku pdzniejszego wypasu, a zaistniate réznice byty statystycznie wysoko
istotne (tabela 3.). W tym ujeciu, cel redukcyjny zostat osiggniety na poziomie 6,9 i 2,2% (odpo-
wiednio: trawy hybrydowe i wczesniejszy wypas) wzgledem warto$ci emisji z systemu klasycz-
nego. Z kolei, wypas opdzniony indukowat niemal 5% jej wzrost. W wyniku poréwnania przepro-
wadzonego pomiedzy systemem alkierzowym a pastwiskowym stwierdzono, iz w oborze krowy
w ujeciu rocznym produkowaty o ponad 14% mniej metanu w pordwnaniu ze zwierzetami
wprowadzanymi na pastwisko w klasycznym terminie, a wystepujgce réznice byty statystycznie
wysoko istotne (fabela 3.).

Tabela 3. Poréwnanie rocznej emisja metanu od kréw utrzymywanych pastwiskowo i alkierzowo (kg/szt./rok)

Utrzymanie pastwiskowe (6 mies.) — warianty: Utrzymanie
Cecha Trawy Wczesniejszy Klasyczny PozNiejszy alkierzowe
hybrydowe wypas wypas wypas (12 mies.)
Catkowita emisja 206,9 Bb 216,4BCc 221,1 Cd 232,0 De 189,5 Aa
Wagledna zmiana 69 22 0 +49 14,3
emisji metanu (%)

a, b, c —réznice istotne przy poziomie a< 0,05
A, B, C —réznice istotne przy poziomie o< 0,01

Polowa metoda redukcyjna emisji metanu — podsiew trawami hybrydowymi — pomimo braku
zasadniczych zmian w rodzaju dawki pokarmowej (zielonka), w grupie rozpatrywanych warian-
tow pastwiskowych byta mitygacyjnie najskuteczniejsza, nawet na tle analogicznej wartosci
okredlajgcej emisje od zwierzgt zywionych tatwiej strawnymi paszami przetworzonymi (alkierz).
Dosy¢ prawdopodobnym jest, iz przeprowadzenie fuzji dwdch pastwiskowych zabiegéw re-
dukcji metanu: wykorzystanie w praktyce hodowlanej podsiewu jednolisciennymi hybrydami
wraz z rbwnoczesnym, wczesniejszym terminem introdukcji zwierzgt na pastwisko moze prowa-
dzi¢ do uzyskania skumulowanego wolumenu redukcyjnego CH4, jeszcze blizszego wartosciom
uzyskiwanym przez zwierzeta skarmiane mieszankg petnoporcjowq bgdz? tatwostrawnymi pa-
szami gospodarskimi. Swiadczg o tym korzysci ptyngce z zastosowania kazdej z tych metod
Z osobna.

Prezentowane wartosci okreslajgce potencjat obnizenia emisji metanu w réznych ty-
pach pastwiskowania, na pozdr niezbyt spektakularne, w szerszej perspektywie osiggajq swojg
wtasciwg wage: w ujeciu wolumenu redukcyjnego catego pogtowia przezuwaczy utrzymywa-
nych pastwiskowo w Polsce.

W wyniku przeprowadzonych badah wykazano skuteczno$é metod pastwiskowej re-
dukcji emisji metanu zwaczowego od bydta. Utrzymanie pastwiskowe bydta skutkuje istotnie
wyzszg emisjg metanu do Srodowiska w poréwnaniu z jego utrzymaniem i zywieniem alkierzo-
wym. Za najprostszq, bezkosztowqg metode mitygacji metanu nalezy uznaé wczesniejszy wypas,
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natomiast najskuteczniejszym sposobem redukcyjnym jest wprowadzenie do sktadu florystycz-
nego obiektéw pastwiskowych znaczgcego udziaty tatwostrawnych traw hybrydowych.

Zabiegi te, stanowigce forme niskokosztowej transformacji technologii chowu dla po-
trzeb ochrony $rodowiska, skutkujg nizszym stopniem emisji najistotniejszej, towarzyszqcej pro-
dukciji bydta, domieszki gazowe;.

Zadanie 01-17-07-11
Przyrodniczo-produkcyjne nastepstwa procesdw recesywnych o charakterze
dezagraryzacji i dezanimalizacji w obszarach chronionych
Wyzyny Krakowsko-Czestochowskiej

kierownik zadania: dr Kamila Musiat

Gtéwnym celem realizowanego zadania badawczego jest zdiagnozowanie stanu zaawanso-
wania procesdw recesywnych, a zatem dezagraryzacii i dezanimalizaciji na obszarach chro-
nionych i znajdujgcych sie w ich bezposrednim sgsiedztwie w obrebie Wyzyny Krakowsko-Cze-
stochowskiej. W 2023 roku zostat wykonany pierwszy etap badan zaplanowanych na trzy lata.

W pierwszej czesci zawarto wyniki analiz o charakterze produkcyjnym, dotyczgce subre-
gionalnych problemdw dezagraryzacii oraz jej sktadowej, czyli dezanimalizacji. Analiza objeta
wybrane zmienne pozyskane poprzez badania terenowe o charakterze ankietowym. Przepro-
wadzono je w 21 gminach potozonych w woj. matopolskim oraz w 23 gminach w obrebie woj.
Slgskiego. Ogdina liczba przeprowadzonych ankiet wynosita 175, a zatem $rednio po 4 ankiety
w kazdej gminie objetej badaniami. Druga cze$¢ pierwszego etapu analiz obejmowata bada-
nia o charakterze przyrodniczym w poszczegdlnych gminach. Kluczowq kwestig byto okresle-
nie stanu i kondyciji rolnictwa, a stgd tez gospodarstw znajdujgcych sie w analizowanych gmi-
nach. W uzytej w badaniach ankiecie eksperckiej zastosowano podziat badanych gospo-
darstw w obrebie gminy na cztery kategorie: A —rozwojowe; B — wykazujgce cechy rozwoju; C
— nierozwojowe lecz podtrzymujgce produkcje oraz D — schytkowe. Wyodrebnienie i ocena
udziatu tych czterech grup gospodarstw ma kluczowe znaczenie dla rozwazan dotyczgcych
ksztattowania sie na poziomie lokalnym, takze tzw. uwarunkowan strukturalnych oraz srodowi-
skowych. Syntetyczna analiza gmin objetych badaniami wskazuje, ze tgcznie ok. 14% gospo-
darstw z tego obszaru wykazuje cechy rozwoju (A). Udziat ten w obszarze nalezgcym admini-
stracyjnie do woj. Slgskiego wynosi 13%, z kolei w woj. matopolskim jest on wyzszy o 2 p.p. Na
drugim biegunie tak prowadzonych obserwacji znajdujg sie gospodarstwa schytkowe (D),
ktére wycofujqg sie z prowadzenia produkcji rolniczej. Ich udziat jest srednio dwukrotnie wyzszy,
anizeli gospodarstw rozwojowych i wynosi dla woj. Slgskiego 30%, natomiast dla woj. matopol-
skiego 25%. Badania w terenie wykazaty, ze udziat gospodarstw wykazujgcych cechy rozwoju
(B) jest niemal dwukrotnie nizszy anizeli w przypadku grupy C, ktére stanowiq srednio 37,5% dla
catego rejonu badan.

Kluczowe dla prowadzonych badah sg kwestie dotyczgce zaawansowania procesu
dezanimalizacji, ktéry bezposrednio rzutuje na uzytkowanie, a stgd tez wykorzystanie poten-
cjatu produkcyjnego TUZ oraz utrzymanie réznorodnosci upraw. Proces ten na poziomie gospo-
darstw rolnych, dotyczy przewaznie chowu przezuwaczy, widoczna jest takze rezygnacja
z chowu $win. Porzucanie produkcii zwierzecej sprzyja sukcesjom roslinnym i przemianom gra-
nicy rolno lesnej. To w konsekwenciji prowadzi do zaburzen w krajobrazie kulturowym danego
obszaru. Wstepna ocena procesu dezanimalizacji potwierdza takie niepokojgce tendencje.
Udziat gospodarstw utrzymujgcych bydto w analizowanych gminach, potozonych w woj. ma-
topolskim wynosi ok. 7%. Jeszcze mniej jest podmiotdw prowadzgcych chow swin (ok. 4%). Jed-
nak wahania pomiedzy poszczegdinymi gminami sg tam dosy¢ duze. W przypadku gospo-
darstw prowadzgcych chdéw owiec wskazania respondentdw wahajg sie od catkowitego ich
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braku (0%), do ok. 1-2%. Dla tej czesci obszaru badan, na terenie woj. §lgskiego, zaawansowa-
nie procesu dezanimalizacji jest jeszcze wieksze. Udziat gospodarstw utrzymujgcych bydto wy-
szacowano tam na 3%, $winie na 4%, a chéw owiec jest w fazie wygasniecia. Dla celdéw analizy
przyjeto, ze stada liczgce po 30 sztuk krow lub bydta opasowego, mogq by¢ uznane za takie,
ktére kreujg dochody i przychody w rolnictwie uznane za satysfakcjonujgce. Mogg by¢ one
takze biorcami nieuzytkowanych TUZ znajdujgcych sie w ich bliskim sgsiedztwie. Jednakze
w obszarze prowadzonych badan takich podmiotdw rolnych jest bardzo mato, dla woj. §la-
skiego liczba stad >30 sztuk kréw Srednio w gminie wynosi 2, natomiast dla woj. matopolskiego
4. Jeszcze mniej jest gospodarstw, ktére sq nastawione na produkcje bydta opasowego, od-
powiednio 2 dla woj. matopolskiego i 1 dla woj. Slgskiego.

Ocena przyrodnicza skutkdw omawianych proceséw recesywnych w rolnictwie objeta
teren bezposrednio otaczajgcy wybrang do badan tzw. enklawe przyrodniczq, w pasie o sze-
rokoséci ok. 200-300 m. Enklawy takie znajdujg sie w obszarach chronionych lub w ich bezpo-
Srednim sgsiedztwie i stanowig najczesciej tgki lub murawy kserotermiczne. Oceniane byty pod
wzgledem koegzystenciji zinnymi gruntami rolnymi lub nieuzytkami, na podstawie analizy stanu
i procesdw przemian przy zastosowaniu autorskiej oceny punktowej, wybranych stymulant.
Usrednione oceny z wybranych gmin odnosnie stanu zagospodarowania rolniczej przestrzeni
produkcyjnej w bezposrednim sgsiedztwie obszardw chronionych wskazujq, ze widoczne jest
rozprzestrzenianie sie roslin zielnych z nieuzytkdw na enklawy, wyrazna jest takze ekspansja
drzew i krzewdw oraz wkraczanie gatunkdw roslin inwazyjnych, zwtaszcza z grupy roslin zielnych.
Intensywnos$¢ prowadzonych upraw, w otoczeniu wybranych do badanh enklaw oceniono jako
ekstensywne lub $rednio-intensywne, zréznicowanie gatunkdédw uprawnych srednio wynosi ok.
7 gat., zdominacjqg zbdz i przy Sredniej wielkosci poszczegdlnych pdl wynoszgcej ok. 0,5-2 ha.

Zadanie 01-17-08-11
Analiza ekoefektywnosci produkcji w gospodarstwach utrzymujqcych zwierzeta
gospodarskie

kierownik zadania: dr inz. Anna Borecka

Celem badawczym zadania byto okreslenie wptywu prowadzonej dziatalnosci gospodarstw
utrzymujgcych bydto, $winie oraz dréb na poszczegdlne elementy posiadanego kapitatu na-
turalnego, jak réwniez ustalenie w sposdb kompleksowy kierunku zmian w zakresie relaciji go-
spodarstwo rolne - srodowisko naturalne.

Cel realizowano poprzez oszacowanie:
— wydajnosci srodowiskowej,
— $Srodowiskowej intensywnosci produkciji,
— kosztow poprawy efektu srodowiskowego,
- efektywnosci kosztow srodowiskowych.

Etap zaplanowany na ten rok obejmowat swoim zakresem:
— opracowanie zatozeh metodycznych w zakresie konstrukciji kwestionariuszy ankiety,
- przeprowadzenie badan pilotazowych w minimum 12 gospodarstwach celem spraw-
dzenia adekwatnosci doboru metody badawczej do analizowanego problemu na
kazdym etapie procesu badawczego,
- identyfikacja dziatan skierowanych na ochrone srodowiska w obrebie gospodarstw
rolnych.
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W pierwszym poétroczu badanh zostat opracowany kwestionariusz ankiety dla poszczegdinych
dziatalnosci. Miat on za zadanie dostarczy¢ informacji m.in. z zakresu: obsady zwierzgt gospo-
darskich w kazdym z obiektéw, powierzchni i struktury uzytkdw rolnych, udziatu zbdz w zasie-
wach, plondéw rodlin uprawnych, pokrycia gleby roslinnosciq w ciggu roku, skali produkcii, to-
warowosci produkcji, przychoddw uzyskiwanych przez gospodarstwa, bilansu substancji orga-
nicznej, zuzycia energii elekirycznejiinnych nos$nikdw energii w gospodarstwie rolnym, zuzycia
paliw, zuzycia nawozdw naturalnych i mineralnych oraz srodkéw ochrony roslin, wartosci pie-
nieznej wydatkdw na nawozy azotowe, fosforowe i wielosktadnikowe, zuzycia wody w gospo-
darstwie, wysokosci naktaddw poniesionych na ochrone $rodowiska w poszczegdlnych obiek-
tach oraz informaciji szczegdtowych o organizacii produkcji zwierzece.

Irédtem informacji byty dane pozyskane z gospodarstw utrzymujgcych zwierzeta go-
spodarskie (bydto (17), $winie (15) oraz dréb (10)) w réznych regionach kraju. Dotychczas ana-
lizg zostaty objete 42 gospodarstwa specjalistyczne, w ktérych przychody ze sprzedazy $win,
bydta lub drobiu stanowity wysoki udziat (ponad 60%) w przychodach z produkciji rolnej ogé-
tem.

Podstawowe informacije o objetej badaniami probie gospodarstw w podziale wedtug
specjalizacji zostaty zamieszczone w tabeli 1.

Tabela 1. Podstawowe informacje o badanych gospodarstwach rolnych

Wyszczegoinienie Srednio Gospodarstwa Gosgoc;lgrs’rwo Gospodgrs’rwo
razem z bydtem ze Swiniami z drobiem

Liczba gospodarstw rolnych (szt.) 42 17 15 10
Wiek wtasciciela gospodarstwa (lata) 48,85 44,13 51,67 51,12
El)c;rs)s prowadzenia gospodarstwa rolnego 23,00 28,60 16,50 24,80
FWU* 1,91 2,01 1,81 1,82
AWU** 1,98 2,02 1,87 1,95
Uzytki rolne (ha) 21,95 27,37 25,18 8.11
Grunty orne (ha) 14,32 10,36 22,49 7.58
Trwate uzytki zielone (ha) 7.43 16,88 2,46 0,28
Ziemia wtasna w uzytkowaniu (%) 92,86 100,00 100,00 70,00
Procentowy udziat zbéz w zasiewach (%) 61,13 62,94 64,60 52,67
UR*** potozone na wys. ponizej 300 m n.p.m. 40,48 52,94 53,33 10,00
UR potozone na wys. 300-600 m n.p.m. 26,19 23,53 46,67 10,00
llo$¢ uprawianych roslin (ogdtem szt.) 3,29 2,53 4,41 2,70
DJP na gospodarstwo 18,48 21,71 11,64 23,26
Zuzycie nawozdw azotowych (kg na Tha UR) 92,52 99.19 100,60 63,78

Irédto: badania wiasne
* FWU — Family Work Unit; **AWU — Annual Work Unit;***UR — uzytki rolne

Poszczegdlni producenci rolni prowadzili swoje gospodarstwa od 8 do 32 lat. Blisko 48% gospo-
darstw miato wyznaczong osobe, ktdra w przysztosci bezptatnie przejmie gospodarstwo. W go-
spodarstwach pracowali gtdwnie cztonkowie rodziny. Roczne naktady pracy ogdtem w prze-
liczeniu na jednego petnozatrudnionego byty wyzsze w gospodarstwach utrzymujgcych bydto
mleczne (2,02 AWU). Dla pordwnania w gospodarstwach utrzymujgcych Swinie wyniosty
1,87 AWU. W gospodarstwach utrzymujgcych powyzej 20 sztuk bydta oraz powierzchni uzytkdw
rolnych przekraczajgcej 25 ha zarébwno naktady pracy ogdtem (AWU) oraz pracy wtasnej rol-
nikdw i cztonkdw ich rodzin (FWU) byty najwyzsze.



Zaktady Naukowe

W kazdej grupie zaobserwowano duze zréznicowanie obszarowe. Srednia powierzchnia uzyt-
kéw rolnych byta wieksza niz érednia krajowa. Srednia wielkosé powierzchni UR w gospodar-
stwie wyniosta 21,95 ha i byta wynikiem blisko dwukrotnie wyzszym w poréwnaniu ze $rednig
krajowq (11,32 ha). Najwieksze gospodarstwa wystepowaty w grupie gospodarstw utrzymujg-
cych bydto (Srednio — ponad 27 ha) natomiast mniejsze w utrzymujgcej dréob (Srednio —
8.11 ha). Wséréd analizowanych gospodarstw ponad 33% stanowity te, ktére potozone byty na
obszarach z ograniczeniami naturalnymi lub innymi szczegdlnymi ograniczeniami.

Korzystny udziat zbdz w zasiewach wystepowat w gospodarstwach jednokierunkowych
z drobiem (ok. 53%), natomiast w gospodarstwach z bydtem i $winiami zboza byty grupq roslin
dominujgcg w zasiewach.

Obsada zwierzagt w przeliczeniu na powierzchnie uzytkdw rolnych dostarcza informacji
0 poziomie intensywnosci produkcji oraz obcigzenia srodowiska nawozami naturalnymi. Prze-
cietna liczba utrzymywanego bydta przypadajgca srednio na jedno gospodarstwo wyniosta
26,37 sztuk, w tym 17 sztuk kréw, co przetozyto sie na 21,71 DJP w gospodarstwie.

W gospodarstwach utrzymujgcych $winie analiza organizacji produkcii zwierzecej wy-
kazata, ze DJP wyniosta srednio 11,64. W przypadku drobiu obsada w 10 badanych gospodar-
stwach, wynosita 23,26 DJP i wahata sie od 8,8 do 54 DJP na obiekt.

Oszacowane zuzycie nawozdw azotowych w gospodarstwach wyniosto $rednio
92,52 kg/Tha UR z rozproszeniem od blisko 64 kg (obiekty z drobiem) do 100,60 kg (obiekty ze
Swiniami).

Z uwagi na powyzsze koszty nawozenia miaty najwyzszy udziat w strukturze kosztodw ,,$ro-
dowiskowych” ponoszonych w gospodarstwach specjalizujgcych sie w produkciji zwierzece;.
W obiektach wyspecjalizowanych w produkcji zywca wieprzowego stanowity one blisko 31%
kosztéw Srodowiskowych ogdtem wynoszgc srednio na obiekt 28 042,27 zt.

W gospodarstwach z bydtem stanowity odpowiednio 25,25% i 20 247,06 zt. W przypadku
produkciji drobiarskiej najwyzsze koszty ponoszono na wode do produkciji rolnej (zuzycie odno-
towane zostato srednio na poziomie 35 641,0 m3) oraz koszty zwiqzane z energiq elektryczng
i innymi no$nikami energii (wykres 1.).

Wykres 1. Struktura kosztéw w gospodarstwach objetych badaniami
(aspekt srodowiskowy)

koszty melioraciji

koszty wapnowania

koszt badania gleby

koszty poprawy jakosci gleby

koszt materiatu siewnego
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koszty innych nosnikdw energii

koszt paliw

koszty energii elekirycznej

koszty zwigzane z wywozem..

koszty zwigzane z odprowadzania..

koszt wody w produkciji rolnej
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Irédto: badania wtasne
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Dziatalno$¢ rolnicza wywiera znaczgcy wptyw na srodowisko. Niewtasciwe stosowanie przemy-
stowych $srodkdw produkciji nawozdw sztucznych i srodkdw ochrony roslin, moze niekorzystnie
wptywacé na wiele ekosystemdw. Rolnictwo bezposrednio uzytkuje zasoby przyrody w proce-
sach produkciji. Z drugiej strony producenci rolni funkcjonujgcy w gospodarce rynkowej muszqg
produkowac zgodnie z potrzebami spotecznymiijednoczeinie maksymalizowacé swoje funkcje
celu poprzez efekty produkcyjne oraz ekonomiczne w warunkach konkurenciji.

W badanych gospodarstwach Srednio najwiecej dziatan skierowanych na ochrone $ro-
dowiska dotyczyto poprawy efektywnosci korzystania z zasobdw wodnych w gospodarstwie.
Byty to dziatania m.in. takie, jak pokrycie powierzchni gruntdw ornych roslinnoscig w okresie
zimy, udziat mieszanek z roslinami bobowatymi w strukturze zasiewdw poprawiajgcych bilans
préchnicy w glebie oraz wprowadzanie wodooszczednych systemdw nawadniajgcych elimi-
nujgcych nieefektywne zuzycie wody. Ponadto, dziataniami skierowanymi na ochrone srodo-
wiska w obrebie gospodarstw rolnych w analizowanych obiektach byto zwiekszenie wykorzy-
stywania odnawialnych zrédet energii w gospodarstwie, zastosowanie ogniw fotowoltaicznych
oraz wykorzystanie energii z biomasy (wykres 2.).

Wykres 2. Identyfikacja dziatan skierowanych na ochrone srodowiska w cbrebie
gospodarstw rolnych (% gospodarstw)

W gospodarstwa z bydiem M gospodarstwa ze Swiniami M gospodarstwa z drobiem

Redukcja emisji gazow ciepli cmonicku poprzez przestrzeganie
wiabchwego ptodozmianu i wprowadzanie wslewek miedzyplonowych

|

Redukcja emisji gazéw ...... poprzez zmnigjszenie nawoZenia

Redukcja emisji QOzdw ....... poprzez zwiekszenie udziatu fywienia
pastwiskowego

Redukcja emisji gazéw ciepl. poprzez skrécenie opasu

J

D Doskonalenie bilansowania dawek paszowych

Ograniczanie emisji z przechowywanych odchoddw przez cbnitanie
ich temperatury

Stesowanie preparatéw zmnigjszajgeych emisje ameniaku z
odchodaw

Wkorzystania energii z biomasy

Lastosowanie ogniw fotoweltaicznych

Wykorzystywanie odnawialnych rédet energii w gospodarstwie

FPoprawa efekhywnosd korzystania z zasobdw wodnych w
gospodarstaie

0% 20% 40% 60% &0%

=]
=]
&

Irédto: badania wtasne

Rolnictwo jest gtéwnym zrédtem emisji amoniaku do atmosfery, a wiekszo$¢ emisji amoniaku
w Polsce pochodzi z produkcji zwierzecej. Najwieksza cze$¢ emisji amoniaku zwigzana jest z od-
chodami zwierzat — 78%, a pozostate 22% emisji zwigzane jest ze stosowaniem mineralnych na-
wozdw azotowych. Dlatego tez istotne sg wszystkie dziatania podejmowane przez kierujgcych
gospodarstwami rolnymi, ktére przyczyniajg sie do obnizenia emisji amoniaku oraz gazéw cie-
plarnianych.

W gospodarstwach z bydtem objetych badaniami dziataniem podejmowanym przez
ponad 35% wtascicieli gospodarstw byta redukcja emisji gazdw cieplarnianych poprzez dosko-
nalenie bilansowania dawek paszowych (udziat roélin strgczkowych i bobowatych w dawce
pokarmowej, suplementacja dawek pokarmowych probiotykami oraz ekstraktami roslinnymi).
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Ponadto w 23,5% gospodarstw zwiekszano udziat pastwiskowego zywienia krow, a w blisko 12%
skracano dtugos¢ opasu bydta. W 35,3 % gospodarstw zakwaszano gnojowice celem obnize-
nia jej pH i ograniczenia emisji. W przypadku gospodarstw drobiarskich gdzie obsada zwierzeca
byta najwyzsza w przeliczeniu na obiekt oraz 1 ha UR stosowano preparaty zmniejszajgce emi-
sje amoniaku z odchodéw (4 obiekty) oraz obnizano temperature przechowywanych odcho-
doéw zwierzat (40% gospodarstw).
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Zaktad Biologii Molekularnej Zwierzat
kierownik: prof. dr hab. Katarzyna Ropka-Molik

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

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

Celem proponowanych badan jest poszukiwanie genetycznego podtoza proceséw zwigza-
nych z odktadaniem tkanki ttuszczowej na modelu $wini domowej. Dla hodowli trzody chlewnej
badania te stanowig wazny element, poniewaz prowadzona dtugoletnia selekcja w kierunku
poprawy miesnosci i cech wzrostowych przyczynita sie do istotnego obnizenia tkanki ttuszczo-
wej podskornej i srddmiesniowej (IMF). IMF odgrywa wazng role w ocenie sensorycznej miesa
(kruchosci, soczystosci) oraz przydatnosci wieprzowiny do przetworstwa technologicznego.
Wielka biata polska i polska biata zwistoucha, dwie gtdwne rasy wykorzystywane jako kompo-
nent matczyny w polskiej hodowli posiadajg IMF na poziomie ok 1%, czyli okoto dwa razy mniej-
szym od pozgdanych wartoéci. Podejmowane sq wiec rézne préby, aby poprawic ten stan
i podnie$¢ poziom tkanki ttuszczowej w tuszach wieprzowych, w tym poszukiwanie proceséw
molekularnych czy biomarkeréw zwigzanych z tworzeniem sie tkanki ttuszczowej i jej odktada-
niem. Z innej strony, $winie sq dobrym modelem do badah nad otytoscig, ktdra jest aktualnie
zaliczana do chordb cywilizacyjnych, a jej wystepowanie sprzyja chorobom uktadu krgzenio-
wego, cukrzycy czy chorobom nowotworowym. Proponowane badania umozliwig 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 dotqgd nieznane mechanizmy regulacji ekspresji gendw.
Dopetnieniem analizy ATAC-seq bedzie ocena franskryptomiczna (RNA-seq) tkanki wgtrobo-
wej i ttuszczowej. Umozliwi to trafne wskazanie proceséw metabolicznych wysoce istotnie po-
wigzanych z regulacjg odktadania tkanki ttuszczowe;.

Dla prébek watroby pozyskanej od 16 loszek rasy ztotnicka biata, charakteryzujgcych
sie niskim oraz wysokim poziomem ottuszczenia zostaty przygotowane biblioteki dla fragmen-
tow aktywnej transkrypcyjnie chromatyny (ATAC-seq). Biblioteki zostaty przygotowane na pod-
stawie wczesdnie] mrozonych komadrek watroby, dlatego tez po rozmrozenie zostata oceniona
zywotno$¢ komodrek z wykorzystaniem Cellcoutera i specjalnego barwienia 0,4% trypanem
blue. Biblioteki zostaty poddane ocenie jakosci tzn., namnozone zostaty amplikony dla promo-
tora genu GAPDH oraz dla tzw. pustynnego DNA czyli region niekodujgcy. Biblioteki, ktdre
przeszty testy jakosci zostaty wystane do sekwencjonowania w technologii NGS 150PE. Po se-
kwencjonowaniu, wyniki pochodzgce z obu fakcji zostaty potgczone i przeprowadzono dia
nich dalszg andadlize identyfikacji sygnatéw w regionach zwigzanych z wigzaniem czynnikdw
franskrypcyjnych z wykorzystaniem narzedzia Generich. Uzyskane sygnaty zostaty przypisane
do genomu $wini 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).
Ponadfo mapowanie uwzgledniato wszystkie izoformy i regiony startu transkrypcji tzw. TSS
(tfranscriptfion start site). Analize funkcjonalna przeprowadzono z wykorzystaniem narzedzia
David, a dla interakcji biatko-biatko (PPIl) narzedzia STRING. Obliczenia statystyczne przepro-
wadzono przy uzyciu metody ANOVA (SAS).
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Analiza sygnatdéw ATAC dla regionu TSS i promotora <1, <2kb i <3kb

Zidentyfikowano $rednio 5425 pikdw (odpowiadajgcych 12680 genom) i 2194 (odpowiadajg-
cych 8840 genom) naktadajgcych sie odpowiednio na region TSS oraz promotora <1 kb. Blisko
70% tych sygnatdw pochodzito z frakcji A (wstawki do 150 pz). Po wygenerowaniu sygnatdw
W oparciu o narzedzie Genrich i przypisaniu ich do regiondw genomu $wini, z analizy pominieto
jeszcze dwie probki (WPT n=6 i NPT n=6), poniewaz miaty one matq liczbe sygnatdéw naktada-
jagcych sie naregiony TSS, co mogto oznaczac¢ wysoki procent tta w prébce jako konsekwencija
réznic w zywotnosci hepatocytéw wejsciowych podczas przygotowywania biblioteki ATAC.
Analiza transkryptomiczna dostarczyta interesujgcych wynikéw; dlatego w niniejszym badaniu
skupilismy sie na sygnatach ATAC zwigzanych z genami wykazujgcymiistotne réznice w pozio-
mie tfranskryptu pomiedzy badanymi grupami o niskim oraz wysokim stopniu oftuszczenia
(DEG). Analiza, w tym wszystkie sygnaty ATAC zwigzane z regionami promotora TSS i <1 kb,
pokrywata sie z 272 DEG. Niemniej jednak wspdinych sygnatdw ATAC, ktére byty obecne we
wszystkich prébkach (w grupie WPT lub NPT), byto znacznie mniej. Naszym zdaniem wskazanie
wspodlnych sygnatdw ATAC zawezito obszar poszukiwan do najwazniejszych regulacii ekspresji
gendw. Z drugiej strony, niektdre sygnaty ATAC byty zlokalizowane w regionach zachodzgcych
na regiony TSS i promotora <1 kb jednoczesnie, wiec zostaty one wtgczone do tego samego
festu.

890 2028 wspdlnych sygnatdw ATAC odpowiadajgcych regionom promotorowym TSS
i <1 kb zidentyfikowano odpowiednio w grupach WPT i NPT. Naktadajgce sie DEG i wspdine
sygnaty ATAC wytonity 45 gendw. Analiza funkcjonalna z wykorzystaniem narzedzia Davida
GO wykazata, ze geny te wzbogacity procesy zwigzane z destynacjg komadrek ttuszczowych,
stresem oksydacyjnym zachodzgcym w siateczce $rédplazmatycznej (ER) (rycina 1.) oraz wy-
ptywem cholesterolu. Analiza klastrowania wskazata 5 klastréw, m.in. zwigzanych z ER i biosyn-
tezq lipidow.

Rycina 1. Funkcjonalne sieci asocjacii biatek dla 45 ATAC-DEG. A) Analiza PPl przedstawiona przez STRING: FD — odkta-
danie ttuszczu, DEG - geny o zréznicowanej ekspresiji. B) wykres wygenerowany przez pakiet R ggplot2. Na podstawie
analizy DAVID GO przedstawiajgcej udziat poszczegdlnych gendw w znaczgcym GO
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Rycina 2. Wizualizacja sygnatdw ATAC TSS przy uzyciu przeglgdarki UCSC Genome Browser na $wini, luty 2017 roku
(Sscrofal1.1/susScr11) i ekspresja gendw przedstawiona na podstawie surowych odczytéw wygenerowanych przez
sekwencje RNA zwigzang z genami stresu ER. Kolory czerwony i niebieski pokazujg sygnaty ATAC TSS odpowiednio dla
grup $win o wysokim i niskim FD. Dodano informacije referencyjne dotyczgce gendw Ensemble i NCBI.

W jasnoniebieskiej ramce zaznaczone sg interesujgce geny. Wyspy CpG sg zaznaczone na zielono zgodnie
z wewnetrzng bazqg danych przeglgdarki genomu UCSC.
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Analiza PPI (STRING) potwierdzita te obserwacije. Analiza RNA-seq dla wgtroby Swinskiej wska-
zata, ze poziom wszystkich gendw zaangazowanych w stres ER dla ktérych zidentyfikowano
sygnaty ATAC w regionach TSS czy <1 kb TSS ulegaty podwyzszonej ekspresji w watrobie, wraz
ze zwiekszonym poziomem podskdrnej tkanki ttuszczowej (rycina 2). Co wiecej, wizualizacja
(uzyskana z wykorzystaniem przeglgdarki UCSC Genome Browser w potgczeniu z informacjami
o wyspach CpG) pokazuje, ze kazdy sygnat TSS ATAC byt silnie skorelowany z wystepowaniem
wysp CpG. Dla regionu promotorowego <2kb, <3kb oraz zlokalizowanego ponizej TSS zidenty-
fikowano Srednio 1013 sygnatdw ATAC (odpowiadajgcych 4720 genom) i 850 (odpowiadajg-
cych 4388 genom), ktére naktadaty sie odpowiednio na regiony promotorowe <2kb i <3kb. 54
i 118 wspdinych sygnatéw ATAC-DEG pasujgcych do regiondw promotora <2 kb zidentyfiko-
wano odpowiednio w grupach WPT i NPT. Wspdlnych sygnatdw (zidentyfikowanych dla wszyst-
kich prébek) ATAC-DEG dla promotora <2 kb zidentyfikowano tylko 4 DEG (CRADD, TBC1D10C,
SMTN i IncRNA ENSSSCG00000034990).

Z kolei test obejmujgcy region promotora <3 kb zidentyfikowano 47 i 103 wspdinych sy-
gnatdw ATAC odpowiadajgcych regionom promotora <3 kb odpowiednio w grupach WPT
i NPT. Jednak zaden z sygnatéw ATAC nie dotyczyt DEGs. Podobne testy przeprowadzono dla
regiondw potozonych ponizej TSS do -1kb, -2kb i -3kb, zidentyfikowano tam sygnaty ATAC od-
powiadajgce a. TUBA4A i DUT; b. NRIP1, TBCIDI10C, INSIGT, STSGALI, FBLN2, NUDTI13 i c. ULKT,
odpowiednio.

ldentyfikacja czynnikdw transkrypcyjnych wérdd wskazanych 45 gendw ATAC-DEG i ich
elementdéw regulatorowych na podstawie dostepnych baz danych

Do analizy TRRUST wtgczono DEG, dla ktérych znaleziono sygnaty ATAC naktadajgce sie na 1SS
lub zlokalizowane w regionie promotorowym <l1kb. To narzedzie informatyczne wykazato dla
45 ATAC-DEG, Zze najbardziej prawdopodobnymi czynnikami regulujgcymi ekspresje dla tych
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gendw sg HIFTA, HNF1A, NR112 i SREBF1, ktére regulujq ekspresje PPARA, THRSP, FASN itp. (tabela
1). Analiza transkryptomiczna wykazata, ze wszystkie TF ulegajg ekspresji w tkance waqgtroby.
Ponadto TRRUST wskazat, ze PPARA, NRIPI1, KLF6 i KLF11 nalezg do rodziny TF.

Tabela 1. Kluczowe czynniki franskrypcyjne wzbogacone dla gendw, dla ktdérych sygnaty ATAC naktadaty sie na TSS
lub znajdowaty sie w regionach promotora <1kb

Czynnik transkrypcyjny | Opis Geny regulowane P value FDR

1. | HIFTA hypoxia inducible factor EGLNS, PPARA, NT5E | 0.000892 0.00343
1, alpha subunit (basic he-
lix-loop-helix transcription

factor)
HNF1A HNF1 homeobox A CRP, NT5E 0.00159 0.00343
NR1I2 nuclear receptor subfam- | KLFé, THRSP 0.00159 0.00343
ily 1, group |, member 2
4. | SREBFI sterol regulatory element FASN, THRSP 0.00172 0.00343
binding franscription fac-
for 1
5. | STAT3 signal transducer and ac- | CRP, PPARA, KLF11 0.00413 0.00661

tivator of transcription 3
(acute-phase response

factor)
6. | E2F1 E2F transcription factor 1 HSPAS5, NRIP1 0.0374 0.0499
7. | RELA v-rel reticuloendotheliosis CRP, PPARA 0.15 0.171
viral oncogene homolog
A (avian)
8. | SP1 Sp1 transcription factor P4HA1, NT5E 0.292 0.292

Identyfikacja czynnikdw transkrypcyjnych dla gendw zwigzanych ze stresem retikulum endo-
plazmatycznym (ER) zidentyfikowanych na podstawie analizy ATAC-RNA-seq

W analizie PROMO v3 uwzglednilismy DEG, dla ktdérych znaleziono sygnaty ATAC naktadajgce
sie na TSS lub zlokalizowane w regionie promotora <1 kb. Nastepnie zidentyfikowalismy wspdine
TF sygnatdw ATAC naktadajgcych sie na TSS dla DEG, ktére wzbogacity $ciezke stresu ER (ta-
bela 2., rycina 3.). Na rycinie 3. strzatki wskazujg TF dla gendw zwigzanych z ER, ktére sqg klu-
czowe dla regulacji ekspresji gendw w watrobie zwigzanych z metabolizmem ttuszczow (Ste-
enselsiin., 2020). W tabeli 2. wymieniono TF dla gendw zwigzanych z ER, ktére odgrywajqgistotng
role w wgtrobie podczas odktadania sie ttuszczu i adipogenezy, oraz ich udziat w okreslonych
procesach lub szlakach molekularnych (Steensels i in., 2020).

Tabela 2. Wspdlne TF, dla ktérych znaleziono miejsca wigzania w sygnatach 7SS ATAC zwigzanych z DEG zwigzanymi
ze stresem ER

Nazwa genu llo$¢ motywow TF zwigzane z ottuszczeniem Procesy regulowane
dlaTF waqtroby
HSPAS, 23 PPAR-alpha/RXR-alpha Metabolizm lipiddw, stany za-
HYOUT, C/EBP-alpha palne, zwtdknienie
MANF, C/EBP-beta Metabolizm lipiddw
PIK3RT, STATSA Metabolizm lipidéw
SELENOS NF-kB Metabolizm lipidéw
IRF1 Procesy zapalne
IRF3 Procesy zapalne
AP1 Procesy zapalne, zwtdknienie
Nrf2 Procesy zapalne
HSPAS, 18 FOXO3a Homeostaza glukozy
HYOUI,
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PIK3RT,
SELENOS
HSPAS 6 XBP1 Stres metaboliczny
PIK3R1
SELENOS
HYOUT MANF 5 FXR Metabolizm lipidéw

Rycina 3. Wspdlne TF sygnatéw ATAC naktadajgcych sie na TSS dla DEG zwigzanych ze stresem ER. Ponizej wskazano
TF, ktére sqg kluczowe w regulaciji ekspresji gendw w watrobie zwigzanych ze sttuszczeniowymi chorobami wgtroby

ER stress

PPAR-alpha/RXR-alpha, C/EBPq,
C/EBPR, STATSA, NF-kB, IRF1,
IRF3, AP1, c-Jun, NRF2

Zadanie 01-18-06-21
Wptyw poziomu zywienia i suplementaciji 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 suplementacii
witaminy D. Badania ze wzgledu na tematyke, podzielono na dwie czesci.

W pierwszej cze$ci badan skupiono sie na ocenie wptywu poziomu zywienia preparatem
mleko zastepczym, we wczesnym okresie zycia cielgt, na procesy biologiczne zwigzane z roz-
wojem gruczotu mlekowego poprzez zmiany epigenomiczne i transkryptomiczne. Wczesniejsze
badania, przeprowadzone na grupie cieliczek wysokowydajnych ras mlecznych, dowiodty, ze
zywienie modeluje przebieg zmian anatomicznych gruczotu mlekowego. Dlatego tez, w pro-
ponowanych badaniach przyjeto nastepujgcqg hipoteze: ,,Poziom zywienia we wczesnym
okresie zycia modeluje zmiany na poziomie epigenetycznym i w poziomie ekspresji gendw,
prowadzgc do zmian anatomicznych gruczotu mlekowego cieliczek wysokowydajnych ras
mlecznych”.

W drugiej czesci badan przyjeto nowq hipoteze badawczq, a mianowicie: ,Suplementacja
witaming D oddziatuje na modyfikacje epigenetyczne i zmiany w poziomie ekspresji gendw,
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prowadzgc do poprawy statusu zdrowotnego zwierzat.” Badania dowodzqg, ze witamina D wy-
kazuje dziatanie immunomodulacyjne, a niskie stezenie kalcydiolu (25(OH)D) w osoczu tgczone
jest z patogenezqg wielu chordb. Jednym z potencjalnych celéw dziatania witaminy D jest
uktad oddechowy. Mimo tego, do tej pory nie przeprowadzono kompleksowych badan okre-
Slajgcych wptyw tej witaminy na tkanke ptuc. Z punktu widzenia hodowcodw trzody chlewnej
zagadnienie to moze okazac sie wazne, poniewaz infekcje uktadu oddechowego $win powo-
dujg nie tylko spadek dobrostanu zwierzagt ale réwniez straty ekonomiczne. Dlatego celem
tego badania jest sprawdzenie jak zmiany w standardowej suplementacii witaminy D wpty-
wajg na profile mMRNA, miRNA oraz poziom metylacji w zdrowej tkance ptucnej $win.

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

W pierwszej czesci badan wykorzystano materiat doswiadczalny, ktéry stanowity tkanki
pobrane od 16 zwierzat — cieliczki rasy polska holsztynsko-fryzyjska w okresie wychowu pierw-
szych dwdch miesigcach zycia. Zwierzeta podzielono na trzy grupy zywieniowe: | grupa kon-
tolna (n=4) — zywienie standardowe, oszacowane na podstawie ,,Zapotrzebowania Zywienio-
wego Bydta Mlecznego” (NZP, 2001); grupa R (n=6) — ograniczenie dziennej dawki preparatu
mleko zastepczego (MR); grupa AL (n=6) — podawanie MR ad libitum 3xdziennie przez 30 min.
Analizie molekularnej poddano trzy tkanki: parenchyme (PAR), wyscidtke ttuszczowq (MFP)
oraz wagtrobe (W).

W drugiej czesci badan dawkowanie witaminy D przebiegato nastepujgco: 1 grupa
(grupa kontrolna) — 2000 IU cholekalcyferolu (grower) i 1500 IU cholekalcyferolu; 2 grupa —
3000 IU cholekalcyferolu (grower) i 2500 IU cholekalcyferolu; 3 grupa — 2000 IU cholekalcyfe-
rolu+1000 IU kalcydiolu (grower) i 1500 IU cholekalcyferolu+1000 IU kalcydiolu; 4 grupa — 2000 1U
kalcydiolu (grower) i 1500 IU kalcydiolu/kg paszy. Do badahn molekularnych pobrano od $wih
prébki miesni, tkanki ttuszczowej, watroby, ptuc i nerki. Ostatecznie analizy molekularne prze-
prowadzono na prébkach miesnia i ptuc.

Na poczgtkowym etapie badan przystgpiono do analizy danych NGS uzyskanych dla
prob pozyskanych od cielgt mlecznych. Sekwencjonowanie bibliotek RRBS wygenerowato
Srednio 28,7 miliona odczytéw sekwencyjnych na probke. Procent odczytdw zmapowanych
do genomu referencyjnego wahat sie od 93,3% do 96,1% na prébke, z czego od 45,3 do 59,0%
stanowity sekwencje unikalnie zmapowano do genomu referencyjnego. Do wykrycia global-
nych zmian ekspresji gendw w analizowanych tkankach zastosowano technike RNA-Seq.
W przypadku tej metody z sekwencjonowania NGS uzyskano srednio 50 miliondw odczytéw na
prébke, a ponad 41% z nich unikalnie zmapowano do genomu referencyjnego. Z kolei w przy-
padku bibliotek MiRNA uzyskano w sumie ponad 456 milionéw odczytdw, co dato srednio po-
nad 9,5 miliona sekwencji na prébke.

A. Ocena wptywu poziomu zywienia na miRNAom, metylom i franskryptom tkanki parenchymy
gruczotu mlekowego

W sumie zidentyfikowano 186, 182 oraz 4 mikroRNA o réznicowej ekspresji (DE miR) (FDR<0,1)
odpowiednio pomiedzy grupami R vs I, AL vs | i R vs AL. Wérdd nich 98 (52%) oraz 89 (49%)
stanowity mikroRNA o obnizonej ekspresji w grupach zywieniowych R i AL w stosunku do konftroli.
Natomiast w grupie R w poréwnaniu do grupy AL, wszystkie 4 zidentyfikowane DE miRNA wy-
kazaty obnizong ekspresje (100%). Na podstawie analizy danych metylacyjnych uzyskanych
z NGS, zidentyfikowano 3048, 2562 i 268 roznicowo metylowanych miejsc (DMS) (g<0,05) w kon-
tekscie CpG pomiedzy odpowiednio, grupg | vs R, | vs AL oraz R vs AL. Hipometylowane DMS
stanowity 84,12% i 86,81% wszystkich DMS w przypadku poréwnan I vs R il vs U oraz 51,12% dla
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poréwnania grupy R vs AL. Adnotacja DMS wedtug cech gendw ujawnita, ze wiekszo$¢ DMS
byta zlokalizowana w regionach miedzygenowych, nastepnie w infronach gendw i sekwen-
cjach kodujgcych geny. Co wiecej, zidentyfikowano 8817, 7732 i 52 gendw o réznicowej eks-
presji (DEG) (FDR<0,1) odpowiednio pomiedzy grupamilvs AL, | vs RiR vs AL, w tym 4498 (51,0%)
i 4121 (53,3%) stanowity geny o obnizonej ekspresji obecne w grupach zywieniowych AL i R
w stosunku do konfroli i 22 (42,3%) DEG zidentyfikowane w grupie AL w stosunku do probek
grupy R. W badaniach zidentyfikowano takze geny potencjalnie deregulowane przez aber-
rentng metylacje w zaleznosci od zastosowanej diety, a wiec wykazujgce istotne zmiany w me-
tyalcji promotora lub ciata genu potgczone z istotnymi zmianami poziomu ekspresiji. Dia DMS
zlokalizowanych w promotorach zidentyfikowano 30 gendw wykazujgcych prawidtowqg nega-
tywnq zaleznos¢ metylaciji i ekspresji. Wiekszo$¢ z tych gendw (n=22), obejmowata DMS hipo-
metylowane i charakteryzowata sie podwyzszonqg ekspresjg (FDR<0,1). W przypadku DMS zlo-
kalizowanych w ciatach gendw, 409 gendw wykazato istotne zmiany w poziomie metylacji
i ekspresji. Dla porodwnania R vs AL nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w poziomie
ekspresji gendw wykazujgcych zréznicowang metylacje DNA.

B. Ocena wptywu poziomu zywienia na miRNAom, metylom i transkryptom wyscidtki ttuszczo-
wej gruczotu mlekowego

W efekcie przeprowadzonych analiz zidentyfikowano 15, 44 oraz 31 DE miR (FDR < 0,1) odpo-
wiednio pomiedzy grupami R vs I, AL vs | i R vs AL. Wsrdd nich 4 (26%) oraz 15 (34%) stanowity
mikroRNA o obnizonej ekspresji w grupach zywieniowych R i AL w stosunku do kontroli. Nato-
miast w grupie R w poréwnaniu do grupy AL, 18 zidentyfikowanych DE miRNA wykazato obni-
zong ekspresje (58%). W przypadku wyscidftki ttuszczowej zidentyfikowano takze nizszg liczbe
DMS w porédwnaniu do analizowanych wczeéniej prob parenchymy. W sumie wykryto 506, 614
i 288 réznicowo metylowanych miejsc (g<0,05) odpowiednio dla poréwnania grup | vs R, | vs
AL oraz R vs AL. Procent hipometylowanych DMS byt poréwnywalny miedzy analizowanymi
grupami i byt nieznacznie wiekszy niz liczba zidentyfikowanych hipermetylowanych CpG. Z ko-
lei, analiza wynikéw sekwencjonowania bibliotek cDNA umozliwita identyfikacje 3576, 2997
i 628 DEG (FDR<O0,1) odpowiednio pomiedzy grupami | vs AL, R vs AL i | vs R. Procent gendw
o podwyzszonej ekspresji w obrebie badanych grup byt poréwnywalny i wynidst od 55,6% do
66,7% wszystkich DEG.

W przypadku wyscidfki ttuszczowej zidentyfikowano réwniez geny potencjalnie deregulo-
wane przez zmiany poziomu metylacji CpG w zaleznosci od zastosowanej diety. Dia DMS zlo-
kalizowanych w promotorach nie zidentyfikowano gendw wykazujgcych istotne zmiany w me-
tyalcji promotora potgczone z istotnymi zmianami poziomu ekspresji. W przypadku DMS zloka-
lizowanych w ciatach gendw, 25 gendw wykazato istotne zmiany w poziomie metylacji i eks-
presji. Wiekszos¢ z tych gendw (n=15), obejmowata DMS hipermetylowane i charakteryzowata
sie podwyzszong ekspresjq.

C. Ocena wptywu poziomu zywienia na miRNAom, metylom i franskryptom tkanki wagtroby

W przypadku tkanki watroby przeprowadzone analizy ujawnity 49, 30 oraz 5 DE miR (FDR<O0,1)
odpowiednio pomiedzy grupamiR vs |, AL vs iR vs AL. Zidentyfikowano réwniez znacznie mniej-
szqg liczbe DMS niz w przypadku tkanki parenchymy i wyscidtki ttuszczowej. tgcznie wytypo-
wano 608, 732i 321 DMS (g<0,05) (odpowiednio dla poréwnan grup | vs R, | vs AL oraz R vs AL).
Odsetek hiper- i hipometylowanych DMS byt zblizony do siebie w obrebie wszystkich analizo-
wanych grup zywieniowych. Przeprowadzona analiza adnotacji zidentyfikowanych réznicowo
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metylowanych miejsc CpG wedtug cech gendw ujawnita, ze podobnie jak w przypadku wcze-
Sniejszych analiz, wiekszo$s¢ DMS zlokalizowana byta w regionach miedzygenowych. Analiza
wynikéw sekwencjonowania bibliotek cDNA umozliwita identyfikacje 382, 776 i 559 DEG
(FDR<0,1) odpowiednio pomiedzy grupamilvs AL, I vs RiR vs AL, w tym 72,0% i 61,0% stanowity
geny o podwyzszonej ekspresji obecne w grupach zywieniowych AL i R w stosunku do konfroli
i 32,0% w grupie AL w stosunku do prébek grupy R. Przeprowadzona analiza integracji danych
uzyskanych z sekwencjonowania bibliotek RRBS i cDNA umozliwita identyfikacje tylko pieciu
gendw potencjalnie deregulowane przez aberrentng metylacje w zaleznosci od zastosowanej
diety. W przypadku DMS zlokalizowanych w sekwencjach promotorowych nie zidentyfikowano
gendw wykazujgcych prawidtowqg negatywng zalezno$¢ metylacii i ekspresji (FDR<0.1). Trzy
wytypowane geny (ARNTL, RAB43 i ADAMTS 14) charakteryzowaty sie obecnoscig hipometylo-
wanych DMS w ciatach gendw i obnizonym poziomem ekspresji, natomiast w przypadku
dwodch pozostatych gendw (FAM83D i KIAA1549) stwierdzono obecnos$é hipermetylowanych
DMS ktéra korelowata z podwyzszong ekspresjq.

Z wykorzystaniem programu ShinyGO, w oparciu o geny docelowe dla zidentyfikowa-
nych miRNA o réznicowej ekspresji, DEG, oraz gendw zawierajgcych DMS w ciele genu i/lub
regionach promotora, przeprowadzono analize funkcjonalng wynikdw uzyskanych dla wszyst-
kich tkanek. Podobng analize przeprowadzono réwniez w celu zbadania potencijalnej biolo-
gicznej roli gendw, ktérych ekspresja prawdopodobnie jest kontrolowana przez metylacje
DNA. Wykazaty one zmiany w regulaciji licznych szlakdw biologicznych, zardwno wg klasyfikacii
bazy KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) jak i bazy GO (Gene Ontology)
(FDR<0,05).

W drugiej czesci badan oceniono wptyw suplementacii réznymi formami i dawkami wi-
taminy D na metylom, transkryptom oraz ekspresje miRNA tkanki ptuc oraz trankryptom tkanki
miesniowej $win

Ocena wptywu suplementacji réznymi formami i dawkami witaminy D na miRNA tkanki ptuc

Do sekwencjonowanie miRNA tkanki ptuc wykorzystano 39 préb. Grupy |i IV zawieraty po
12 prob, z kolei grupa Il i lll kolejno 7 i 8 préb. Srednia liczba zmapowanych odczytéw wyniosta
345 116 na prébke. Zastosowanie zwiekszonej dawki cholekalcyferolu w poréwnaniu do dawki
standardowej (I vs Il) spowodowato istothg zmiane ekspresji (g=0,004) wytgcznie miR-215-5p.
Suplementacja zwiekszong dawkqg kombinacii cholekalcyferol+kalcydiol (1 vs lll) spowodowata
zmiane ekspresji 13 miRNA. 7 z tych miRNA ulegto podwyzszonej ekspresji a 6 obnizonej ekspresji.
7 kolei zastgpienie standardowej dawki cholekalcyferolu tg samqg dawka kalcydiolu (I vs IV) nie
wykazato wptywu na profil miRNA. Co wiecej, poréwnanie efektu zwiekszonej dawki kombina-
cji cholekalcyferol+kalcydiol do efektu zwiekszonej dawki cholekalcyferolu (Il vs Ill) wykazata
zmiane ekspresji 12 miRNA. Pordwnanie dziatania standardowej dawki kalcydiolu ze zwiek-
szong dawkg kombinaciji cholekalcyferolu+kalcydiolu (IV vs lll) wykazato zmiane ekspresji 17
MIiRNA. Jednoczesnie wykazalismy, ze catkowita zamiana standardowego cholekalcyferolu na
kalcydiol nie powoduje istotnych zmian w profilu miRNA. Wyniki analizy funkcjonalnej sugerujq,
ze kombinacja cholekalcyferol+kalcydiol moze wptywadé na procesy nowotworzenia m.in. po-
przez modulacje szlaku TGF-p oraz szlakdw zwigzanych z metabolizmem i syntezqg glikandw.
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Ocena wptywu podwyzszonej dawkami cholekalcyferolu na metylom i transkryptom tkanki
ptuc

Do przygotowania bibliotek RRBS wykorzystano 16 prob, 8 préb z grupy |, suplementowanej
standardowqg dawkqg, oraz 8 z grupy Il przyjmujgcej podwyzszong dawke cholekalcyferolu.
Srednia liczba surowych odczytéw na préobke wyniosta 30,2 min. Srednia liczba wszystkich od-
czytdw po filfrowaniu wyniosta 29,7 min, 64,16% stanowity unikalnie zmapowane odczyty.
Do sekwencjonowania mRNA tkanki ptuc wykorzystano dziesie¢ prob. Srednia liczba odczytéw
wyniosta 11,33 min. Srednia liczba wszystkich odczytéw po filtrowaniu wyniosta 11,32 min,
z czego 10,06 min (88,35%) stanowity unikalnie zmapowane odczyty. tgcznie zidentyfikowano
2349 DMS. Sposrdd wszystkich DMS, 955 (40,66%) ulegto hipometylaciji, a pozostate 1394
(59,34%) byty hipermetylowane. 1116 (47,51%) zidentyfikowanych DMS byto zwigzanych z ge-
nami i ich miejscami regulatorowymi. Sposérdd nich 628 (56,27%) ulegto hipermetylacii,
a 487 (43,73%) hipometylaciji. Wiekszo$¢ z zidentyfikowanych DMS znajdowata sie w infro-
nach 47,17% iregionach miedzy genowych 34,40%. Natomiast DMS w kodujgcych czesciach
genu stanowity 5,24% (n=123). Pordwnanie profili franskryptomicznych zwierzgt otrzymujgcych
standardowq i zwiekszong dawke cholekalcyferolu wykazato, ze istotnej statystycznie zmianie
ekspresiji (g<0,05) ulegto 195 gendw. Ekspresja 168 (86,15%) gendw ulegta obnizeniu, a 27 ge-
néw (13,85%) wykazywato zwiekszong ekspresje u zwierzgt otrzymujgcych podwyzszong dawke
witaminy D3. Pordwnanie zestawdw gendw, ktérych profile ekspresji i metylacji byty znaczgco
zmienione pod wptywem zwiekszania dawki cholekalcyferolu, wytonito 11 wspdlnych gendw.
Niemal wszystkie zidentyfikowane zmiany w poziomie metylaciji zZiokalizowane byty w infronach.
Wytgcznie zmiana metylaciji genu ITIH2 byta zlokalizowana w promotorze genu.

Ocena wptywu suplementacji réznymi formami i dawkami witaminy D na mRNA tkanki mie-
Sniowej

Do analizy transkryptomu tkanki miesniowej wykorzystano 34 préby biologiczne. Srednia liczba
odczytdw na prébke wyniosta 16,3 min, a srednia liczba unikalnie zmapowanych odczytdéw
11,7 min. Poréwnanie profili mRNA $win suplementowanych normalng i zwiekszong dawkg cho-
lekalcyferolu (I vs ) wykazato zmiane ekspresji 3 gendw. Zwiekszenie dawek cholekalcyferolu
spowodowato obnizenie ekspresji gendw ENSSSCG00000044439, ENSSSCG00000025403 i SLC 30
A9. 13 gendw, w tym RBFOX2 i APOAS, znajdowato sie na granicy istotnosci statystycznej (g=
0,052). Poréwnanie profili mRNA swin suplementowanych zwiekszong dawkg cholekalcyferolu
i zwiekszong dawkqg kombinacji cholekalcyferolu i kalcydiolu (I vs lll) nie wykazato istotnych
réznic. Podobnie jak pordwnanie ekspresji gendw zwierzgt otrzymujgcych standardowqg dawke
cholekalcyferolu z ekspresjg gendw zwierzgt ofrzymujgcych zwiekszong dawke kombinacji
cholekalcyferolu+kalcydiol (I vs lll). Ponadto, réwniez poréwnanie mRNA $wih suplementowa-
nych standardowq dawkg cholekalcyferolu i swin, u ktérych cholekalcyferol zastgpiono kalcy-
diolem, nie wykazato zadnych zmienionych gendw (Il vs IV). Jednakze stwierdzono zmienione
geny w poréwnaniu do mRNA $win suplementowanych zwiekszong dawkg cholekalcyferolu
i standardowqg dawka kalcydiolu (Il vs IV). Byty to geny TMEM 127 i NDUFC2.

Reasumujgc, uzyskane w niniejszej pracy wyniki potwierdzajq hipoteze, ze poziom od-
zywienia cielgt we wczesnym okresie zycia jest wazny przy definiowaniu profili franskrypcyjnych,
metylacyjnych i miRNA tkanek gruczotu mlekowego (parenchymy i tkanki ttuszczowej) oraz
watroby. Co wiecej, zaobserwowane rdznice w poziomie ekspresji gendw, wynikajgce z zasto-
sowania odmiennych dawek mleka zastepczego u badanych zwierzgt, przynajmniej cze-
Sciowo, sg ustalane oraz utrzymywane, poprzez metylacje DNA i ekspresjg miRNA. Z kolei dzia-
tanie witaminy D wydaje sie by¢ tkankowo specyficzne. Suplementacja diety swin réznymi
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dawkami i formami witaminy D nie wywotata istotnych zmian w ekspresji gendw w tkance mie-
$niowej. Jednak u tych samych zwierzgt w tkance ptuc zaobserwowano szereg zmian zaréwno
w ekspresji MRNA jak i miRNA, a takze w poziomie metylacji DNA. Zmiany te wskazujg na klu-
czowq rolg witaminy D w modulowaniu waznych procesdw biologicznych i szlakéw metabo-
licznych w ptucach.

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 majqg szerokie zastosowanie w wielu réznych dziedzinach ba-
dan. Zapotrzebowanie na szybkie, wiarygodne testy oparte na metodach biologii molekular-
nej ciggle rosnie.

Celem gtobwnym zadania jest opracowanie, walidacja i wdrozenie nowych metod labo-
ratoryjnych z zakresu biologii molekularnej, ktére umozliwiajq takze badania populacyjne pol-
skich populacii zwierzgt oraz poszerzg oferte Instytutu Zootechniki PIB dla hodowcdw zwierzat,
inspektoratéw i lekarzy weterynarii, producentdw pasz i zywnosci oraz przemystu. W ramach
zadania, opracowano kilka metod 1j.: rozréznianie gatunkowe miesa i jego produktéw pocho-
dzgcych od dzika (Sus scrofa), $wini domowej (Sus scrofa domestica), wykrywanie kretkdw Bor-
relia sp. u zwierzgt gospodarskich i towarzyszgcych, identyfikacja mieszancdw lama x alpaka,
identyfikacja genetyczna markeréw powigzanych z ptcig koniowatych, identyfikacja marke-
réw umaszczenia podstawowego i wariantdw umaszczenia koniowatych i innych gatunkdow
zwierzgt, identyfikacja markeréw chordb spichrzeniowych koniowatych, genotypowanie/ana-
liza polimorfizmu genu PRNP jeleniowatych oraz metody analizy kariotypu komdrek adherent-
nych. Efektem zadania sg nowe metody laboratoryine w ofercie Instytutu Zootechniki PIB,
praca magisterska oraz praca doktorska.

Przeprowadzono analizy réznych ras swin i dzikdw z zastosowaniem genotypowania
real-time PCR na ptytkach OpenArray. Analizie poddano 722 rézne probki $wih rasy WBP
(62 prébki), PBZ (163), pietrain (28), putawska (119), ztotnicka (3), duroc (53), hempshire (25),
dzikéw (240), hybryd /swiniodziki (6); inne hybrydy (3)/ oraz 20 prébek NTC (kontrola nega-
tywna). Do analiz wybrano 60 markerdw SNP znanych z réznych wczesniejszych zrédet, w tym
markery zlokalizowane w genach MCI1R i NR6A T, markery mitochondrailne oraz markery w ge-
nach uwazanych za kluczowe w procesie domestykaciji $wini domowej. Call Rate zestawdw
byt na poziomie 28-97%.

Analiza danych wykazata, ze cze$¢ wybranych markerdw SNP byta monomorficzna
w catej badanej grupie zwierzat (9), dla dwdch markerdw nie zaszta amplifikacja, a w 19 in-
nych zaobserwowano bardzo niski poziom zmiennosci. Na podstawie otrzymanych wynikdw
stwierdzono, ze markery SNP zlokalizowane w genach NR6A1, ACERI, PTPRS, OPRKI1, ACSS2
i SERPINAG (Ryc. 1.) mogq by¢ wykorzystywane do rozrdézniania podgatunku $wini i dzika. Mar-
ker w genie MCIR réwniez moze byc¢ stosowany w tym celu, ale nie dla $win rasy duroc. Mar-
kery te (7) zebrano w podstawowy panel do rozrézniania tych podgatunkdéw. Pozostate obie-
cujgce markery (CD72, IGF2, PCSK4, SAF2B, IcnRNA, SEMA3D, PAPPA2, EZH1, GSK3B, DCAFI17,
TACC1) mogq zosta¢ wtgczone do analiz joko dodatkowy panel (11) rozrdzniajgey te podga-
tunki warunkowo i wymagajg doktadniejszych analiz. Zaden z paneli nie nadaje sie do rozrdz-
niania hybryd. Panele te sg opracowane, zwalidowane i gotowe do uzycia.

Czynnikiem etiologicznym boreliozy z Lyme jest kretek Borrelia burgdorferi sensu lato (ro-
dzina Spirochaetaceae). Trzema gtdwnymi gatunkami drobnoustrojow, patogennymi dla ludzi
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i zwierzgt sq B. burgdorferi, B. garinii i B. afzelii. Zebrano kolekcje materiatu biologicznego —
kleszcze, pasozyty zewnetrzne zebrane z powierzchni ciat zwierzgt-zywicieli. Z pozyskanych
kleszczy od koni (158 sztuk), pséw (29 sztuk) oraz kotdw (11 sztuk) wyizolowano DNA, przetesto-
wano i opracowano protokoty na podstawie zestawu Borrelia gPCR Detection Kit (EURX) i zmo-
dyfikowanych protokotdw producenta. Metoda wykorzystuje fluorescencyjne sondy, ktére wy-
krywajg obecnos¢ DNA Borrelia burgdorferi, Borrelia garinii, Borrelia afzelii, Borrelia valaisiana
i Borrelia hermsii species oraz opiera sie na analizie w aparatach typu real-time PCR. Wéréd
prébek badanych wykryto obecno$é DNA Borrelia sp. tylko u jednego kleszcza pochodzgcego
od kota (rycina 2.) oraz w prébkach kontroli pozytywnej. Na podstawie przeprowadzonych
analiz przygotowano gotowqg do wykorzystania metode laboratoryjng.

Rycina 1. Przyktadowe wyniki dla wybranych markeréw SNP do rozrézniania $win i dzikdw; allel 1 (A1) — kolor niebieski;
allel 2 (A2) - kolor pomarahczowy

NR6&AT -rs326/780270; ACER]T - rs326492044;
call rate: 95,57% callrate: 92.67%
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Rycina 2. Analiza prébek DNA z kleszczy; kolor pomarahczowy — sonda kontroli poprawnosci PCR; kolor fioletowy
sonda wykrywajaca fragment genomu Borrelia sp.; KP — probki kontroli pozytywnej; Fc — probka wyizolowana
z kleszcza wyciggnietego z kota
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Rycina 3. Analiza ptci sondqg zaprojektowang na chromosomie Y (gen SRY) — detekcja allelu T dla osobnikéw meskich
(niebieskie podswietlenie); brak amplifikacji dla osobnikdw Zzenhskich (zielone podiwietlenie)

e

l/
\\;/f k ! o Absie 1(T)

Nieprawidtowosci chromosomowe mogq by¢ przyczyng zaburzeh rozrodczych i stanowiq je-
den z najczestszych nieinfekcyjnych powoddw nieptodnosci u koni. Identyfikacja genetyczna
markerdw powigzanych z ptcig koniowatych moze stanowi¢ pierwszy etap diagnostyki tych
nieprawidtowosci. Zaprojektowano primery i sondy do identyfikacji AmelX, SRY, AmelY; wy-
brane fragmenty zsekwencjonowano, celem potwierdzenia wynikdw i walidaciji. Dla 100 b da-
nych préb, w analizie dwdch fragmentdw genu Amel, uzyskano produkty potwierdzajgce pted
zgodnq z zadeklarowanq. Dla sondy zaprojektowanej na chromosomie Y stwierdzono takze
mozliwo$¢ rozpoznania ptci. Wyniki analiz potwierdzajg prawidtowos$¢ metody. Identyfikacja
genetyczna markerdw powigzanych z ptcig koniowatych jest gotowa i jest przygotowywana
do wdrozenia. Bedzie stanowita gtdwnie narzedzie do weryfikacii ptci, gdy wyniki w locus LEX3
bedqg niejednoznaczne.

Réznorodno$é umaszczenia wymusza zapotrzebowanie na wprowadzenie testéw dia-
gnostycznych, zwigzanych z ich rozréznianiem na poziomie genetycznym. Czesto wynika to
z faktu, ze dany wzdér umaszczenia stanowi jedng z cech-wyznacznikéw danej rasy. W zakresie
analiz umaszczenia podstawowego koni przeprowadzono testy dla 100 prébek o zweryfikowa-
nym umaszczeniu. Przeprowadzono andalizy dla fragmentéw gendw MCIR, ASIP, PMEL17,
MATP, KIT metodqg sekwencjonowania. Uzyskane wyniki sq zgodne z opisem umaszczenia
w przypadku konia domowego. Dla koni Przewalskiego okre$lono warianty genu wzgledem
préb kontrolnych pozytywnych pozyskanych z testu miedzynarodowego. Nie zidentyfikowano
préb o niekorzystnym wariancie dla tego gatunku (rycina 4.). Dla genu ASIP, ktéry reguluje gen
MCIR, zidentyfikowano wariant dominujgcy, dla préb osobnikéw zadeklarowanych jako
gniade, natomiast osobniki opisane jako kare miaty wariant recesywny (indel). Zidentyfiko-
wano fez mutacje dla genu MATP, nie majgce jednak wptywu na fenotyp. Nie stwierdzono
mutacji recesywnej powigzanejz umaszczeniem pearl w badanych prébach. Zidentyfikowane
polimorfizmy mogg stanowi¢ podstawe do identyfikacji umaszczeh w przypadkach wagtpli-
wych.

Do badan umaszczenia owiec wykorzystano materiat z kolekcji materiatu Instytutu Zoo-
techniki PIB — prébki krwi owiec czystorasowe: merynos polski w starym typie (MST), wrzoséwka
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(WRZOS), owca romanowska (ROM), polska owca gdérska barwna (POGB) i merynos barwny
(MPB), po ok. 50 osobnikéw z kazdej rasy. Zsekwencjonowano dwa fragmenty genu MCIR
owiec:region kodujgcy i fragment regionu promotora genu i na tej podstawie zaprojektowano
sondy TagMan do analizy kodondw D121N (rycina 5.) i M73K. Mutacje, ktére wg danych litera-
turowych odpowiadajg za dominujgcy kolor czarny u niektdérych ras owiec, byty obecne z wy-
sokg czestoscig u polskiej owcy gorskie] barwnej (ponad 93% nosicieli). Na podstawie uzyska-
nych wynikdw SNP znaleziono cztery rézne haplotypy. Haplotyp C, odpowiadajgcy dominujg-
cemu allelowi ED, wyddaije sie by¢ powigzany z brunatnym kolorem rasy POGB. Metoda jest
opracowana i gotowa, jednak warto by byto przebadac wiekszq liczbe osobnikdw, poniewaz
mutacje znaleziono réwniez u niektérych osobnikéw rasy POG. Zanalizowano réwniez mutacje
w genie TYRPI: C290F oraz R356stop, potencjalnie powigzane z brgzowym umaszczeniem.
Obecnos¢ allelu F w kodonie 290 wykryto wytgcznie u owiec rasy MST (czestos¢ allelu 12,8%)
i POG (czestosc¢ allelu 1%). Kodon 356stop wystepowat z czestosciq 7,7% u rasy MPB i 1,6% u rasy
MST.

Wynikéw nie powigzano z umaszczeniem tych zwierzgt. Nie znaleziono réwniez powigza-
nia z umaszczeniem mutacji C126S genu ASIP, ktdéra wystepowata u wszystkich badanych ras.

Rycina 4. Analiza poréwnawcza genu MC1R koni Przewalskiego (wariant C) wzgledem prébki referencyjnej pozyska-
nej z testu miedzynarodowego ISAG (wariant T)
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Rycina 5. Mutacja D121N genu MCIR owiec (od lewej); Mutacja GYST u koni (od prawej)
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Coraz wiecej hodowcdw $wiadomie podchodzi do selekcji pod wzgledem eliminacii ze swojej
hodowli chordb genetycznych. Przyczyng PSSM jest mutacja w genie GYST, kodujgcym syntaze
glikogenu. Skutkiem mutacji jest nadmierna synteza tego polisacharydu i jego odktadanie
w miesniach zwierzecia. Z kolei gen RyR1 uwaza sie za odpowiedzialny za wystepowanie hiper-
termii ztosliwej (MH). Badacze donoszqg, ze wirdd zgenotypowanych osobnikdw, stwierdzono
zarbwno mutacje niezaleznie w obu genach, jak rowniez w obu badanych genach jednocze-
$nie. Jednoczesna mutacja w obu genach moze prowadzi¢ do przewlektego miesniochwatu
porazennego o bardzo ostrym przebiegu. Przygotowano primery do identyfikacji GYST i RYR].

Przeprowadzono badania przesiewowe celem identyfikacji mutacji w genach GYSI (ry-
cina 5.) oraz RYRT w grupie 100 koni. Czestos¢ rzadszego allelu byta niska, ponizej 1% (0,07% —
GYS1 oraz 0,02% — RYR1). Nie zaobserwowano jednoczesnego wystepowania tych mutaciji. Po-
wyzsze metody molekularne stanowiqg narzedzie do identyfikacji nosicielstwa gtéwnie dla koni
gorgcokrwistych.

Przewlekta choroba wyniszczajgca (ang. Chronic Wasting Disease — CWD), to $miertelna
choroba nalezgca do grupy pasazowalnych encefalopatii ggbczastych, wywotywana przez
priony — izoformy naturalnie wystepujgcego biatka prionowego (PrP€) o zmienionej, nieprawi-
dtowej konformacji. Dzisiaj wiadomo, ze choroba atakuje wiele gatunkdw jeleniowa-
tych, a niedawno wykryto jg w Europie (Norwegia, Finlandia, Szwecja). W ramach celu prze-
badano archiwalny materiat z kolekcji IZ PIB (prébki DNA jeleni — 261 osobnikdw). Pozyskano
takze materiat od tosi pochodzgcych z réznych czesci Polski, dzieki wspdtpracy z Panstwowym
Instytutem Weterynaryjnym PIB (81 prébek). Opracowano metode sekwencjonowania catego
regionu kodujgcego genu PRNP w oparciu o startery zaproponowane przez Robinson et al.
[2019 — za: O'Rourke et al. 1999] oraz wedtug wtasnego projektu. Biorgc pod uwage kodony
genu PRNP istotne pod wzgledem CWD u jeleniowatych (98,168, 226), wszystkie tosie miaty ge-
notyp TesP168Q226. Wykryto jedng mutacje cichg w kodonie 20 (60C>T), ktdéra wystepowata u ok.
14% z przebadanych prébek. Zanalizowano réwniez sekwencije 261 prébek jelenia szlachet-
nego. Znaleziono siedemnascie réznych miejsc polimorficznych, jednak wiekszo$s¢ mutacji wy-
stepowata u pojedynczych osobnikdw. Najwiekszg zmiennos$¢ zaobserwowano w kodonach
136 i226. Najczestszymi polimorfizmmami byty 292A>G (T98A), 408C>T (S138N) oraz 676G>C
(Q226E). Czestos¢ pozostatych polimorfizmdw byta ponizej 5%. Zaobserwowano m.in. haplo-
typy TPE (54,8% osobnikéw), TPQ (27,3%) oraz APQ (12,9%). Opracowana metoda analizy re-
gionu kodujgcego genu PRNP dziata z powodzeniem u jeleni, tosi i saren. Zostata tez spraw-
dzona na pojedynczych prébkach jelenia sika i danieli. Zostata juz wdrozona i jest utrzymywana
w laboratorium na wypadek koniecznosci zastosowania w przypadku diagnostyki CWD.

Do przeprowadzenia analizy z wykorzystaniem technik cytogenetycznych niezbedne sq
ptytki metafazowe pochodzgce od dzielgcych sie komodrek w stadium metafazy, jednak ko-
morki adherentne, w przeciwienstwie do komadrek leukocytarnych krwi, wykazujq nizszg czesto-
tiwos¢ wejscia w faze mitozy i w warunkach in vitro czesto wchodzg w tzw. faze udpienia —
w faze GO cyklu komdrkowego, bedgc nieaktywne mitotycznie. Zwiekszenie populaciji komoé-
rek w fazie M cyklu komdrkowego mozliwe jest dzieki zastosowaniu metody synchronizacii cyklu
komdrkowego, ktdéra pozwala na otrzymanie komdrek danej populaciji w tej samej fazie cyklu
komdrkowego. Metody badawcze wykorzystywane do synchronizacji cyklu komérkowego
pod wzgledem wskaznika mitotycznego oparto na wykorzystaniu chemicznych inhibitoréw cy-
klu komdrkowego: tymidyny (inhibitor syntezy DNA), RO3306 (inhibitor CDK1) oraz Nocodazolu
(inhibitor tworzenia sie mikrotubul wrzeciona podziatowego). Najwyzszy wskaznik indeksu mito-
tycznego (Ml -z ang. mitotic index) po 30 minutach od uwolnienia z blokowania w fazie G2/M
zaobserwowano w grupie traktowanej pojedynczym blokiem tymidynowym i Nocodazolem.
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Ponadto, nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic pomiedzy grupg traktowang poje-
dynczym blokiem tymidynowym i Nocodazolem, a grupg fraktowang podwdjnym blokiem ty-
midynowym i Nocodazolem. Po 60, 90 oraz 120 minutach od uwolnienia po blokowaniu w fazie
G2/M najwyzszy wskaznik indeksu mitotycznego zaobserwowano dla grupy traktowanej po-
dwodjnym blokiem tymidynowym i Nocodazolem. Po 60 minutach po uwolnieniu nie zaobser-
wowano statystycznych réznic pomiedzy grupq traktowanqg pojedynczym blokiem tymidyno-
wym i Nocodazolem oraz grupq traktowang podwdjnym blokiem tymidynowym i Nocodazo-
lem - w przeciwienhstwie do komdrek uwolnionych spod dziatania inhibitoréw po 90 i 120 minu-
tach, gdzie dziatanie podwdjnego bloku tymidynowego i Nocodazolu skutkowato statystycz-
nie wyzszg wartoscig indeksu mitotycznego (P<0,05). W przypadku komadrek traktowanych in-
hibitorem RO3306 zaobserwowano nizsze indeksy mitotyczne oraz brak statystycznie istotnych
réznic pomiedzy grupg fraktowang pojedynczym blokiem tymidynowym a grupg poddang
dziataniu podwdjnego bloku tymidynowego.

Aby okreslic 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 roz-
nych koncentracjach.

Opracowano komérkowe modele cykléw podziatowych, ktére poprzez odpowiedniq detek-
cje mikroskopowq biatek biorgcych udziat w cyklu komdrkowym pozwalajg dostosowad wa-
runki hodowli oraz metody synchronizacji cyklu podziatowego.

Rycina 6. Obserwacje mikroskopowe komérek o najwyzszym wskazniku mitotycznym

Import alpak w Polsce rozpoczgt sie w 2004 roku. Niektdre osobniki fenotypowo odstajg od
wzorca gatunku alpaka i powstaty prawdopodobnie na drodze krzyzowania tego gatunku
z lamg. Mieszahce alpaka x lama sg niestety ptodne i czesto niemozliwe do odrdznienia w oce-
nie fenotypowej od osobnikdw z gatunku alpaka. W zwigzku z regulacjg hodowli alpak w Pol-
sce, utworzeniem ksigg hodowlanych oraz zaliczeniem ich do zwierzgt gospodarskich, obec-
nos$¢ mieszancow alpaka x lama jest zjawiskiem niepozgdanym w zachowaniu czystosci rasy.
Materiat biologiczny stanowity cebulki wtosowe lub wymazy od alpak i lam, zebranych
w gospodarstwach zrzeszonych z SHAIL, PZHA oraz krakowskim i wroctawskim zoo. tqcznie ze-
brano 216 alpak, 18 lam i jedng hybryde pierwszej generaciji (F1). Zsekwencjonowano region
d-loop 235 osobnikéw obu ptci (alpak ilam) i gen DBY — 90 osobnikom ptci wytgcznie meskiej.
Dla DBY znaleziono 4 zmienne migjsca (KY420384:c.112 C>G; KY420384:c.248 G>A; KY4203
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84:c.314 G>A; KY420384.c. 345 G>A) i wygenerowano dwa haplotypy. Pierwszy haplotyp zgro-
madzit zwierzeta fenotypowo przynalezgce do alpak, natomiast drugi haplotyp skupiat feno-
typowe lamy. Podobne wskazanie zaobserwowano w przypadku klastrowania bayesowskiego,
gdzie wskazano, ze najbardziej prawdopodobna liczba wykrytych klastréw to K=2, gdzie pierw-
szy klaster stanowity lamy, a drugi alpaki. W przypadku analizy regionu d-loop zsekwencjono-
wano osobniki obu ptci. Znaleziono az 446 miejsc segregacji, co pozwolito wygenerowac
34 haplotypy. Co ciekawe, z 34 wygenerowanych haplotypéw az trzy byty mieszane, tzn. znagj-
dowaty sie w nich osobniki fenotypowo zaklasyfikowane jako alpaki i jako lamy. Niestety nie
zaobserwowano zadnych mutacii, ktére mogtyby postuzy¢ jako markery diagnostyczne do
identyfikacji hybryd, jok i alpak i lam. Analiza regionu d-loop wykazata duzg réznorodnose
wsréd alpak ilam, w przeciwienstwie do DBY. Poza tym, parametry réznicowania genetycz-
nego wskazaty duzq liczbe mutaciji i wyrazny dowdd przeptywu gendw oraz brak réznic po-
miedzy alpakami i lamami.

Na podstawie badan wywnioskowano, ze: mitochondrialne DNA alpak i lam wskazuje
na introgresje gendw miedzy alpakamiilamami; analizujgc markery matczyne (region d-loop)
i ojcowskie (DBY) niemoZliwym jest wskazanie konkretnych osobnikéw hybrydowych; w celu
opracowania skutecznej metody identyfikaciji hybryd potrzebne sqg wieksze naktady finansowe
w celu przebadania znacznie wiekszej populaciji oraz zastosowanie metod GWAS.

Zadanie 01-18-08-11
Wykorzystanie genetyki molekularnej jako nowoczesnego narzedzia w hodowli koni.

kierownik zadania: prof. dr hab. Katarzyna Ropka-Molik

Celem zadania jest wykorzystywanie markeréw genetycznych do oceny wartosci genetycznej
pod wzgledem cech uzytkowych oraz wprowadzenie i optymalizacje selekcji wspomaganej
markerami genetycznymi u koni.

W projekcie zbadano podtoze genetyczne wybranych jednostek chorobowych oraz
markerdw genetycznych zwigzanych z osigganiem wybitnych wynikéw w sporcie u koni réz-
nych ras. Na podstawie dokumentacji hodowlanej i danych weterynaryjnych wytypowano
osobniki chore i potencjalnych nosicieli, dla ktérych przy uzyciu dedykowanych metod gene-
tycznych (PCR-RFLP, sekwencjonowanie Sangera, mikromacierze SNP, RNA-seq) wytypowano
markery genetyczne zwigzane z ryzykiem wystepowania danej choroby. W przypadku marke-
row chordb genetycznych, uzyskane wyniki pozwolg odpowiedzie¢ na pytanie czy i w ktdrych
rasach istnieje konieczno$¢ monitoringu frekwencji niekorzystanych alleli w celu ich eliminacii.
W przypadku markeréw dzielnosci wyscigowej i wytrzymatosci rajdowej uzyskane wyniki po-
zwolg na zaproponowanie panelu gendw oraz mutaciji umozliwiajgcych celowanq selekcje
w kierunku poprawy okre$lonej grupy cech wytrzymatosciowych.

Zebrano, opisano i przyjeto do bazy 1444 prébek materiatu biologicznego (przystanego
przez hodowcdw), ktére reprezentowaty nastepujgce rasy koni: konie matopolskie, konie $lg-
skie, kuce, ktusaki, konie matopolskie, konie czystej krwi arabskiej, selle francais, konie zimno-
krwiste, konie rasy hanover, konie fryzyjskie. W ramach zadania opracowano i zwalidowano
metody identyfikacji oraz wydano wyniki hodowcom wielu jednostek choréb genetycznych
wystepujgcych u koni, m.in.: genetycznego wodogtowia (dedykowana dla koni fryzyjskich);
kartowatosci (dedykowana dla koni fryzyjskich); genetycznej podstawy typu chodu — gen
DMRT3; malformacii kregdw szyjnych o podtozy genetycznym (OAAM); pecherzowego oddzie-
lania naskdrka (JEBT i JEB2); dziedzicznej miejscowej astenii skory (HERDA) czy polisacharydo-
wej miopatii (PSSM).

Dla 820 przeanalizowanych koni czystej krwi arabskiej pod kgtem wystepowania atrofii
modzdzku (CA) wykazano 41 nosicieli co stanowito 5% badanej populacii. Zidentyfikowano dwa
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osobniki bedgce nosicielami zespotu SCID oraz nie wykazano obecnosci w polskiej populacii
niekorzystnego wariantu dla LFS. W badaniach dla syndromu PSSM1 ujeto dwie rasy: konie $lg-
skie (n=96) i polskie konie zimnokrwiste, pkz (n=121). Liczba zidentyfikowanych koni heterozygo-
tycznych w rasie pkz wyniosta 45, co stanowito 37,2% wszystkich badanych osobnikéw. Co cie-
kawe, 5,8% koni miato genotyp AA posiadajgcy oba allele zwigzane z PSSM1. Czestos¢ wyste-
powania rzadszego allelu A wynosita 24%. Populacja koni $lgskich byta wolna od allelu A. Zao-
obserwowana wysoka czestotliwos¢ allelu determinujgcego PSSM1 potwierdzita konieczno$e
wykonywania badan genetycznych. Uzyskane wyniki dostarczyty danych wskazujgcych na
przydatno$¢ monitorowania chordb genetycznych u polskich koni zimnokrwistych w celu unik-
niecia sfrat i ograniczenia wystepowania allelu A w obrebie analizowanej rasy. Analiza gene-
tycznego podtoza syndromu stabego zrebiecia WFFS zostat wykonana dla 111 koni réznych
ras, z czego wykryto 9 nosicieli reprezentujgcych dwie rasy (selle francais — 5 na 91 badanych
koni oraz ko hanowerski — 4 osobniki na 20 badanych osobnikdw).

W ramach badan, przeanalizowano fragmenty kodujgce genu DMRT3 pod kgtem po-
szukiwania nowych zmian polimorficznych, potencjalnie zwigzanych z typem chodu u koni.
Podstawe prowadzonych badanh stanowita grupa 87 koni, na ktérg sktadaty sie osobniki be-
dqgce przedstawicielami ras: kon czystej krwi arabskiej, kon matopolski, ktusak francuski, konh
islandzki, koh hanowerski oraz walijski kuc gorski. Wykazano obecnos¢ szesciu mutaciji, z ktérych
dwie to obecnie znane polimorfizmy: rs1150690013 oraz rs1145162251. Sposrdéd nowo zidentyfi-
kowanych mutacji wytoniono trzy mutacije typu SNP, oraz jednq typu insercja/delecja, ktérej
efektem jest wydtuzenie sekwenciji DNA o 18 nukleotyddw i zmiana jako$ciowa sekwenciji po-
wstajgcego biatka o 6 aminokwasdw (rycina 1.). Zmiana insercyjno-delecyjna wystepowata
wytgcznie u rasy kuc walijski.

Rycina 1. Chromatogramy przedstawiajgce zidentyfikowane warianty genotypdw dla sekwencja referencyjnej oraz
zmiany typu insercja/delecja

Wariant referencyjny:
j

-

CG

-1
ccC
3

*kolorem niebieskim zaznaczono doktadne miejsce insercji

W ramach prowadzonych badan dotyczgcych analizy predyspozycii rajdowych zgromadzono
materiat w postaci krwi obwodowej od 10 koni arabskich uczestniczgcych w biegach dtugo-
dystansowych. Wykonano analize transkryptomdéw metodg RNA-seq i poréwnano profile eks-
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presji przed po rajdzie. Uzyskane wyniki wskazujg na fakt, ze wysitek wptywa na regulacje eks-
presji gendw odpowiedzialnych za homeostaze lipiddw, glikogenu i glukozy poprzez modyfika-
cje transportu metabolitdw; biosynteze i odpowiedz komdrkowaq.

Ponadto, te same geny byty istotnie zaangazowane w procesy apoptotyczne (FDR <0,00087)
(TP53; BCL2LI1; BCL2; FASLG; GSK3B; RAFI1; AKT2; MAPK3) i odpowiedz na ograniczony dostep
do sktadnikéw odzywczych (FDR <0,00011) (MAPK3; MAPK8; BCL2; PCK2; PRKAAT) (rycina 2.).

Rycina 2. Zidentyfikowane geny o réznicowej ekspresiji przyporzgdkowane do procesdw biologicznych zwigzanych
z okre$lonymi funkcjami aktywowanymi lub wyciszanymi pod wptywem wysitku wytrzymatoéciowego
(oprogramowanie R)
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Wykazano podniesienie poziomu ekspresji wielu gendw wchodzgcych w szlak dtugowieczno-
§ci, co moze prowadzi¢ do dtugofalowych skutkdéw dotyczgcych regulacji cyklu komérko-
wego, homeostaz glukozy i prawidtowego natlenienia komdrek. Ponadto, identyfikacja gendow
odpowiadajgcych za mechanizmy neutralizacji reaktywnych form tlenu (ROS) mogq stanowic
jeden z gtéwnych sposobdw zapobiegania uszkodzeniom DNA i komodrek podczas dtugookre-
sowego wysitku u koni. Na podstawie wynikdw mozna zaproponowac 3 geny biochemicznych
markerow dtugotrwatej wytrzymatosdci wysitkowej: gen KL, ktéry mozna uznac¢ za biomarker
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przetrenowania i wyczerpania; gen SOD2, ktérego podniesiona ekspresja jest sygnatem prawi-
dtowego natlenienia i wydajnego oddychania komérkowego oraz gen SESN2, ktérego wysoka

ekspresja pozwala na zapobieganie uszkodzeniom oksydacyjnym i neutralizacji ROS (rycina 3.).
Rycina 3. Zaangazowanie 30 zidentyfikowanych gendw o réznicowej ekspresji w szlak dtugowiecznosci i pozostate
frzy zidentyfikowane szlaki (mTOR, FOXO, AMPK — common genes)
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Efektem koncowym projektu jest opracowanie testéw diagnostycznych joko nowego narze-
dzia wspierajgcego proces selekcji u koni i zwigzanego z dwoma grupami markerdw genetycz-
nych (rycina 4.). Drugim niezmiernie waznym efektem jest rozpropagowanie wiedzy o potrzebie
prowadzenia badan DNA i korzysciach hodowlanych ptyngcych z ich zastosowania w prak-
tyce.

Rycina 4. Schematycznie podsumowane wybrane efekty projektu z podziatem na badania podstawowe
oraz aplikacyjne

Markery genetyczne Efekty badan podstawowych Efekty badan rozwojowych

* Opracowanie nowych narzedzi
Identyfikacja markerow dla nowych i selekcji koni wspierajacych
obecnie znanych choréb o podiozu hodowle;
genetycznym; opracowanie szybkich = Wykorzystacie wynikéw

choréb dziedzicznych

testéow molekularnych; zgenotypowanie genotypowania DNA w selekcji
badanej populac;ji koni;
* Monitoring frekwencji
wystepowania wariantow
genetycznych warunkujacych
choroby dziedziczne;
= Zmniejszenie ilosci osobnikow

Opracowanie panelu markeréw; chorych i/lub eliminacja nosicieli;
dzielnosci wyscigowej s opracowanie testu molekularnego; * Optymalizacja dec‘f"'_]i
zgenotypowanie badanej populacji; hodowlanych w oparciu o

badania asocjacyjne informacje genetyczng;
= wykorzystanie koni w wyscigach i
sporcie na podstawie oceny

genotyp-fenotyp.
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Zadanie 01-18-14-21
Model badawczy odwirusowej neoplazji skéry oraz analiza syntetycznych
wysokoimmunogennych biatek jako narzedzia do walki z wirusowymi zmianami skérnymi

kierownik zadania: dr inz. Wojciech Witarski

W 2023 roku zostaty przeprowadzone dalsze hodowle tréjwymiarowe komdrek nowotworo-
wych, takze w warunkach hipoksji. Tempo wzrostu i charakter kolonii poddano analizie, wyka-
zano wptyw hipoksji na zmiany profilu ekspresji kw. nukleinowych oraz zmiane profilu wybra-
nych biatek (dodatkowe analizy zostang wykonane w 2024 roku). Przeprowadzono proces ko-
transfekciji komdrek HEK293 plazmidami produkujgcymi biatka ptaszcza kapsydowego, BPV L-
1 oraz L-2, ktérych produkcja, wraz z syntetycznymi immunogennymi biatkami, postuzyta ana-
lizie IVCAA. Przedledzona zostata ich zdolno$¢ aktywacii, mierzona jako dziatanie mitogenne.
Produkcja kapsydu wraz z uwiezionym w nim plazmidem pEGFP-C1 Lifeact-EGFP) zostata wy-
konana zgodnie z metodykg proponowangq przez Buck C. i wsp. (2004). Komérki HEK293TT zo-
staty transfekowane przy pomocy pary plazmiddw: pShell (plazmid produkujgcy biatka kap-
sydu) oraz plazmid kodujgcy biatko EGFP.

Przy pomocy dziatania antybiotyku i uwzglednieniu pozytywnego sygnaty dziataniem
biatka fluorescencyjnego przeprowadzono selekcje najodpowiedniejszego klonu. Miano bia-
tek wirusa wykonano na lizatach komérkowych przy pomocy testu ELISA, gdzie poziom wirusa
mierzono sygnatem aktywnosci przeciwciata (# PA5-35416, Thermofisher). Sygnat zostat ampli-
fikowany i odbierany w urzgdzeniu Eppendorf platereader AF2200. Analia IVCAA polegata na
poddaniu ekspozyciji na biatka immunogenne komdrek uktadu odpornosciowego wyizolowa-
nych z krwi obwodowej. Do tego celu wykorzystany zostat zestaw do wirowania w gradiencie
gestosci, z hamowaniem wirdwki, firmy Stemcell — Sepmate-15. Mitogenno$¢ mierzono jako
funkcje aktywnosci komérek odpornosciowych oraz jako zdolnosci do aggregacji komérek.
Tempo podziatdéw mierzono przy pomocy zestawu Celltitterblue firmy Promega, ktéra wykazata
pozytywnq korelacje pomiedzy mianem biatek wirusa (lizaty komérkowe), a tempem podzio-
tow komodrek odpornosciowych. Testy agregacii nie wykazaty istotnych réznic miedzy bada-
nymi prébkami.

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

ldentyfikacja gatunkowa miodu technikg real-time PCR

W ramach realizacji badanh udoskonalono metode wykrywania miodu w produktach zywno-
Sciowych. Metoda oparta jest na wykryciu DNA specyficznego gatunkowo dla pszczoty miod-
nej (Apis mellifera) przy zastosowaniu techniki real-time PCR.

Sktada sie z dwdch etapdw: reakcji specyficznej gatunkowo oraz przeprowadzenia krzy-
wej topnienia. Drugi etap stuzy dodatkowemu potwierdzeniu specyficznosci reakcji. Metoda
jest specyficzna gatunkowo - specyficznos¢ biologiczna wynosi 100%. W poréwnaniu do kla-
sycznego PCR-u metoda wykorzystujgca real-tfime PCR jest szybsza i mniej pracochtonna.
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Opracowanie metody izolacji DNA z pszczot

W celu wybrania najlepszej metody izolacji DNA z pszczdt pordwnano zestawy X-pure genomic
DNA i Sherlock w podstawowej wersji oraz z dodatkiem DTT. Prébki dodatkowo poddano roznej
dtugosci inkubacii oraz dodatkowemu przeptukiwaniu etanolem.

Na podstawie przeprowadzonych testéw wybrano najlepszy sposdb izolacji umozliwia-
jacy otrzymanie ekstraktéw o najkorzystniejszych parametrach dla dalszej analizy.

Metoda rozrézniania poszczegdlnych podgatunkdw pszczoty miodnej

W celu rozréznienia podgatunkdw pszczdt zyjgcych w Polsce: pszczoty miodnej sSrodkowoeu-
ropejskiej (Apis mellifera mellifera), krainskiej (Apis mellifera carnica), kaukaskiej (Apis mellifera
caucasica) oraz wtoskiej (Apis mellifera ligustica) przeprowadzono testy wykorzystujgce wcze-
$niej wyznaczone startery ograniczajgce miejsca polimorficzne dla tych podgatunkdéw. Do-
tychczas przeprowadzone badania umozliwity rozréznienia podgatunku Apis m. mellifera od
pozostatych gatunkdw.

Zadanie 01-18-14-21
Analiza gendw zwiqzanych z przemianami ttuszczowymi wptywajgcymi na roznice
w profilach kwasdw ttuszczowych u gesi.
kierownik zadania: dr inz. Anna Koseniuk

Celem zadania jest zidentyfikowanie markerdw genetycznych w postaci funkcjonalnych poli-
morfizmdw determinujgcych miesnos¢ gesi, okreslenie ich tkankowo specyficznej ekspresji oraz
poszukiwanie asocjacji z cechami uzytkowymi.

Oczekiwanym efektem badan bedzie ustalenie najbardziej pozgdanych genotypdéw de-
terminujgcych miesnosé, z uwzglednieniem tkankowo specyficznej ekspresji, co pozwoli na se-
lekcje z mozliwoscig modelowania wybranych partii miesni (piersiowych lub ud) i sterowania
cechami jakosciowymi miesa, istotnymi w doskonaleniu cech produkcyjnych gesi.

Zrealizowane etapy:
1. odchdw gesi landes i biatej kotudzkiej®,
2. pobranie materiatu do badan jakosciowych i molekularnych,
3. anadliza jokosciowa probek pobranych w listopadzie 2022 roku (rasy pomorska i biata
kotudzka®),
4. izolacja DNA i RNA,
izolacja biatek,
6. przygotowanie probek do analizy RNAseq.

o

1) Odchdéw gesilandes i biata kotudzka® w I1Z PIB ZD Kotuda Wielka: naktad jaj gesi, wyleg gesi,
odchdw ptakdw w przedziatach — po 6 przedziatéw dla kazdejrasy (8 ptakdw w przedziale),
pomiar ilo$ci ziedzonej paszy, pobranie i zabezpieczenie probek paszy do analizy chemicz-
nej, zapewnienie jednolitych warunkdéw srodowiskowych ptakom z obydwu grup, wykona-
nie pomiardw masy ciata w 1., 4., 8., 11.i 16. tygodniu zycia, dtugos$¢ grzebienia mostka,
dtugosc przedramienia i grubos¢ miesnia przedramienia w 11. t. z. Ubdj gesi po 15 tygo-
dniach odchowu, pobranie pidr do izolacji DNA.,



2)

3)

4)

5)
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Pobranie materiatu do badah molekularnych i jako$ci miesa.

Wszystkie mieszanki paszowe, zielonki oraz owies, skarmiane w doswiadczeniu zostaty prze-
kazane do Cenfralnego Laboratorium IZ PIB w celu okreslenia warto$ci pokarmowej i sktadu
chemicznego. Na koniec doswiadczenia z kazdej grupy wybrano do uboju po 12 gesi do
przeprowadzenia badania ekspresji gendw i okredlenia wydajnosci poubojowej, jakosci
miesa i ftuszczu sadetkowego oraz prébek wybranych tkanek i narzgddéw, w ktérych zacho-
dzg procesy metaboliczne majgce wptyw na wzrost i wydajnose ptakdw oraz cechy jakosci
miesa. Pobrano wycinki/cate organy nastepujgcych tkanek: mdzg, watroba, serce, jelita,
miesien piersiowy (pectoralis superficialis), miesieh dwugtowy uda (biceps femoris) i ttuszcz
sadetkowy. Wszystkie prébki zostaty pobrane i zabezpieczone (schtodzone do temp.eratury
loddwkowej, zanurzone w ciektym azocie lub schtodzone do -20°C) do dalszych analiz do
20 minut po uboju. Po 24 godzinnym schtodzeniu tuszek w temperaturze 4°C okreslono kwa-
sowos¢ koncowq (pHasn) w miesniu piersiowym (pectroralis superficialis) i dwugtowym uda
(biceps femoris). Schtodzone tuszki poddane zostaty wizualnej 5 punktowej ocenie jakosci
i nastepnie uproszczonej analizie rzeznej. Ponadto, wypreparowane miesnie piersiowe i mie-
$nie udowe oceniono pod wzgledem barwy (L*a*b*), wycieku swobodnego (24h i 48h)
i strat termicznych podczas gotowania. Z kazdej grupy ptakdw pobrano prébki miesni pier-
siowych i udowych w celu okreslenia podstawowego sktadu chemicznego (sucha masa,
biatko ogdine, ttuszcz surowy, popidt surowy), zawartosci cholesterolu oraz przeprowadze-
nia analizy profilu kwaséw ttuszczowych tuszczu miesniowego.

Analiza jakosciowa préobek pobranych w listopadzie 2022 roku.
Opierajqgc sie na metodyce opisanej w punkcie 2., wyliczona zostata warto$¢ rzezna rasy
pomorskeij i biatej kotudzkie|®.

Izolacja DNA z dutek pidr gesi. Przeprowadzono izolacje DNA z 20 prébek.
Izolacje DNA przeprowadzono z wykorzystanie gotowego zestawu odczynnikéw Sherlock
AX (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska).

Izolacja biatek. Przeprowadzono izolacje biatek z wgtroby i mie$nia uda z grup o usrednionej
masie ciata dla rasy.

Biatka zostaty poddane homogenizacji mechanicznej, a nastepnie oczyszczone z wykorzy-
staniem gotowego zestawu odczynnikdw prep-2-d-cleanup-kit (Bio-Rad). Pomiar koncen-
fracji przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific
Pierce, Rockford, IL, USA) w obecnosci surowicy bydlecejjako standardu. Przeprowadzono
izolacje catkowitego RNA z wykorzystaniem gotowego zestawu odczynnikdw Total RNA mini
(A&A Biotechnology, Gdansk, Polska) z tkanek miesnia uda, ttuszczu sadetkowego i wgtroby
z prébek od ras pomorska i biata kotudzka® (pobrane w 2022 roku). Koncentracje RNA zmie-
rzono w urzgdzeniu Qubit (Thermo Scientific, USA), jakos¢ izolatdw w 2% zelu agarozowym.
Stopien integralno$ci RNA (RIN) zmierzono z wykorzystaniem TapeStation (Agilent, Kalifornia,
USA). Izolaty o RIN powyzej 6,8 zostaty wykorzystane do stworzenia bibliotek z wykorzysto-
niem TruSeq RNA Sample Prep Kit (lllumina, USA).

Uzyskane wyniki badan jakosciowych wskazujg, ze poddane kilkudziesiecioletniej selekcji gesi
biate kotudzkie® osiggajq istotnie wyzszg mase ciata i wiekszg wydajnosc rzezng w poréwnaniu
z nieselekcjonowanymi gesiami pomorskimi, przy braku wzrostu u tych pierwszych, udziatu pro-
centowego podstawowych elementdw tuszki, ttuszczu sadetkowego i podrobdw oraz braku
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réznic w jakosci miesa pomiedzy rasami. W ramach zadania dopracowano optymalng meto-
dyke izolacji catkowitego biatka i RNA z wybranych tkanek gesi oraz uzyskano biblioteki RNA
o ujednoliconej koncentracii.

Zadanie 01-18-17-21
Molekularne tto potencjatu komdrek chrzestnych konia w hodowli in vitro po
wprowadzeniu fizjologicznych czynnikdw wzrostu

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

Analizie poddano znaczenie metylacji DNA w blokowaniu ekspresji gendw chondrocytdw kon-
skich stymulowanych trichostatyng A (TSA) - zwigzkiem chemicznym wywotujgcym niespecy-
ficzng acetylacije biatek histonowych, ktéry moze wspomagacd ekspresje tkankowo-specyficz-
nych gendw oraz gendw majgcych znaczenie dla metylaciji sekwencji regulatorowych DNA.
Podstawq tej analizy byty dane z badan réznicowej metylaciji w skali genomu wykonane me-
todg RRBS oraz analiz réznic aktywnosci transkryptomu mRNA (RNAseq), w grupach chondro-
cytdw traktowanych i nietraktowanych TSA.

Integracja danych RRBS i RNAseq pozwolita zidentyfikowac szereg gendw wykazujgcych
uiemnq zalezno$¢ miedzy metylacjg DNA a ekspresjg gendw, w wyniku stymulacji TSA chon-
drocytdw konskich. Przyktadem jest identyfikacja gendw EXT1, IGF2R oraz TFBIM, w loci ktérych
wzrost metylacji w regionach sekwencji kodujgcych oraz intronowych wigzat sie ze spadkiem
ekspresji wymienionych gendw pod wptywem stymulacji TSA. Z kolej spadek metylaciji sekwen-
cjiintronowych bgdz sekwencji promotorowych w locus GSPT1, BAX i BLTP3B wigzat sie ze wzro-
stem ekspresji tych gendw pod wptywem stymulaciji chondrocytdw trichostatyng A.

Integracja danych RRBS i RNAseq pozwolita pokazaé potencjalne znaczenie metylaciji
DNA w epigenetycznej regulacji ekspresji gendw zwigzanych z biologig chrzgstki stawowe;j.
Uzyskane wyniki majg znaczenie dla dalszych prac z zakresu biologii regeneracyjnej twardej
tkanki tgcznej u koni.

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

kierownik zadania: dr Matgorzata Natonek-Wisniewska

ldentyfikacja gatunkowa miodu technikg real-time PCR

W ramach realizacji badan udoskonalono metode wykrywania miodu w produktach zywno-
Sciowych. Metoda oparta jest na wykryciu DNA specyficznego gatunkowo dla pszczoty miod-
nej (Apis mellifera) przy zastosowaniu techniki real-time PCR. Sktada sie z dwdch etapdw: reak-
cji specyficznej gatunkowo oraz przeprowadzenia krzywej topnienia. Drugi etap stuzy dodat-
kowemu potwierdzeniu specyficznosci reakcji. Metoda jest specyficzna gatunkowo — specy-
ficznos¢ biologiczna wynosi 100%. W poréwnaniu do klasycznego PCR-u metoda wykorzystu-
jaca real-time PCR jest szybsza i mniej pracochtonna.

Opracowanie metody izolacji DNA z pszczot

W celu wybrania najlepszej metody izolacji DNA z pszczdt pordéwnano zestawy X-pure genomic
DNA i Sherlock w podstawowej wersji oraz z dodatkiem DTT. Prébki dodatkowo poddano rozne;j
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dtugosci inkubacii oraz dodatkowemu przeptukiwaniu etanolem. Na podstawie przeprowa-
dzonych testow wybrano najlepszy sposdb izolacji umozliwiajgcy ofrzymanie ekstraktéw o naj-
korzystniejszych parametrach dla dalszej analizy.

Metoda rozrézniania poszczegdlnych podgatunkdw pszczoty miodnej

W celu rozréznienia podgatunkdw pszczdt zyjacych w Polsce: pszczoty miodnej srodkowoeu-
ropejskiej (Apis mellifera mellifera), kraihskiej (Apis mellifera carnica), kaukaskiej (Apis mellifera
caucasica) oraz wtoskiej (Apis mellifera ligustica) przeprowadzono testy wykorzystujgce wcze-
$niej wyznaczone startery ograniczajgce miejsca polimorficzne dla tych podgatunkdéw. Do-
tychczas przeprowadzone badania umozliwity rozréznienia podgatunku Apis m. mellifera od
pozostatych gatunkdw.

Zadanie 01-18-19-21
Wptyw suplementacji witaming D3 na ekspresje gendw i biatek w jelicie cienkim oraz na
sktad mikroflory jelitowej u zwierzgt 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 zalecehn odnoénie stosowania witaminy
D3 w hodowli zwierzgt. Dostarczg réwniez informacii, na ile suplementacja witamina D3
wptywa na funkcjonowanie jelita, a tym samym moze przeciwdziata¢ schorzeniom powodu-
jgcym straty w hodowli, jak np. biegunki prosigt.

Figura 1. Zatozenia metodyczne i schemat planowanych analiz
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Wyizolowano RNA z prébek jelita grubego (30 probek) oraz jelita cienkiego (28 prébek) swin
otrzymujgcych w diecie rézng dawke witaminy D3 (grupa | - 0; grupa Il - 5000 U witaminy D/kg,
grupa lll- 10000 U witaminy D/kg). Wyizolowane prébki oceniono pod kgtem integralnosci oraz
koncentracji RNA. Nastepnie utworzono biblioteki cDNA typu 3'Tagq mRNA z zastosowaniem
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zestawu Collibri 3' mRNA Library Prep Kits for lllumina Systems (Thermofisher scientific). Biblioteki
zsekwencjononowano na aparacie Nextseq 550 firmy lllumina. W wyniku sekwencjonowania
uzyskano okoto 541,80 min odczytéw, co daje srednio okoto 9,3 min odczytdéw na probke.
Analiza bioinformatyczna obejmowata ocene jakosci sekwencjonowania, mapowanie do ge-
nomu referencyjnego oraz identyfikacje gendw o zréznicowanej ekspresiji w kilku réznych po-
rownaniach. W poréwnaniu — jelito cienkie versus jelito grube zaobserwowano 815 gendw
o podwyzszonej ekspresji w jelicie cienkim i 573 geny o podwyzszonej ekspresji w jelicie grubym,
przy zatozeniu (FDR<0,05, log2fold change >1, base mean>20) (figura 2.).

Figura 2. Analiza PCA poréwnania transkryptomu jelita grubego i cienkiego $wini
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Z kolei, poréwnania pomiedzy grupami ofrzymujgcymi rdézne dawki witaminy D w diecie, wyka-
zaty bardzo niewielkg ilo$¢ gendw przy powyzszym zatozeniu. Dlatego zdecydowano sie zta-
godzi¢ prog istotnosci dla tych poréwnan i przyjeto nastepujgce wartosci p<0,05, log2fold
change>0,6, base mean>20). W obrebie jelita grubego w poréwnaniu: grupa | vs grupa lll zi-
dentyfikowano 828 gendw, z czego 320 charakteryzowato sie obnizong a 508 podwyzszong
ekspresjg u zwierzgt ofrzymujgcych 10000 U/kg witaminy D w stosunku do zwierzgt bez suple-
mentaciji (figura 3.). Geny te w gtdwnej mierzy odpowiedzialne sqg za regulacje podziatéw ko-
morek. W poréwnaniu: grupa | vs grupa Il zidentyfikowano 341 geny o zmienionej ekspresiji,
z czego 148 miato ekspresje obnizong, a 193 podwyzszong w grupie otrzymujgcej 5000 U/kg
witaminy D w paszy (figura 4.). Geny te, podobnie jak w poprzednim poréwnaniu, zwigzane sq
z cyklem komodrkowym oraz z migracja komadrek. Z kolei w poréwnaniu: grupa Il vs grupa llI
zidentyfikowano 171 gendw o obnizonej ekspresji oraz 359 gendw o podwyzszonej ekspres;ji
u zwierzgt ofrzymujgcych wysokg dawke witaminy D (10000), w stosunku do grupy otrzymujgce;j
dawke 5000 U/kg. Jednak analiza funkcjonalna tych gendw nie wykazata wyraznego wptywu
na okreslone procesy biologiczne.

Figura 3. Analiza PCA poréwnania transkryptomu jelita grubego $wih ofrzymujgcej w diecie 10000 U/kg witaminy D
i bez suplementacji
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Figura 4. Analiza PCA poréwnania transkryptomu jelita grubego $wih otfrzymujgcej w diecie 5000 U/kg witaminy D i
bez suplementaciji
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W obrebie jelita cienkiego, w pordéwnaniu grupy | z Il zidentyfikowano 89 gendw o obnizonej
ekspresji oraz 330 gendw o podwyzszonej ekspresji w grupie ofrzymujgcej dawke (5000 U/kg)
witaminy D w poréwnaniu z grupg niesuplementowang (figura 5.). Natomiast, w poréwnaniu
grupy | z grupg lll zidentyfikowano 139 gendw o obnizonej ekspresji oraz 284 geny o podwyz-
szonej ekspresji w grupie ofrzymujgcej wysokg dawke (10000 U/kg witaminy D)( figura 6.). Geny
zidentyfikowane w obu poréwnaniach, w przewazajgcej liczbie regulujg biosynteze steroli oraz
procesy zwigzane z odpornosciq. Z kolei poréwnanie grupy otfrzymujgcej dawke 5000U/kg
Z grupg ofrzymujgcg dawke podwyzszong witaminy D, pozwolito na zidentyfikowanie 116 ge-
néw o podwyzszonej ekspresjii 112 o obnizonej ekspresji u zwierzgt otrzymujgcych 10000 U/kg
witaminy D.

Figura 5. Analiza PCA poréwnania transkryptomu jelita cienkiego $win otrzymujgcej w diecie 5000 u/kg witaminy D
i bez suplementaciji
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Figura é. Analiza PCA poréwnania transkryptomu jelita cienkiego $win otrzymujgcej w diecie 10000 u/kg witaminy D
i bez suplementacii

@
> @
10- ]
© @ ®
- *
& 5
—_
@
> 0- ® I
=2 L) @ grupa | - 0 witaminy D
) ® arupa Il - 10000 U witaminy D
.. -5- [ ]
o L
O ®
_10-
]
15- @ ®
1 1 1 1
-10 0 10 20

PC1: 26% variance

Przeprowadzone badania wskazujg na odmienng role suplementacji diety witaming D w jelicie
grubym i cienkim. W jelicie grubym zaobserwowano zmiany w genach regulujgcych podziaty
komdrkowe, a wiec potencijalnie powigzane z nowotworzeniem, podczas gdy w jelicie cienkim
stwierdzono aktywacje gendw regulujgcych procesy odpornos$ciowe organizmu. Niemniej
jednak, aby oceni¢ czy zaobserwowane zmiany w poziomie ekspresji gendw sg na tyle duze,
aby wywotac¢ zauwazalng poprawe kondyciji zwierzgt, potrzebne sqg dalsze badania.

Zadanie 01-18-20-21
Epigenetyczne modyfikacje genomu indukowane wysitkiem fizycznym z wykorzystaniem
modelu zwierzecego.

kierownik zadania: dr hab. Monika Stefaniuk-Szmukier

W celu ustalenia i optymalizacji modelu hipoksji w warunkach in vitro, maksymalnie zblizonego
do warunkdw tlenowych wystepujgcych w pracujgcych miesniach szkieletowych, w pierw-
szym roku trwania zadania pozyskano i zabezpieczono materiat biologiczny pochodzgcy z mie-
$ni szkieletowych oraz przetestowano i opracowano metodyki wyprowadzania pierwotnych
hodowli komdrkowych. U gotebia pocztowego (C. Livia), po przeprowadzeniu procedury dys-
lokaciji kregdw u osobnika doswiadczalnego, powierzchnie miesnia m. pectoralis pozbawiono
pidr i zdezynfekowano. W sterylnym pomieszczeniu przeprowadzono dysekcje m. pectoralis,
pobrano 6 fragmentdw tkanki o wadze po okoto 1g. Probki tkanki przeptukano w PBS z anty-
biotykiem, rozdrobniono przy uzyciu nozyczek oraz strawiono poprzez godzinng inkubacje
w 37°C z kolagenazg Il. Nastepnie, komorki przeptukano w medium hodowlanym, zwirowano
i przefiltrowano przez 70 um sitko. Komérki zawieszono w medium hodowlanym, przeniesiono
na niepotaszczonqg ptytke. Nastepnie hodowle i inkubowano przez 1Th w 37°C. Po tym czasie,
supernatant przeniesiono na ptytke hodowlang optaszczong 2% roztworem zelatyny. Wyprd-
bowano rézne media hodowlane, surowice oraz temperature hodowli (DMEM z niskg zawarto-
$cig cukru/DMEM z wysokg zawartoscig cukru — ptodowa surowica bydleca (FBS)/mieszanka
FBS z surowicq kurzg — 37°C/41°C). Komérki inkubowano przez 72 godziny w odpowiednim me-
dium oraz temperaturze. Po tym czasie, w zaleznosci od konfluencii, zmieniono medium komor-
kowe lub przeprowadzono pasaz komorek z uzyciem trypsyny na nowe ptytki hodowlane, réw-
niez stosujgc metode pre-platingu (najpierw inkubacja na nieoptaszczonej ptytce w celu
oczyszczania populacji komérek z fibroblastdw, nastepnie na ptytce optaszczonej zelatyng).
Komorki sg w frakcie przeprowadzania przez kolejne pasaze w celu uzyskania czystej hodowli
mioblastow.
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W celu oszacowania proliferacji komdrek miogennych zaprojektowano startery do reakcji PCR
w czasie rzeczywistym, obejmujgce geny kodujgce miogenne czynniki regulatorowe odpowia-
dajgce za specjalizacje, réznicowanie czy fuzje mioblastow, takie jak: MyoD, miogenina, Myf5,
MRF4 oraz czynnik franskrypcyjny Pax-7. Startery dobrano przy uzyciu programu Primer3plus na
podstawie genomu testowego Collivia2.1. RNA wyizolowano za pomocg kombinowanej me-
tody z uzyciem odczynnika TRI Reagent i kitu do izolacji RNA Purelink. Kontrole endogenne
GAPDH i ACTB zaadaptowano w oparciu o wyniki wczesniejszych badan.

Zadanie 01-18-21-21
Analiza proteomiczna miesa wieprzowego i wotowego w odniesieniu do jego parametrow
jakosci

kierownik zadania: dr Grzegorz Smotucha

Gtéwnym celem zadania byta identyfikacja réznic w profilach biatkowych (2D zel), plemnikéw
knura, traktowanych i nietraktowanych maslanem sodu (NaBu; ang. sodium butyrate), nalezg-
cym do rodziny deacetylaz biatek histonowych chromatyny jgdrowej, a nastepnie poddawa-
nych procedurze kriokonserwacii. W badaniach, plemniki, niezaleznie od zastosowanych pro-
cedur biotechnologicznych, sg poddawane ocenie: 1) standardowych parametréw za po-
mocq systemu CASA (ang. Computer Assisted Semen Analysis) w celu okreslenia odsetka
plemnikdw wykazujgcych ruch catkowity i postepowy; 2) parametréw strukturalno-funkcjonal-
nych, takich jak: integralnosci bton komaorkowych, uszkodzeh chromatyny plemnikowej, stanu
przepuszczalnosci bton akrosomalnych plemnikdw oraz zmian w mitochondrialnym potencjale
fransbtonowym(AWm).

Kolejnym celem badanh byta analiza modyfikacii potransiacyjnych (PTMs; ang. Post trans-
lational modifications) biatek w plemnikach traktowanych NaBu. Kazda z grup doswiadczal-
nych zostaje poddana ocenie jakosciowej. Dzieki cato$ciowemu ujeciu stanu biologicznego
komodrek plemnikowych mozna precyzyjnie okresli¢ ich zdolnosci zaptadnigjgce oraz powig-
za¢ mozliwe modyfikacje potranslacyjne z parametrami strukturalno-funkcjonalnymi plemni-
kow.

Niniejsze badania majg pionierski charakter zaréwno na poziomie badan podstawo-
wych, jak i franslacyjnych. Szerokie spektrum, obejmujgce okreslenie zaleznosci pomiedzy PTMs
a markerami jako$ciowymi plemnikéw poddanych procedurom biotechnologicznym, moze
by¢& pomocne w lepszym zrozumieniu procesdw biologicznych zachodzgcych w plemnikach.

W roku sprawozdawczym pobrano materiat badawczy w postaci prébek nasienia od
4 knurdw rasy PBZ, w dwdch powtdrzeniach. Nasienie (frakcja gesta) po pobraniu zostata roz-
rzedzona w rozcienczalniku Biosolwens Plus (Biochefa, Polska). Probki nasienia traktowano ma-
Slanem sodu (NaBu; ang. sodium butyrate) w stezeniach: kontrola — brak traktowania NaBu,
przechowywane w 0,5mM NaBu, 0,75mM NaBu, 1,0 mM NaBu (96 prébek do analiz biatko-
wych). Dla wszystkich grup, niezaleznie od zastosowanych stezerh maslanu sodu, okreslono:
standardowe parametry jakosci nasienia, za pomocq systemu CASA (ang. Computer Assisted
Semen Analysis), w celu okreslenia odsetka plemnikdw wykazujgcych ruch catkowity i poste-
powy; parametréw strukturalno-funkcjonalnych, takich jak integralnosci bton komadrkowych,
uszkodzeh chromatyny plemnikowej, stanu przepuszczalnodci bton akrosomalnych plemnikdw
oraz zmian w mitochondrialnym potencjale transbtonowym(AWYm).

Kolejnym etapem zaplanowanych badan byta analiza modyfikacji potranslacyjnych
(PTMs; ang. post-tfranslational modifications) biatek w plemnikach tfraktowanych NaBu oraz gru-
pach konfrolnych. Zastosowano wirowanie w gradiencie Percoll® (Sigma) w celu wyodrebnie-
nia plemnikdw, a nastepnie izolowano biatka w 1000 ul buforu lizujgcego (7 M mocznik, 2 M
tiomocznik, 4% w/v CHAPS, 1% w/v DTT, 2% v/v Biolyte, 1% v/v koktajl inhibitoréw proteazy, 0,1%
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v/v nukleaza, oraz inhibitory deacetylaz oraz kinaz) przez 60 minut, przy uzyciu homogenizatora
mechanicznego (Tissue Lyser, Qiagen, Hilden, Niemcy). Nierozpuszczalne resztki zostaty usu-
niete przez odwirowanie (4°C, 15 000 g, 15 min.), a supernatant zostat uzyty do oznaczenia
stezenia biatek w kazdej analizowanej prébce. Prébki po wyizolowaniu zostaty oczyszczone
przy uzyciu acetonu i zawieszone w buforze rehydratacyjnym. Nastepnie zostaty zamrozone do
dalszych analiz.

Tabela.1 Podziat na grupy do$wiadczalne

Grupa Rodzaj nasienia Traktowane inhibitorem acetylaz Etap dodwiadczenia
(NaBu)
| Swieze Nie 1
I Kriokonserwowane Nie 2
1] Swieze Tak 3
[\ Kriokonserwowane Tak 4

W celu analizy modyfikacji potfranslacyjnych (acetylacja oraz analiza kinomu) przeprowa-
dzono préby potgczenia i wykorzystania metody 2D zeli z analizg Western blot, do identyfikacii
pojedynczych biatek. W tym celu, zastosowano przeciwciata wykrywajgce acetylacje lizyny
(Anti-Kié7 antibody, Abcam) oraz zestaw przeciwciat Phospho-Motif, ktére reagujq z fosforyla-
cjg seryny, freoniny i tyrozyny.

ZLestaw ten zapewnia strategie immunoblottingu, w celu przeanalizowania ztozonosci fos-
foproteomu i okresdlenia rodzin kinaz, zaangazowanych w regulacje réznych proceséw fizjolo-
gicznych. Korzystajgc z tej metody mozna oceni¢ globalne zmiany w fosforylaciji biatek, w rdz-
nych warunkach eksperymentalnych. Na tym etapie analiz opracowano i zoptymalizowano
potgczong metodyke 2D zeli z Western Blot oraz dopracowano stezenia przeciwciat wykorzy-
stywanych w metodyce.

Zadanie 01-18-22-21
Ocena wptywu INcRNA MALATI na proces adipogenezy z wykorzystaniem swinskich
komdrek pierwotnych adipocytow

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

Celem badan byta andliza regulacji ekspresji gendw przez czgsteczke dtugiego niekodujg-
cego RNA (long-non coding RNA, IncRNA), zidentyfikowanego u $wini domowej, wykazujg-
cego wysokg homologie z czgsteczkg ludzkiego INcRNA — MALATI. Ustalono w poprzednim
badaniu u $wini domowej, ze czgsteczka ta ulega rdznicowej ekspresji w podskdrnej tkance
ttuszczowej w zaleznosci od grubosci stoniny. U cztowieka oraz myszy MALAT1 byt wczesdniej
analizowany w kontekscie ottuszczenia oraz odktadania tkanki ttuszczowej. Jednak uzyskane
wyniki nie odpowiedziaty jednoznacznie czy rzeczywiscie ma ona wptyw na proces adipoge-
nezy, czy jest obojetna. Poszukiwanie genetycznego podtoza procesdéw zwigzanych z odkta-
daniem tkanki ttuszczowej umozliwia dostarczenie nowych informacji pomocnych przy opra-
cowaniu skutecznych narzedzi do regulacji poziomem tkanki ftuszczowej u zwierzgt czy czto-
wieka.

W proponowanym projekcie badania przeprowadzono na tkankach i komadrkach ttusz-
czowych pobranych od dwdch loszek prezentujgcych niski (Pietrain) oraz wysoki poziom ottusz-
czenia (ztotnicka pstra) oraz na linii unie$miertelnionych ptodowych preadipocytéw PSPA wie-
przowych. W pierwotnych komérkach adipocytow (preadipocyty) wywotano nadekspresja
genu MALATI w celu oceny jego wptywu na poziom franskryptomu oraz poziom miRNA i wy-
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branych biatek. Wybrane oznaczenia wymagajq transfekcji komodrek preadipocytdw Swin-
skich, metod towarzyszgcych jak sekwencjonowanie metodq Sanger a i gPCR, niezbednych
do kontroli réznych etapdw transfekcji, przygotowania bibliotek RNA i sekwencjonowania
w technologii NGS, a takze wykonania analizy Western Blot dla wybranych biatek. Ponadto,
oceniono profil ekspresji MALATI w réznych tkankach $wini, w tym w tkance ttuszczowej pod-
skornej, tkance ttuszczowej frzewnej, watrobie oraz migsniach szkieletowych. Dzieki takiemu
podejsciu zweryfikowano czy odpowiedz na podwyzszong ekspresje genu MALATI jest jedna-
kowa niezaleznie od zrédta pobranych komdérek czy ma to istotny wptyw. Eksperymenty prze-
prowadzono w Laboratorium Genomiki Instytutu Zootechniki PIB oraz w Osrodku Medycyny Eks-
perymentalnej i Innowacyjnej (OMEii) Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie. Uzyskanie informa-
cje o wptywie INcRNA MALAT1 na proces adipogenezy, a bezposrednio na poziom ekspresji
mMiRNA oraz innych gendw dostarcza nowe informacije w zakresie wiedzy zwigzanej z INCRNA
oraz procesem odktadania sie tkanki ttuszczowej. Projekt umozliwia wskazanie kierunku badan,
ktére majg na celu opracowanie nowych narzedzi pomocnych przy sterowaniu poziomem
tkanki ttuszczowej, a takze umozliwia nakreslenie pewnej drogi naukowcom zajmujgcym sie
badaniem otytosci. Ponadto, w hodowli trzody chlewnej w Polsce od lat trwajg prace majgce
na celu podwyzszenie poziomu tkanki ttuszczowej w tuszach, poniewaz radykalnie obnizono
go podczas wieloletnich selekcji w kierunku uzyskania bardziej miesnych tusz. Jednak takie
dziatania doprowadrzity do utraty smakowitosci miesa wieprzowego. Z drugiej strony, wybor
Swini jako modelu badawczego w analizie procesdw zwigzanych z otyto$cig wydaje sie wy-
soce trafny ze wzgledu na analogie wystepujgce miedzy organizmmami $wini i cztowieka.

Wyniki w ramach projektu powinny stanowi¢ wysokqg warto$¢ dla naukowcdw pracujg-
cych nad skutecznymi narzedziami regulujgcymi poziom ottuszczenia organizmu, aby wskazacé
Sciezki czy sieci sq zwigzane ze sterowaniem procesem adipogenezy, a takze opracowaniem
markerdw genetycznych, ktére mozna wykorzystac w hodowli trzody chlewnej. Ponadto, uzy-
skane wyniki pozwalajg na opracowanie wielu ciekawych publikacji, ktére mogq by¢ ztozone
w waznych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym dotyczgce tematyki zaréwno alterna-
tywnych mozliwosci wykorzystania zwierzgt gospodarskich jak i walki z otytosciq.

W eksperymencie uwzgledniono cztery wieprzki rasy ztotnicka pstra i pietrain (Swinie eks-
perymentalne) oraz 2 loszki do testéw (1 szt. pbzi 1 szt. wbp). Probki od $wih testowych zostaty
pobrane w celu dopracowania metodyki izolacji preadipocytdw. Poubojowo, przy wadze
okoto 100 kg, od wieprzkéw pobrano materiat (tkanka wgtrobowa, ttuszczowa z czesci brzusz-
nej i grzbietowej, fragment miesnia poledwicy oraz fragment wgtroby) do badania ekspresji
INcRNA MALATI, ktére zostaty ustabilizowane w buforze RNAlater oraz w ciektym azocie ko-
lejne powtdrzenie. Od wszystkich $win testowych i eksperymentalnych pobrano materiat do
wyprowadzenia hodowli preadipocytdw w celu przeprowadzenia réznicowania i pdzniejszej
transfekciji. Prébki do hodowli komdérkowych poddano izolacji na trzy sposoby kitem do izolacji
Preadipocyte Isolation kit (ab196988), metodqg swim-up oraz metodqg enzymatycznq z zastoso-
waniem kolagenazy | i filiracji na 70 um nylonowej siatce. Kolejno preadipocyty poddano
w kulturach proliferaciji i przeniesiono w celu réznicowania. Do réznicowania wybrano kit 373-
L1 Differentiation Kit (abcam) oraz Preadipocyte Differentiation Medium (C-27436, Sigma Ald-
rich). Po réznicowaniu poddano ocenie z wykorzystaniem barwienia Lipid Staining Kit (abcam),
a takze z wykorzystaniem markerdw dla adipogenezy (FASN, LPL, SCD, PPARA, ACAA2, ALDH2).

Ocene profilu ekspresji MALAT1 przeprowadzono dla réznych tkanek w/w pobranych od
Swini rasy ztotnicka pstra oraz pietrain, uwzgledniajgc izoformy MALAT1. Dodatkowo, na préb-
kach RNA, na ktérych testowano postep adipogenezy takze zostat oceniony poziom ekspresii
genu MALAT1 z podziatem na izoformy. RNA z tkanek zostato wyizolowane za pomocgq Trisol,
specjalnego zestawu Synegen do tkanki ttuszczowej oraz zestawu Purelink RNA. Ocene jakosci



Zaktady Naukowe

i ilosci RNA wykonano na urzgdzeniu Nanodrop2000 oraz TapeStation2200. Nastepnie RNA zo-
stato poddane odwrotnej transkrypcji przy uzyciu zestawu High-Capacity RNA-to-cDNA™ -
Thermo Fisher Scientific. W programie Primer Express oraz Primer 3 zaprojektowano primery
i sondy do dwdch izoform INncRNA genu MALATI (isoforma 1 — Forward Primer: CGGG AGC-
CATGCGATGTG, Reverse Primer: AAACAAAGCAGAACCCACGA, Probe Sequence: GATA-
GAGCGICCTAGAGCGG, izoforma 2-Forward Primer: TCATGGTCTGCGTITCTCATTATC, Reverse
Primer: GCAATACTGCAGATGCAAGTTAAACT, Probe Sequence: AAGAGTTIGCITCATATCAT).
Kolejno oszacowano wzgledny poziom ekspresji genu MALAT1 (uwzgledniajgc jego izoformy).
lloSciowa ocena transkryptu zostata przeprowadzona na urzgdzeniu Quant Stidio7 flex. Jako
konfrole endogenng wykorzystano geny RPL27, RPS29 i OAZ1. Metoda Sanger postuzyta jako
metoda pomocnicza przy ustalaniu obecnosci poszczegdlnych izoform. Na kolejnym etapie,
w celu oceny $winskiego genu MALATI1 przeprowadzona zostanie ocena jego sekwenciji pro-
motorowych z wykorzystaniem sekwencjonowania metoda Sangera, dla zidentyfikowane po-
fencjalne zmiany polimorficznych zaprojektowana zostanie metoda szybkiej analizy genotypo-
wania, wyznaczona zostanie frekwencja dla réznych ras swin, zréznicowanych pod kgtem
ottuszczenia, a takze ocena wptywu tych zmian polimorficznych na cechy fenotypowe swin.
Wszelkie obliczenia statystyczne w tym ocene w réznicy poziomdw ekspresji gendw pomiedzy
grupami przeprowadzono w programie SAS Entfreprise.

Ocena izolacji preadipocytdw z tkanki podskdrnej brzusznej oraz grzbietowej

W pierwszej kolejnosci uwzgledniono $winie do testow (1pbzi 1 wbp). Wieprzki eksperymentalne
zostang uwzglednione w kolejnym etapie. Wyizolowywane RNA z kultur preadipocytéw pod-
danych réznicowaniu w 0. i 4. dniu hodowli byto wysokiej jakosci o dobrej integralnosci pod-
jednostek rybosomalnych (figura 1.).

Figura 1. Rozdziat elektroforetyczny wyizolowanego RNA z preadipocytdw (4 ostatnie) oraz po réznicowaniu adipo-
cytow (4 pierwsze) z tkanki ttuszczowej podskdrnej grzbietowej oraz brzusznej

Wybarwienie komodrek w 4. dniu hodowli dato pozytywny wynik. Zaobserwowano wyrazne kro-
ple lipidowe wybarwione na czerwono (Figura 2.), co $wiadczy o prawidtowym kierunku adi-
pogenezy. Dodatkowo postep adipogenezy zostat potwierdzony z wykorzystaniem markerdw
dla gendw PPARA, LPL, FASN, SCD, SLC27A1, ALDH2. Dla znacznie wyzszego poziomu ekspresji
dla kultur komoérek ttuszczowych pochodzgcych z tkanki podskérnej grzbietowej w poréwnaniu
z tkankqg podskérng brzuszng (Figura 3.). Taki wynik $wiadczy o prawidtowym wyizolowaniu ko-
morek preadipocytdw i mozliwosci przystgpienia do dalszych etapdw badania, polegajgcego
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na modyfikacii ekspresji INcCRNA MALATI i obserwowaniu zachowania poszczegdinych gendw
zwigzanych z procesem adipogenezy.

Figura 2. Obraz po barwieniu adipocytdw Lipid Staining Kit (albcam) po réznicowaniu w hodowli 4-dniowej,
na czerwono widoczne krople lipidowe

Ocena ekspresji genu MALAT1 podczas adipogenezy oraz w réznych tkankach zwigzanych
Z przemianami ftuszczowymi

Ocenie poddane zostaty tkanki — podskdrne ttuszczowe od strony brzusznej i grzbietowej, mie-
Sniowa i wgtrobowa. Przetestowana zostata ekspresja dwdch izoform genu MALATI, izoformy
ENSSSCTO0000080860 oraz ENSSSCTO0000077869. Izoforma ENSSSCTO0000080840 ulegata eks-
presji we wszystkich badanych tkankach, natomiast ENSSSCT00000077869 tylko w tkance mie-
Sniowej. W tkance podskdrnej grzbietowej zaobserwowano istotnie rdézng ekspresie MALATI]
ENSSSCT00000077860 pomiedzy badanymi rasami $wih: pietrain i ztotnicka pstra, roznice te byty
5 krotnie wyzsze w rasie pietrain w odniesieniu do ztotnickiej pstrej. Pomiedzy badanymi rasami
nie zaobserwowano wiecej istotnych réznic. Co ciekawe w izolatach z tkanki ttuszczowej eks-
presja izoformy MALAT1 ENSSSCT00000077869 byta na bardzo niskim poziomie. Natomiast ob-
serwacje poczynione na wyizolowanych preadipocytach wskazaty, ze izoforma ta ulega w ko-
morkach preadipocytdw znacznie wyzszej ekspresji (figura 3.), co jest zwigzane z tym Ze tkanka
ttuszczowa précz preadipocytdw i adipocytdw zawiera jeszcze duzo innych rodzajow komo-
rek. Dodatkowo wstepne obserwacje poczynione podczas adipogenezy wskazaty na wyzszy
poziom ekspresji MALATI izoformy ENSSSCT00000080860 w komdrkach preadipocytdw w odnie-
sieniu do adipocytdw po 4 dniu hodowli na podtozu réznicujgcym w liniach uzyskanych z tkanki
podskdrnej brzusznej. Natomiast w liniach preadipocytdéw uzyskanych z tkanki podskérnej
grzbietowej dla rasy WBP ekspresja genu MALATI.

Pobrano materiat od czterech $win dwdch ras (pietrain i ztotnicka pstra), w tym tkanke
ttuszczowqg watrobowqg oraz miesniowq. Z tkanki ttuszczowej podskdrnej wyizolowano komarki
pierwotne adipocytdw i zoptymalizowano warunki izolacji. Preadipocyty zostaty zamrozone do
dalszych preparatyk zwigzanych z transfekcjg. W przygotowaniu jest publikacja przegladowa
dotyczgca funkciji genu MALATT — ,,MALAT1 as a long non-coding RNA with multiple functions
and its role in processes associated with fat deposition”.
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Figura 3. Ekspresja genu MALAT1 w réznych tkankach, ttuszczowej podskdrnej brzusznej, grzbietowej, miesniowej
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Zadanie 01-18-23-21
Analiza wptywu CBD na mechanizmy regulacyjne zwiqzane z patogenezq sarkoidu
konskiego na podstawie danych NGS.
kierownik zadania: dr inz. Ewelina Semik-Gurgul

Za cel realizowanych badan postawiono sobie okreslenie wptywu podawania kanbidiolu na
aktywnos¢ transkrypcyjng komérek sarkoidu konskiego. W ramach projektu okreslono, czy
dawka i czas podawania CBD, sq istotnymi czynnikami modulujgcymi jego wptyw na komarki
sarkoidu konhskiego. Co wiecej, przeprowadzone badania pozwalajg oceni¢ efekt antyprolife-
racyjny i proapoptotyczny kannabidolu na komaérki nowotworowe. Nadrzednym celem pro-
wadzonych badan jest okreslenie sity i sposdb oddziatywania CBD na tfranskrypty tych komé-
rek, czyli parametry, ktére pozwalajq zaproponowadc kompleksowy mechanizm wptywu CBD
na metabolizm i funkcjonowanie komdrek nowotworowych w trakcie stosowanej terapii. Za-
stosowanie fechniki RNA-Seq pozwala na obserwacje poziomu ekspresji prawie wszystkich ge-
néw w badanych komdrkach.

Hipoteza badawcza zaktadata, ze podanie CBD spowoduje znaczgce zmiany w pozio-
mie transkrypcji wielu gendw, a ich intensywnos¢ i profil bedq zaleze¢ od dawki i czasu poda-
nia. Zaktadano rowniez, ze bedziemy mogli zaobserwowa¢ wyrazny spadek proliferaciji komo-
rek nowotworowych i wzrost aktywnosci apoptotycznej prowadzgcej do Smierci komdrek. Uzy-
skane wyniki dostarczg cennych informaciji niezbednych do oceny potencjatu i zakresu zasto-
sowan CBD nie tylko w medycynie ludzkie], ale takze medycynie weterynaryjnej i leczeniu sar-
koiddéw konskich. Stanowig podstawe do dalszych badan dotyczgcych analizy zmian w epi-
genomie i protfeomie pod wptywem dziatania kannabidolu.

Materiat doswiadczalny stanowig hodowle komédrkowe wyprowadzone z trzech sarko-
idéw konskich, pobranych od trzech réznych osobnikéw. W doswiadczeniu wykorzystano trzy
powtdrzenia techniczne dla kazdej zastosowanej dawki CBD i grupy kontrolnej z uwzglednie-
niem dwodch czaséw traktowania. Nastepnie z kazdej hodowli komdrkowej wyizolowano cat-
kowite RNA z frakcjg miRNA, ktdére postuzy do przygotowania bibliotek cDNA.
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Z pobranych prébek sarkoiddw wyprowadzono hodowle pierwotne, a nastepnie na komor-
kach trzeciego i czwartego pasazu przeprowadzono doswiadczenie ocenigjgce zardwno
wptyw réznych dawek CBD (20, 6,75, 2,25 oraz 0.67 uM), jak i réznych czasdw inkubaciji (6h, 24h,
48h, 72h). Za pomocgq testdéw komdrkowych analizowano nastepujgce parametry komadrek sar-
koidowych: zywotnos¢, cytotoksycznose, stopien apoptozy, aktywnoscé inwazyjng oraz stezenie
MMP-2.

Do oceny wptywu CBD na zywotno$¢ komadrek sarkoidu zastosowano test ApoTox-Glo
(Promega), ktéry pozwala na jednoczesne oznaczenie trzech parametrdw, tj. zywotnosci, cy-
totoksycznosciistopnia apoptozy komadrek, w tym samym dotku ptytki hodowlanej, dla danych
warunkéw doswiadczalnych. Co ciekawe, po 6h inkubacji najwiekszg cytotoksycznosc wywo-
tata najnizsza dawka 0.67 uM CBD (28.5% komorek ulegto lizie). Po uptywie 24 godzin obserwo-
wano wzrost liczby komérek, ktére ulegty apoptozie. Zaleznie od dawki CBD wynosit on odpo-
wiednio: 34,2% (20 uM CBD), 25,2% (6,75% uM CBD), 27,5% (2,25 uM CBD) oraz 25,6% (0,67 uM
CBD). Pomiar cytotoksycznego wptywu CBD po 48h wykazat, ze dawki 20-2.25 uM CBD spowo-
dowaty lize prawie 60-70% komodrek. Po 72 godzinach inkubacii zywotnos¢ komédrek sarkoido-
wych nie przekraczata 5%.

Jak wiadomo, potencjat inwazyjny komadrek zalezy od ich zdolnosci do degradowania
macierzy zewngtrzkomoérkowej (ECM). Degradacja macierzy jest bezposrednio zwigzana z wy-
dzielaniem przez komérki zaleznych od cynku enzymow proteolitycznych, czyli metaloproteinaz
macierzowych. Dwa gtdwne typy metaloproteinaz, to biatka z grupy MMP (matrix metallopro-
teinase) i ADAM (A disintegrin and metalloproteinase). Do oceny aktywnosci inwazyjnej komé-
rek sarkoidowych (analiza komdrek wyprowadzonych z trzech réznych sarkoiddw) wykorzy-
stano test fluorometryczny QCM Cell Invasion Assay (Milipore) (pomiar oddziatywania komorek
nowotworowych ze sktadnikami macierzy zewngtrzkomérkowej).

Po pierwsze wykazano, ze komaérki wszystkich trzech sarkoiddw posiadajg aktywno$c
inwazyjng. Ponadto, wykazano ze po 24 godzinach inkubaciji tych komorek z 20 uM CBD istotnie
obniza sie ich potencjat inwazyjny, srednio o 40,6% (figura 1.). Dodatkowo, oznaczono stezenie
MMP-2 (Milipore, ELISA kit) w medium po hodowli komérek sarkoidowych. Odnotowano istotny
spadek stezenia tej metalloproteinazy dla komadrek inkubowanych, z najwyzszym stezeniem
CBD po 6, 24 oraz 48 godzinach, czego nie obserwowano dla pozostatych dawek.

Figura 1. Ocena aktywnosci inwazyjnej komédrek sarkoidu konskiego
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Na podstawie wyniku testow komdérkowych zdecydowano, ze do dalszych analiz bedq zasto-
sowane trzy dawki CBD (20, 6,75 oraz 0,67 uM CBD) oraz trzy czasy inkubacji (6h, 24h, 48h).
Hodowle przeprowadzono dla trzech prob sarkoidéw, dodatkowo w trzech powtdrzeniach
technicznych, tgcznie uzyskujgc 108 préb biologicznych. Z uzyskanych probek wyizolowano
catkowite RNA z uzyciem komercyjnego zestawu AllPrep DNA/RNA/mMIRNA Universal Kit (Qio-
gen). Ocene jakosciowq wyizolowanego RNA, przeprowadzono z uzyciem aparatu TapeSta-
tion (wskaznik infegralnosci RNA — RIN w zakresie od 8,9 do 10,0), natomiast ocene iloSciowq
wykonano metodq spektrofotometryczng na aparacie NanoDrop. Materiat zabezpieczono do
dalszych analiz.

Zadanie 01-18-24-21
Charakterystyka polimorfizmdéw SNP w genomie sarkoiddw konskich w kontekscie ich
zwiqzkdéw z patogenezq

kierownik zadania: dr inz. Klaudia Pawlina-Tyszko

Cel realizowanego zadania:

— identyfikacja de novo polimorfizmdw SNP w genomie mitochondrialnym sarkoiddw kon-
skich i tkanki zdrowej oraz walidacja zidentyfikowanych uprzednio z wykorzystaniem mi-
kromacierzy polimorfizmdw SNP w genomie jgdrowym,

- ocena in silico potencjalnego wptywu wystepujgcych polimorfizmdw na strukture
biatka oraz poziom ekspresji.

— analiza empiryczna poziomu ekspresji wybranych gendw ze zidentyfikowanymi polimor-
fizmmnami oraz liczby kopii mitochondrialnego DNA pod kgtem zaburzeh wystepujgcych
podczas procesdéw onkogenezy zachodzgcych w sarkoidach.

1. Identyfikacja polimorfizmdw SNP

Materiat badawczy stanowito DNA oraz RNA wyizolowane z 31 prébek sarkoiddw oraz 15 pro-
bek tkanki zdrowej i zgromadzone w Laboratorium Genomiki Instytutu Zootechniki PIB.

a) polimorfizmy w genomie jgdrowym

W oparciu o dane z mikromacierzy SNP, uzyskane w ramach poprzednich badan wytypo-
wano sze$¢ polimorfizmdw SNP, ktdre zlokalizowane byty w obrebie nastepujgcych gendw
powigzywanych z wystepowaniem nowotwordéw: ANOé (anoctamin 6) G>A, TRPM2 (fran-
sientreceptor potential cation channel subfamily M member 2) G>T, LPCAT1 (lysophosphati-
dylcholine acyltransferase 1) G>A, CNTLN (centlein) A>G, ZDHHC1 (zinc finger DHHC-type
containing 1) T>C, AFDN (afadin, adherens junction formation factor) T>C. Startery umozli-
wiajgce ich amplifikacje zaprojektowano w programie Primer3Plus, na podstawie referen-
cyjnego genomu konia EquCab3.0. Z wykorzystaniem tych starteréw oraz polimerazy Hot-
Start Tag (Qiagen) przeprowadzono reakcje PCR, a nastepnie HRM (High Resolution Melting
Curve), majgce na celu identyfikacje wystepujgcych w badanych prébkach genotypdw,
w oparciu o réznice w krzywych topnienia amplikonéw DNA dla poszczegdlnych alleli.
W tym celu wykorzystano zestaw MeltDoctor HRM Master Mix (Thermo Fisher), zgodnie z pro-
fokotem producenta, na urzgdzeniu QuanitStudio 7 Flex (Applied Biosystems). W celu okre-
Slenia genotypdw referencyjnych oraz walidacii uzyskanych wynikéw, wybrane prébki pod-
dano sekwencjonowaniu Sangera z wykorzystaniem aparatu 3500xL Genetic Analyzer (Ap-
plied Biosystems). Uzyskane sekwencje pordwnano z genomem referencyjnym, z wykorzy-
staniem narzedzia BLAST (Ensembl), w celu potwierdzenia ich prawidtowosci.
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b) polimorfizmy w genomie mitochondrialnym

Dla wybranych do analiz gendw mitochondrialnych, o kluczowym znaczeniu dla funkcjono-
wania tych organelli, takich jak: ND1 (NADH dehydrogenase subunit 1), ND5 (NADH dehy-
drogenase subunit 5), NDé (NADH dehydrogenase subunit 6), CYB (cytochrome-b) oraz ATPé
(ATP synthase FO subunit 6) zaprojektowano startery i przeprowadzono amplifikacje PCR
analogicznie jak w poprzednim etapie. Uzyskane produkty poddano procedurze sekwen-
cjonowania Sangera. W tym celu oczyszczono je z wykorzystaniem zestawu enzymoéw Fa-
stAP/Exo1 (Thermo Fisher Scientific). PCR sekwencyjny przeprowadzono z uzyciem zestawu
BigDye® Terminator v.3.1 Cycle Sequencing kit (Thermo Fisher Scientific), a oczyszczono ze-
stawem BigDye X-terminator (Thermo Fisher Scientific), wg standardowych protokotéw. Elek-
troforeze kapilarng wykonano na urzgdzeniu 3500xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
Sekwencje wynikowe poréwnano z genomem referencyjnym w celu potwierdzenia ich pra-
widtowosci, wykorzystujgc narzedzie BLAST (Ensembl).

2. Funkcjonalna analiza zidentyfikowanych SNP

Zidentyfikowane SNP przeanalizowano pod kgtem funkcjonalnym, z wykorzystaniem narze-
dzia Variant Effect Predictor (VEP) (Ensembl) oraz PROMO i bazy danych TRANSFAC, co po-
zwolito okresli¢ potencjalny wptyw zidentyfikowanych polimorfizmdw na strukture biatka
oraz wigzanie sie czynnikdw transkrypcyjnych. Nastepnie przeprowadzono ocene poziomu
ekspresji wybranych gendw. RNA badanych prébek poddano odwrotnej transkrypcii z wy-
korzystaniem zestawu SuperScript™ [V VILO™ Master Mix with ezDNase enzyme (Thermo
Fisher Scientific), zgodnie z protokotem producenta. Reakcje gPCR przeprowadzono z uzy-
ciem zestawu PowerTrack Sybr Green PCR miks (Thermo Fisher Scientfific), na urzgdzeniu Qu-
ant Studio 7 Flex (Thermo Fisher Scientific). Relatywny poziom ekspresji badanych gendw
okreslono z wykorzystaniem metody AACt, w oparciu o wynik dla genu stanowigcego kon-
trole endogennq, tj. UBB (ubiquitin B). Okreslono rowniez liczbe kopii mitochondrialnego
DNA. W tym celu zastosowano metode gPCR, w oparciu o matryce DNA. Reakcje przepro-
wadzono korzystajgc z zestawu PerfeCTa SYBR® Green FastMix (Quantabio) i aparatu Quant
Studio 7 Flex (Thermo Fisher Scientific), wg zalecanego protokotu. Liczbe kopii mIDNA osza-

cowano w odniesieniu do wynikdéw dla genu referencyjnego HBB (hemoglobin subunit

beta), w oparciu o metode 24,

Analiza funkcjonalna VEP wykazata, iz wybrane polimorfizmy SNP w genach jgdrowych sqg
zmianami sensu, czyli doprowadzajg do wprowadzenia innego aminokwasu w strukture biatka,
a co za tym idzie mogg wptywac na jego funkcjonowanie. Z wykorzystaniem metody HRM
ustalono genotypy poszczegdinych prébek, ich frekwencje, frekwencje alleli oraz wspdtczynnik
MAF czyli frekwencje rzadszego allelu (tabela 1.). Uzyskane wyniki ujawnity brak polimorfizmu
SNP genu LPCATI! w badanych préobkach sarkoiddw i tkanki zdrowej. Dla pozostatych gendw
zidentyfikowano, zaréwno allele referencyjne jak i polimorficzne, tworzgce wszystkie mozliwe
genotypy za wyjagtkiem genu AFDN, dla ktérego nie zidentyfikowano homozygoty SNP w zadnej
Z badanych prébek. Pordwnanie probek sarkoiddw oraz tkanki kontrolnej wykazato zréznico-
wane frekwencje poszczegdlnych alleli gendw. Najwieksze réznice zaobserwowano dla genu
CNTLN, dla ktérego frekwencja allelu referencyjnego (A) w probkach sarkoidu wyniosta 0,11,
a w préobkach tkanki zdrowej 0,37. W przypadku tego genu w prébkach sarkoidu nie odnoto-
wano rowniez wystepowania homozygoty referencyjnej AA.
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Tabela 1. Dane na temat frekwenciji polimorfizmow SNP zlokalizowanych w genach genomu jgdrowego prébek sarko-
idéw i tkanki kontrolnej

Symbol genu (REF>SNP) Frekwencja genotypu Frekwencja allelu

ANOG (G>A) GG GA AA G A MAF
sarkoidy 0.35 0.29 0.35 0.50 0.50 0.50
kontrola 0.13 0.47 0.40 0.37 0.63 0.37
TRPM2 (G>T) GG GT m G T MAF
sarkoidy 0.26 0.39 0.35 0.45 0.55 0.45
kontrola 0.07 0.27 0.67 0.20 0.80 0.20
CNTLN (A>G) GG AG AA G A MAF
sarkoidy 0.77 0.23 0.00 0.89 0.11 0.11
kontrola 0.40 0.47 0.13 0.63 0.37 0.37
IDHHC1 (T>C) m 1C cc T C MAF
sarkoidy 0.03 0.16 0.81 0.11 0.89 0.11
kontrola 0.00 0.33 0.67 0.17 0.83 0.17
AFDN (A>G) GG AG AA G A MAF
sarkoidy 0.65 0.35 0.00 0.82 0.18 0.18
kontrola 0.87 0.13 0.00 0.93 0.07 0.07

REF — allel referencyjny; SNP — polimorfizm typu SNP; MAF — minor allele frequency

Dla wybranych do analiz gendw mitochondrialnych przeprowadzono identyfikacje de novo
polimorfizmdw SNP. Dla zadnej z prébek nie odnotowano réznych genotypdw w obrebie jednej
sekwencji, co wskazuje na brak zjawiska heteroplazmii mitochondriainego DNA. Dla kazdego
z analizowanych gendw zidentyfikowano szereg polimorfizmdw uprzednio adnotowanych
w bazie Ensembl oraz trzy nowe. Pordwnanie prébek sarkoiddw oraz kontroli wykazato zrdzni-
cowane frekwencje poszczegdinych alleli; przy czym dla trzech polimorfizmdw wystepujgcych
w obrebie genu NDé w zadnej z prébek nie wykryto allelu referencyjnego. Nowe polimorfizmy
SNP zostaty zidentyfikowane tylko w prébkach sarkoiddw. Najwiekszg réznice we frekwencji al-
lelu SNP zidentyfikowano dla polimorfizmu 22 w genie ND 1, ktéry wystepowat 2,77 razy czesciej
w prébkach zdrowych niz w prébkach sarkoidu. Odwrotng tendencje zaobserwowano dla po-
limorfizmmow 69 189 w genie NDJ5, ktére wykryto w 1,58 razy wiekszej liczbie probek sarkoiddw niz
konfroli.

Analiza miejsc wigzania czynnikdw transkrypcyjnych wykazata potencjalny wptyw bada-
nych polimorfizmdéw na liczbe wigzgcych sie czynnikdw oraz ich profil. W nastepnym etapie,
w celu empirycznego zwalidowania takiego wptywu, przeprowadzono analize poziomu eks-
presjibadanych gendw z wykorzystaniem metody gPCR. Uzyskane profile ujawnity zmiany w eks-
presji w zaleznosci od wystepujacego allelu. Najwieksze réznice odnotowano dla gendw AFDN
(réznica w ekspresji = 0,97) oraz ANOG (réznica w ekspresji = 0,96), ktérych ekspresja byta wyzsza
w prébkach bedgcych homozygotg pod wzgledem SNP. Sposrdéd gendw mitochondrialnych,
najbardziej podwyzszony poziom ekspresji zaobserwowano dla genu CYB w préobkach z allelem
SNP (réznica w ekspresji =1,47). Najmniejsze réznice ekspresji zidentyfikowano z kolei dla gendw
CNTLN (0,21) oraz TRPM2 (0,23) (rycina 1., 2.).
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Rycina 1.1 2. Wykresy przedstawiajgce relatywny poziom ekspresji badanych gendw zlokalizowanych w genomie jgo-
drowym oraz mitochondrialnym. Dla kazdego z gendw przedstawiono poziom ekspresji w prébkach o odmiennych
genotypach pod wzgledem zidentyfikowanego polimorfizmu SNP
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Z uwagi na zidentyfikowane zmiany w poziomach ekspresji genéw mitochondrialnych orazzna-
czenie mitochondridw w patogenezie nowotwordw, w ostatnim etapie badan okreslono row-
niez liczbe kopii mitochondrialnego DNA. Uzyskane wyniki wykazaty zmniejszonqg liczbe kopii
mitochondrialnego w prébkach sarkoiddw w poréwnaniu do kontroli (rycina 3.). Réznice w re-
latywnej liczbie kopii wyniosty -0,30 oraz -0,37, w oparciu o geny ND1 i ND6, kolejno.

Rycina 3. Wykres przedstawiajgcy $redniq relatywnq liczbe kopii mitochondrialnego DNA w sarkoidach w odniesieniu
do tkanki kontrolnej, w oparciu o analize dwdch gendw mitochondrialnych (ND1 i ND6)
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Oszacowane na podstawie uzyskanych wynikéw frekwencje wystepowania poszczegdinych
alleli i genotypdw nie wskazaty na zadne polimorfizmy jako potencjalne mutacije przyczynowe
sarkoiddéw, z uwagi na brak 100% frekwencji w obrebie tylko jednejz badanych grup. Jednakze,
poréwnanie frekwencji ujawnito wystepowanie pewnych réznic pomiedzy badanymi grupami,
zardwno dla genotypdw jak i alleli, za wyjgtkiem genu LPCATI. Wskazywad to moze na duzg
plastyczno$¢ w zakresie ekspresji poszczegdlnych alleli oraz pewien wptyw funkcjonalny ziden-
tyfikowanych zmian. Zmiany te najprawdopodobniej stanowig jeden z kilku elementdéw zaan-
gazowanych w inicjacje i progresje zaburzenia procesdw w komdrkach nowotworowych sarko-
idéw.

Jednym z mechanizméw zaangazowanych w wywieranie takiego wptywu moze byé
zmiana w profilu czynnikdw transkrypcyjnych wigzgcych sie w miejscu zidentyfikowanego po-
limorfizmu, a co za tym idzie, dalsza zmiana poziomu ekspresji genu. Uzyskane wyniki ujawnity
zréznicowanie profilu wigzania czynnikdw transkrypcyjnych oraz poziomu ekspresji w zaleznosci

o
o

Relatywna liczba kopii




Zaktady Naukowe

od obecnego w sekwenciji allelu, co wskazuje na potencjalny wptyw wystepujgcych zmian
jako posrednich regulatoréw ekspresji gendw.

Przeprowadzona w ostatnim etapie analiza liczby kopii mitochondrialnego DNA wykao-
zata obnizonq liczbe w prébkach sarkoiddw, w pordwnaniu do probek kontroli. Zwigzane to
moze by¢ ze zmienionym dziataniem maszynerii mitochondrialnej, co odnotowywane jest
w procesach transformacji neoplastycznej. Sugeruje to iz zmiany liczby kopii mtDNA mogq by¢
jednym z czynnikéw zwigzanych z onkogenezq sarkoiddw i wptywajgcych na poziom ekspresji
gendw.

Uzyskane wyniki wskazujg na znaczenie zidentyfikowanych polimorfizmdw SNP w trans-
formaciji neoplastycznej sarkoiddw konskich, jako jednego z mozliwych elementéw zaangazo-
wanych w zaburzenia prawidtowych proceséw komorkowych. Przeprowadzone analizy wyka-
zaty, izich efekt moze by¢ wywierany nie tylko poprzez modyfikacje struktury biatka i jego dzia-
tania, ale réwniez poprzez zmiany w poziomie ekspresji gendw za sprawg czynnikdw tfranskryp-
cyjnych. Ponadto, rezultaty przeprowadzonych analizimplikujg znaczenie zaburzenh funkcjono-
wania mitochondriow w patogenezie sarkoiddw, co sugeruje obnizona liczba kopii mitochon-
drialnego DNA w prébkach sarkoiddw.
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Zaktad Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwaciji
kierownik: dr hab. Monika Trzcinska, prof. I1Z PIB

Zadanie 01-19-10-21
Okreslenie potencjalnych markeréw jakosciowych kriokonserwowanego i liofilizowanego
nasienia knura warunkujgcych skuteczne pozaustrojowe zaptodnienie (ICSI)
— badania wstepne

kierownik zadania: dr hab. Monika Trzcinska, prof. IZ PIB

W niniejszym zadaniu badano wptyw technik kriokonserwacii i liofilizacji nasienia knuréw na
jakos¢ plemnikdéw oceniang na podstawie profilu proteomicznego oraz stopnia fragmentacii
DNA. Jednoczeénie, w celu okreslenia zdolnosci zaptadniajgcych kriokonserwowanego i liofili-
zowanego nasienia przeprowadzono préby in vitro z wykorzystaniem zaptodnienia pozaustro-
jowego przy uzyciu techniki ICSI.

Ogodtem, ocenie poddano nasienie pochodzgce od pieciu knurdw (trzy ejakulaty/knur).
Za pomocg modutu SCA® Motility and Concentration oceniono w nasieniu $wiezym odsetek
plemnikdw wykazujgcych ruch catkowity oraz ruch postepowy, ktdéry wynosit odpowiednio
87.5£3,4 oraz 81,1+4,1.

W oparciu o cytometryczng ocene stopnia integralno$ci chromatyny jgdrowej wyka-
zano, ze Sredni udziat procentowy plemnikéw wykazujgcych fragmentacje DNA (DFl) rozktadat
sie nastepujgco: 1,6£0,5 — w nasieniu $wiezym; 1,7£0,3 — w nasieniu liofilizowanym i 1,7£0,6 —
w nasieniu kriokonserwowanym. Nie stwierdzono istotnych réznic (p = 0,05), nie tylko w odsetku
plemnikdw z DFI miedzy ejakulatami pochodzgcych od tego samego knura, lecz takze w od-
setku plemnikdw z DFI miedzy ejakulatami pochodzgcymi od 5 poszczegdlnych osobnikdw —
zardbwno w odniesieniu do nasienia $wiezego, liofilizowanego jak réwniez kriokonserwowanego.

Wyniki analiz proteomicznych przy zastosowaniu metody Western blot zaprezentowano
w postaci rycin, ktére przedstawiajg wykresy stupkowe obrazujgce réznice w relatywnej eks-
presji (potilosciowym profilu) biatek SPACAT, AFAF oraz UQCRC2 w prébkach plemnikdw po-
chodzgcych z nasienia $wiezego, liofilizowanego i mrozonego pobranych z ejakulatdw knurdw.
Przyktadowe wyniki dla knura nr 1 oraz nr 2 przedstawiono na rycinie 1., 2. oraz rycinie 3.

Na uwage zastuguije fakt, ze w przypadku trzech z pieciu knuréw (knur 1., knur 3. oraz knur
4.) potwierdzono istotng zmiane w relatywnej ekspresji biatka SPACAT w plemnikach kriokon-
serwowanych w stosunku do plemnikdw w nasieniu $wiezym i plemnikdw liofilizowanych. Jed-
noczesnie, w przypadku tego biatka, nie zaobserwowano réznic w relatywnej ekspresji miedzy
plemnikami w nasieniu swiezym i plemnikami liofiizowanymi. Ponadto, warto podkresli¢, ze
w przypadku knura 2. i knura 5. nie zidentyfikowano statystycznie istotnych zmian w ekspresji
biatka SPACA1 miedzy probkami plemnikdw, pochodzgcych z nasienia $wiezego oraz prob-
kami plemnikéw liofilizowanych i kriokonserwowanych. Biorgc pod uwage biatko AFAF, zaob-
serwowano istotny spadek jego ekspresji w probkach plemnikéw liofilizowanych zaréwno
w przypadku knura 1., jak i w przypadku knura 3. W odniesieniu do knura 2., istotny spadek
relatywnej ekspresji tego biatka stwierdzono zardwno w probkach plemnikdw liofilizowanych,
jak i kriokonserwowanych. Z kolei, w przypadku knuréw 4. i 5., nie stwierdzono istotnych réznic
miedzy prébkami plemnikdw pochodzgcych z nasienia Swiezego, jak i probkami plemnikdw
poddanych dtugoterminowej konserwaciji (niezaleznie od zastosowanej metody konserwacji).
Przyktadowe wyniki analizy Western blot dotyczgce relatywnej ekspresji biatka AFAF w prob-
kach plemnikdéw pochodzgcych z nasienia $wiezego, plemnikdw liofilizowanych oraz plemni-
kéw kriokonserwowanych przedstawiono w formie ryciny 1.
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Rycina 1. Przyktadowe wyniki analizy Western blot, dotyczqce relatywnej ekspresji biatka AFAF w prébkach plemnikdw
pochodzgcych z nasienia $wiezego, plemnikdw liofilizowanych oraz plemnikdw kriokonserwowanych (mrozonych). Re-
prezentatywne prgzki wskazujgce na ekspresje biatka AFAF w poszczegdlinych prébkach. a-Tubulina stanowi biatko
referencyjne w odniesieniu do wszystkich analizowanych prébek, pozwalajgce przy uzyciu odpowiednich przeciwciat
na okreslenie pdtilosciowego profilu biatka podawanego do rozdziatu w kazdej ze $ciezek (prgzki kontrolne)

plemniki plemniki plemniki
twicre liofilizowane mrozone

«  HE Wl e

Analiza wynikéw relatywnej ekspresji biatka UQCRC2 wykazata istotny spadek poziomu tego
biatka w przypadku prébek plemnikdéw liofilizowanych pochodzgcych od knura 1. i knura
2. w odniesieniu do plemnikdw z nasienia Swiezego.

Ponadto, plemniki kriokonserwowane pochodzgce od knura 2. charakteryzowaty sie
réwniez znaczgcym obnizeniem relatywnej ekspresji biatka UQCRC2 w stosunku do tego wskaz-
nika odnotowanego dla prébek nasienia Swiezego. Z kolei, w przypadku knura 3. i knura 4.,
istotng zmiane (odpowiednio: wzrost i spadek) poétilosciowego profilu biatka UQCRC2 odnoto-
wano w przypadku préobek plemnikdw mrozonych, odnoszgc relatywnq ekspresje tego biatka
do poziomu zidentyfikowanego w prébkach plemnikéw pochodzgcych z nasienia Swiezego
oraz w prébkach plemnikdw liofilizowanych.

Rycina 2 . Wyniki analizy Western blot zaprezentowane w formie wykreséw stupkowych, obrazujgcych réznice w rela-
tywnej ekspresji (pdtiloSciowym profilu) biatek SPACAT, AFAF oraz UQCRC2 w prébkach plemnikéw pochodzgcych
Z nasienia $wiezego, liofilizowanego i mrozonego pobranego z ejakulatdw knura 1.

Biatko SPACAI Bictko AFAF Biatko UQCRC2
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Swiele lioflizowang  mroZong Swiere  lioflizowane  mroZone Swiefe  lioflizowane  mroZzone

Rdzne oznaczenia literowe a, b oraz A, B wskazujg na istnienie rdznic statystycznie istotnych miedzy poszczegdinymi
grupami doswiadczalnymi -z prawdopodobienstwem popetnienia btedu losowego, odpowiednio: p<0,05 oraz p<0,01
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Ryc. 3. Wyniki analizy Western blot zaprezentowane w formie wykresdw stupkowych obrazujgcych réznice w relatyw-
nej ekspresji (potiloSciowym profilu) biatek SPACAT, AFAF oraz UQCRC2 w probkach plemnikdw pochodzgcych z no-
sienia $wiezego, liofilizowanego i mrozonego pobranego z ejakulatdéw knura 2.

Bictko SPACAI Biatko AFAF Bictko UQCRC2
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0.4 0.6 0.6 B
0.4 0.4
02 02 0.2 .
0 0 0
plemniki plemniki plemniki plemniki plemniki plemniki plemniki plemnikd plemniki
swiele liofiizowane mrozone swieze liofilizowane  mroZzone Swisze lioflizowane mrozone

R&zne oznaczenia literowe a, b oraz A, B wskazujg na istnienie rdznic statystycznie istotnych miedzy poszczegdinymi
grupami do$wiadczalnymi — z prawdopodobiehstwem popetnienia btedu losowego, odpowiednio: p<0,05 oraz
p=<0,01.

W kolejnym etapie badan podjeto proby okredlenia zdolnosci zaptadniajgcych plemnikdw
knura z nasienia $wiezego oraz nasienia poddanego technikom dtugoterminowego przecho-
wywania: kriokonserwacii i liofilizacji. W tym celu do zaptodnienia in vitro technikg ICSI wykorzy-
stano nasienie knura 4. (3 ejakulaty). Jakos¢ plemnikdéw uzytych do ICSI oceniono we wcze-
Sniejszym etapie badan.

Efektywno$¢ zaptodnienia pozaustrojowego oocytéw metodqg ICSI byta oceniana na
podstawie parametréw potencjatu rozwojowego in vitro zarodkdw obejmujgcych ich aktyw-
nos$¢ podziatowq, odsetek uzyskanych morul oaz odsetek uzyskanych blastocyst (tabela 1.).
Nie zaobserwowano istotnych réznic w odsetku dzielgcych sie zarodkdw, morul oraz blastocyst
w zaleznosci od metody konserwacji plemnikéw uzytych do procedury ICSI.

Tabela 1. Wptyw metod konserwacji plemnikéw na potencjat rozwojowy in vitro zarodkdw uzyskanych w wyniku za-
ptodnienia pozaustrojowego technikg ICSI

Plemniki Liczba dojrzatych in vitro Odsetek dzielgcych Odsetek morul Odsetek blastocyst
zaptodnionych sie zarodkéw (%) (%)
technikg ICSI (%)
swieze 31 18/31 (58,1) 8/31 (25,8) 6/31 (19.4)
mrozone 34 22/34 (64,7) 7/34 (20,6) 5/34 (14,7)
liofiizowane 23 15/23 (65,2) 5/23 (21.7) 5/23 (21.7)

W oparciu o zalezno$¢ parametréw potencjatu rozwojowego in vitro zarodkdw uzyskanych
w nastepstwie zaptodnienia pozaustrojowego technikg ICSI od wskaznikéw profilu proteomicz-
nego plemnikdw pochodzgcych z nasienia $wiezego, plemnikéw poddanych kriokonserwaciji
oraz plemnikéw liofilizowanych, wykazano brak korelaciji miedzy tymi wynikami w odniesieniu
do relatywnej ekspresji biatek UQCRC2 oraz SPACAT. Negatywnq korelacje odnotowano na-
fomiast miedzy poziomem relatywnej ekspresji biatka AFAF w plemnikach kriokonserwowanych
uzytych do procedury ICSI a odsetkiem dzielgcych sie zarodkdw oraz odsetkiem uzyskanych
morul, co moze sugerowac obnizenie zdolnosci zaptadniajgcych plemnikdéw mrozonych, po-
chodzgcych od knura 4., bedgce bezposrednim nastepstwem spadku, zaleznej od biatka
AFAF, efektywnosci proceséw kapacytacji i reakciji akrosomalne;.

Whnioski:
1. Nie wykazano negatywnego wptywu metod dtugoterminowego przechowywania nasienia
knuréw (kriokonserwacii i liofilizacji) na integralno$¢ chromatyny jgdrowej plemnikdw.
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2. Wykazano duzg zmienno$¢ osobniczg miedzy ilosciowymi profilami proteomicznymi zwigza-
nymi z relatywng ekspresjqg wybranych biatek akrosomalnych (AFAF, SPACAT) oraz mito-
chondrialnych (UQCRC2) plemnikdw, w zaleznosci od zastosowanej metody konserwacii
nasienia knuréw (mrozenia lub liofilizacii).

3. Stwierdzono obnizenie zdolnosci zaptadniajgcej kriokonserwowanych plemnikéw knura 4.,
bedqgce skutkiem wysokiego poziomu przedkapacytacyjnej ekspresji biatka AFAF oraz ob-
nizonej zdolnosci do zuzycia przedkapacytacyjnej puli tego biatka w mrozonych plemni-
kach tego knura. Jednakze z uwagi na fakt, ze do procedury ICSI wykorzystano jedynie
plemniki pochodzgce od knura 4., niezbedne jest przeprowadzenie dalszych, szczegdto-
wych badan na okresleniem czestodci wystepowania réznic miedzyosobniczych w zdolno-
Sciach zaptadniajgcych plemnikow.

Zadanie 01-19-11-21
Okreslenie zmian profilu transkryptomicznego, epigenomowego i molekularnego
mezenchymalnych komdrek macierzystych swini w zaleznosci od réznych sciezek
réznicowania in vitro.

kierownik zadania: dr hab. Monika Trzcinska, prof. IZ PIB

Cele zadania:
— izolacja post mortem, wyprowadzanie oraz ocena fluorocytochemiczna szpikopo-
chodnych i adipogennych komdrek MSCs w stanie niezréznicowanym,
- weryfikacja klasycznych sciezek roznicowania in vitro komdrek MSCs w kierunku oste-
oblastow/osteocytdw, chondroblastéw/chondrocytdw i adipocytow,
- kompleksowa charakterystyka $ciezek cytodyferencjacji wewngtrzmezodermalnej
oraz fransdyferencjacji mezodermalno-ektodermalne;.

W ramach realizacji zadania pozyskano materiat biologiczny od 28 loch réznych ras. Od kaz-
dego osobnika pobrano szpik kostny czerwony (BM) z talerza kosci biodrowej oraz bioptaty
tkanki ttuszczowe (AT), z ktérych wyizolowano post mortem dwa typy mezenchymalnych ko-
morek macierzystych (MSCs):

— szpikopochodne komérki MSCs (BM-MSCs)

— adipogenne komérki MSCs (AT-MSCs)

Wyprowadzono hodowle pierwotne i linie komérek MSCs, posiadajgce zdolno$¢ do samood-
nawiania subpopulacji komodrkowych w warunkach pozaustrojowych. Nastepnie, komorki te
poddawano weryfikacjiimmunofluorescencyjnej w kierunku potwierdzenia charakteru macie-
rzystego pod katem identyfikacji immunofenotypu obejmujgcego wtasciwy zakres ekspresji
btonowych i transbtonowych markerdw powierzchniowych (z rodziny komplekséw réznicowa-
nia — CD; ang. clusters of differentiation). Weryfikacje przeprowadzono w oparciu o analize
cytometrycznqg ekspresji biatek CD14, CD44, CD45, CD90i CD105.

Podczas analiz, majgcych na celu immunofenotypowanie MSCs pochodzgcych z BM,
stwierdzono, ze 86,7% z nich wykazywato ekspresje markera powierzchniowego CD44, 96,3% —
CD?0, 20,2% - CD105, 12% - CD14i 14,2% — CDA45.  kolei immunofenotypowanie MSCs, pocho-
dzgcych z AT, potwierdzito, ze okoto 77,6% komobrek wykazywato ekspresje antygenu CD44,
99.4% — CD90, 67.7% — CD105, 20,5% — CD14 i okoto 30% — CD45 (tabela 1).
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Tabela 1. Wyniki analizy cytometrycznej w kierunku okreslenia profilu ekspresji markeréw powierzchniowych CD14,
CD44, CD45, CD90i CD105 w populacjach immunofluorescencyjnie oznakowanych komérek BM-MSCs i AT-MSCs

CD14 CD44 CD45 CD?%0 CD105
BM-MSCs 11,96 86,68 14,19 96,31 20,18
AT-MSCs 20,47 77,59 29,91 99.40 67,71

Kolejnym etapem badan byta weryfikacja zdolnosci komdrek MSCs do réznicowania w warun-
kach in vitro. W tym celu przeprowadzono identyfikacje klasycznych $ciezek cytodyferencjaciji
w kierunku osteoblastow/osteocytdw, chondroblastdéw/chondrocytéw i adipocytdw (rycina

1).

Rycina 1. Pozytywna weryfikacja klasycznych Sciezek cytodyferencjacji wewngtrzmezo-dermalnej poprzez barwienie
zrdznicowanych pochodnych komdrek MSCs $wini pozy-skanych z tkanki ttuszczowej (AT) i szpiku kostnego (BM): A —
osteoblasty/osteocyty pozytywnie wybarwione przy uzyciu czerwieni alizarynowe;j (alizaryny S), B — adipocyty pozytyw-
nie wybarwione przy uzyciu czerwieni olejowej O, C — chondrobla-sty/chondrocyty pozytywnie wybarwione przy uzyciu
btekitu alcjanu

AT-MSCs

BM-MSCs
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Do analizy profilu ekspresji gendw z rodziny adipokin (leptyna, adiponektyna) oraz ich recep-
toréw w niezréznicowanych komadrkach MSCs o potwierdzonym charakterze macierzystym
oraz w komoérkach ttuszczowych (adipocytach) uzyskanych w wyniku réznicowania adipoge-
nicznego zastosowano metode RT-gPCR. Oceniono ilosciowy poziom aktywnosci transkrypcyij-
nej gendw adiponektyny (ADIPOQ), receptora adiponektyny 1 (ADIPOR1), receptora adipo-
nektyny 2 (ADIPOR2), leptyny (LEP) i genu receptora leptyny (LEPR) i poréwnywano profil eks-
presji transkryptdw mRNA miedzy wszystkimi grupami niezréznicowanych i adipogenicznie zréz-
nicowanych komaérek BM-MSCs i AT-MSCs. Poziom réznic statystycznych weryfikowano w opar-
ciu o jednoczynnikowqg analize warianciji (ANOVA), a nastepnie test post hoc Tukeya.
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Analizie poddano nastepujgce grupy eksperymentalne linii komdrkowych pochodzgcych od
4 osobnikdw zenskich (loch):
a) komorki MSCs wyizolowane ze szpiku kostnego (BM-MSCs),
b) komorki MSCs wyizolowane z tkanki ttuszczonej (AT-MSCs),
c) adipocyty uzyskane w wyniki zréznicowania komoérek MSCs pozyskanych ze szpiku kost-
nego,
d) adipocyty uzyskane w wyniki zréznicowania komoérek MSCs pozyskanych z tkanki ttusz-
czowe;.

Wykazano istotnie wyzszy poziom ekspresji transkryptdw ADIPOR1T w komdrkach AT-MSCs w po-
réwnaniu do komoérek BM-MSCs i ich adipogennych pochodnych (p<0,05). Ponadto, analizy
poziomu MRNA LEPR wykazaty, ze transkrypty te charakteryzujqg sie wyzszq ekspresjg w adipo-
cytach pochodzgcych ze zréznicowanych komdrek BM-MSCs w poréwnaniu do tych pocho-
dzgcych ze zrdznicowanych komorek AT-MSCs oraz niezroznicowanych komdrek BM-MSCs i AT-
MSCs (p=<0,05). Dodatkowo, nie stwierdzono istotnych réznic w poziomach transkryptéw mRNA
dla ADIPOQ, ADIPOR2 lub LEP (p>0,05).

W wyniku hodowli in vitro wyizolowano i zZbankowano 60 linii komdrkowych MSCs pozy-
skanych ze szpiku kostnego czerwonego (BM-MSCs) oraz 39 linii komodrkowych MSCs pozyska-
nych z bioptatdw tkanki ttuszczowej (AT-MSCs). Do analiz wykorzystano w sumie 15 linii komor-
kowych BM-MSCs oraz 13 linii komdérkowych AT-MSCs.

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 transgenicznych $wih z knock-outem (KO) genu miostatyny
(MSTN). Do uzyskania osobnikdw transgenicznych zastosowano metode CRISPR/Cas?, powo-
dujgcg knock-out genu miostatyny na poziomie zarodkowym.

Technologia CRISPR/Cas?, intensywnie eksploatowana i ulepszana, umozliwia bardzo
precyzyjne i nieporéwnywalnie wydajniejsze z innymi technikami modyfikacji genomu, unie-
czynnienie (knock-out) czy dodanie (knock-in) okre$lonego genu. Zostata ona juz z powodze-
niem wykorzystana do uzyskania transgenicznych zwierzgt na cele hodowlane (np. krowy od-
porne na mastitis, Swinie przyjazne Srodowisku z genem fitazy). Technologie tg zastosowano
w pracach na potrzeby medycyny translacyjnej (organy genetycznie zmodyfikowanych swin
wykorzystywane w ksenotransplantacii) oraz dla biofarmaciji — zywe bioreaktory produkujgce
biatka o znaczeniu terapeutycznym. Transgeniczne Swinie z knock-outem genu miostatyny,
charakteryzujgce sie zwiekszong masg miesniowq, mogg by¢ wykorzystane jako zwierzeta mo-
delowe w badaniach z zakresu genomiki, proteomiki, w badaniach zywieniowych oraz z zo-
kresu medycyny translacyjnej. Wiadomo bowiem, ze podwyzszony poziom miostatyny wyste-
puje w takich chorobach cywilizacyjnych, jak: otyto$¢, hiperglikemia, cukrzyca typu 1 oraz
w nadci$nieniu tetniczym.

Konstrukcja genowa do inaktywacji genu miostatyny swini domowej (KO MSTN |) na po-
ziomie zarodkowym, zostata opracowana w technologii CRISPR/Cas?, w Katedrze Biochemii i
Biotechnologii UP w Poznaniu.

Opracowana konstrukcja genowa, przed zastosowaniem do transfekcji zygot $wini na
drodze mikroiniekcji do przedjadrza zygoty, zostata przetestowana in vitro na wybranych li-
niach komdrek somatycznych. Do transfekciji zygot $winskich, konstrukcje KO-MSTN | uzyto
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w stezeniu 4ng/ul, ktére to zostato ustalone jako optymalne na podstawie wynikdw efektywno-
Sci transfekcii zygot $wini, uzyskanych w innych doswiadczeniach z zastosowaniem technologii
CRISPR/Cas9.

W celu uzyskania materiatu do transfekcji — zaptodnione komorki jajowe $wini (zygoty)-
zabiegowi superowulacji poddano 166 dojrzatych ptciowo loch dawczyn, po pierwszym cyklu
rujowym, o wadze do 90 kg. Od 166 superowulowanych loch dawczyn, poddanych petnej
sedacji operacyjnej, stosujgc chirurgiczng metode uzyskiwania zarodkdw (przeptukiwanie ja-
jowoddw ptynem PBS (Sigma, USA) z 1% dodatkiem albuminy bydlecej BSA (Sigma, USA) w ilo-
$ci 20 ml/jajowdd, o temperaturze 38°C — uzyskano 2963 komorki jajowe. Uzyskane komorki ja-
jowe, przenoszono pod mikroskopem stereoskopowym do ptynu manipulacyjnego — PBS bez
jondw wapnia i magnezu (Sigma, USA) z 10% dodatkiem bydlecej surowicy ptodowej FCS
(Sigma, USA). Komérki poddawano wstepnej ocenie morfologicznej. Nastepnie, pule komorek
jajowych poddawano wirowaniu z sitg 18000g przez 5 minut, w celu uwidocznienia przedjgdrzy.
Odwirowane komorki jajowe przenoszono do komory manipulacyjnej wypetnionej ptynem ma-
nipulacyjnym i pod mikroskopem odwréconym (powiekszenie 400x) oceniano stadium rozwo-
jowe — czy sq zaptodnione. Transfekcji poddawano tylko zaptodnione komaorki jajowe (zygoty)
— widoczne ciatka kierunkowe, przedjgdrza, plemniki na ostonce przejrzystej. Transfekcji — mi-
kroiniekcja wektora do jednego z przedjgdrzy — poddano 1615 zygot. Zygoty po transfekciji
przenoszono do naczynka ze $wiezym ptynem manipulacyjnym i ponownie oceniano. Elimino-
wano zygoty uszkodzone w wyniku mikroiniekciji. Transfekowane zygoty przenoszono chirurgicz-
nie do jednego z jajowoddw, zsynchronizowanych z lochami dawczyniami, loch biorczyh be-
dgcych w petnej narkozie operacyjnej. Do jajowoddw 60 zsynchronizowanych loch biorczyn
wprowadzono 1584 transfekowane zygoty ( 25-36 zygot/jajowdd). W rezultacie, przeprowadzo-
nych zabiegdw uzyskano 147 zywych, potencjalnie fransgenicznych prosigt. Po odsadzeniu,
od prosigt pobrano bioptaty tkanki usznej, ktére przestano do Katedry Biochemii i Biotechnolo-
gii UP w Poznaniu, w celu wykonania analiz molekularnych.

Wyniki przeprowadzonych analiz wykazaty, ze u loszki nr 393 jeden allel genu MSTN po-
zostat prawidtowy, ale drugi ma delecje 3 nt i insercje 8 nt. Suma +5 nt sprawita, ze zmienita
sie ramka odczytu i tym samym jeden allel zostat znokautowany.

W Srodku transgeniczna loszka 393, po prawej rodzenstwo — knurek 396,
po lewej nietransgeniczna loszka 2 miesigce starsza. (Fot. 11 2. A. Kuzma)
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Zadanie 04-19-11-21
Opracowanie oryginalnej technologii uzyskiwania klonalnych zarodkdw swini
przy wykorzystaniu modulatoréw epigenetycznych nowej generacii.

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

Cele zadania:

- zastosowanie modulatoréw epigenetycznych nowej generacii z grupy selektywnych
inhibitoréw demetylaz reszt lizyny K4 histondw H3 do uzyskiwania klonalnych zarodkdéw
Swini,

- zastosowanie modulatorow epigenetycznych nowej generacji z grupy niespecyficz-
nych inhibitoréw deacetylaz histondw chromatyny jgdrowej do uzyskiwania klonal-
nych zarodkdw swini,

— ocena efektywnosci pozaustrojowego uzyskiwania zarodkdw przy wykorzystaniu stra-
tegii klonowania somatycznego z uzyciem modulatoréw epigenetycznych nowej ge-
neracji.

Nadrzednym zatozeniem w ramach realizacji niniejszego zadania badawczego, byto wdroze-
nie do praktycznej realizacji innowacyjne metody egzogennej transformaciji profilu pamieci
epigenetycznej jgder hodowanych ex vivo komadrek somatycznych, wprowadzonych do cyto-
plazmy dojrzatych in vitro enukleowanych oocytdw, a nastepnie ulegajgcych przeprogramo-
waniu ich aktywnosci transkrypcyjnej w przedimplantacyjnych zarodkach klonalnych $wini. Do
epigenomowej transformacji komaorek-dawcodw jgder wykorzystane zostaty selektywne (specy-
ficzne) lub nieselektywne (niespecyficzne) zwigzki biochemiczne nowej generaciji z grupy syn-
tetycznych modulatoréw procesdw epigenetycznych modyfikacji kowalencyjnych biatek hi-
stonowych rdzenia nukleosomowego chromatyny jgdrowej, tj. deacetylacji/acetylaciji bgdz
demetylacji/metylacji reszt lizyny histondw H3 i H4. Do zwigzkdw tych nalezg, odpowiednio: se-
lektywne inhibitory demetylaz reszt lizyny K4 histonéw H3 chromatyny jadrowej, takie jak trans-
2-fenylocyklopropyloamina (franylcypromina; 2-PCPA/TCPR) lub niespecyficzne inhibitory de-
acetylaz histonédw chromatyny jgdrowej, takie jak tinostamustyna (TNST).

Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, ze zgodnie z naszg wiedzg, zardwno trans-2-fenylo-
cyklopropyloamina, jak i tinostamustyna zostaty wykorzystane po raz pierwszy w badaniach
nad uzyskiwaniem zarodkdw swini technikg klonowania somatycznego. Ponadto, warto wspo-
mnie¢, ze tinostamustyna nie byta jeszcze nigdy wykorzystana w badaniach z zakresu klono-
wania ssakdw, a trans-2-fenylocyklopropyloamina byta zastosowana dotgd tylko w przypadku
uzyskiwania zarodkdw klonalnych jednego gatunku ssakdw, jakim jest koza domowa. U pozo-
statych gatunkdw ssakdw ten modulator epigenetyczny nowej generacii, jak dotad, nie byt
wykorzystywany w ramach prac ukierunkowanych na klonowanie technikg transplantaciji jg-
der komodrek somatycznych (SCNT; ang. somatic cell nuclear transfer). Nalezy zatem podkresli¢
oryginalnos¢ i pionierski charakter przeprowadzonego panelu kompleksowych prac badaw-
czych.

Udowodniono a posteriori, ze egzogenna transformacja epigenomowa fibroblastycznych
komoérek-dawcodw jgder w procedurze klonowania somatycznego $wini przy zastosowaniu
wspomnianych wyzej modulatordéw epigenetycznych nowej generacji przyczynita sie do pod-
wyzszenia zjawiska plastycznosci epigenetycznej tych komérek, czego skutkiem jest zwieksze-
nie epigenetycznej przeprogramowalnosci aktywnosci tfranskrypcyjnej genomu jgdrowego ko-
morek somatycznych w rozwijajgcych sie zarodkach klonalnych. Miarodajnym wskaznikiem
posrednio potwierdzajgcym zwiekszong podatno$¢ hodowanych in vitro komérek-dawcodw jg-
der na prawidtowe epigenetyczne przeprogramowanie jgder komoérek somatycznych w za-
rodkach klonalnych byta znaczgca poprawa parametréw ich potencjatu rozwojowego
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ex vivo. Potwierdzono zatem, ze modulacja epigenomowa somatycznych komodrek-dawcdw
jader w procedurze klonowania $win z uzyciem zupetnie nowych modyfikatorow epigenetycz-
nych znalazta zatem odzwierciedlenie w utatwieniu ztozonych procesdw epigenetycznego
przemodelowania chromatyny oraz przeprogramowania genomu jgdrowego w przedimplan-
tacyjnej fazie pozaustrojowego rozwoju klonalnych zarodkdw $wini.

Podsumowujgc, wiodgcym nurtem zrealizowanych w ramach niniejszego zadania prac
badawczych byta ocena wptywu nowatorskich strategii epigenetycznej modulacji aktywnosci
transkrypcyjnej jgder komdrek somatycznych naich epigenetyczng plastycznos¢ i przeprogra-
mowalnos¢ w klonalnych zarodkach $wini poprzez ewaluacje wskaznikéw potencjatu rozwo-
jowego in vitro zarodkdw $wini zrekonstruowanych technikg klonowania somatycznego.

Realizacje niniejszego zadania badawczego zainicjowano od rozwiniecia sieci efektywnej
wspdtpracy Zaktadu Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacii Instytutu Zootechniki PIB z Zakta-
dem Endokrynologii Instytutu Zoologii i Badarh Biomedycznych UJ oraz z Zaktadem Histologii
Collegium Medicum UJ. W ramach wspdtpracy wymienionych naukowych oérodkdw biotech-
nologicznych, biologicznych i biomedycznych stworzono biorezerwuar stabilnych mitotycznie,
proteomicznie scharakteryzowanych i zabezpieczonych kriogenicznie linii transgenicznych
i nietransgenicznych komérek pochodzenia skérno-powtokowego (fibroblasty, keratynocyty)
oraz pochodzenia jajnikowego (komorki macierzyste), ktdre stanowiq potencjalne zrédto mo-
dulowanych lub niemodulowanych epigenetycznie komodrek-dawcodw jgder do zabiegdw ge-
nerowania klonalnych zarodkdéw $wini domowej technikg SCNT. W nastepnej kolejnosci, z do-
stepnego biorezerwuaru linii komdrkowych o wysokim potencjale proliferacyjnym w warun-
kach hodowli pozaustrojowych, wyselekcjonowano linie komadrek fibroblastycznych pocho-
dzenia skérno-powtokowego do drugiej rundy prac badawczych, ktérych celem byto opraco-
wanie oryginalnej technologii pozaustrojowego uzyskiwania klonalnych zarodkdw $wini w wy-
niku rekonstrukcji enukleowanych oocytéw z jader ekspandujgcych ex vivo fibroblastéw der-
malnych. Zostaty one uprzednio poddane 24-godzinnej fransformacji epigenomowej, induko-
wanej za posrednictwem nowego, dotgd nie stosowanego w klonowaniu somatycznym $win,
modulatora epigenetycznego. Transformacja epigenomowa fibroblastycznych komérek-daw-
cow jgder zostata przeprowadzona przy zastosowaniu przedstawiciela rodziny selektywnych
inhibitoréw demetylaz reszt lizyny K4 histondw H3 chromatyny jgdrowej — trans-2-fenylocyklo-
propyloaminy (franylcyprominy; 2-PCPA/TCPR) w dawce stezeniowej 4 uM/L.

Komoarki fibroblastyczne, uprzednio poddane 24-godzinnej modulacji epigenetycznej za
posrednictwem 2-PCPA/TCPR (Ryc. 1.) lub komorki fibroblastyczne, niepodlegajace 2-PCPA/
TCPR - zaleznej modulacji epigenetycznej w warunkach hodowli in vitro (Ryc. 2.; grupa kon-
trolna), stanowity zrédto dawcdw jader w wieloetapowych zabiegach klonowania somatycz-
nego, obejmujgcych wyrafinowane procedury mikrochirurgiczne na uzyskanych, w wyniku po-
zaustrojowego dojrzewania mejotycznego, oocytach-biorcach jgder fibroblastow dermal-
nych, takie jak: enukleacja dojrzatych in vitro oocytdw; rekonstrukcja enukleowanych oocytéw
(ooplastéw) z jgder komdrek somatycznych ztozona z mikroiniekcji komoérek-dawcodw jgder do
przestrzeni okotozdttkowej coplastow oraz elektrofuzji utworzonych komplekséw ooplast-ko-
morka fibroblastyczna; a takze jednoczesna aktywacja elekiryczna zrekonstruowanych oocy-
tow (hybryd jgdrowo-cytoplazmatycznych, czyli cybryd klonalnych).
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Rycina 1. Hodowane in vitro komérki fibroblastyczne tkanki skérno-powtokowej swini, poddane 24-godzinnej
modulacji epigenetycznej z uzyciem 4 uM/L trans-2-fenylocyklopropyloaminy (franylcyprominy; 2-PCPA/TCPR).
Powiekszenie x200

TCPR-4

Rycina 2. Komarki fibroblastyczne tkanki skorno-powtokowej $wini, niepodlegajace 2-PCPA/TCPR-zaleznej
modulacji epigenetycznej w warunkach hodowliin vifro.
Powiekszenie x200

TCPR control

W tabeli 1. przedstawiono wyniki dotyczqce pozaustrojowych zdolnosci rozwojowych klonal-
nych zarodkdw $wini zrekonstruowanych z jgder komodrkowych fibroblastéw dermalnych, ktére
uprzednio podlegaty lub nie podlegaty transformaciji epigenetycznej zaleznej od modulatora
nowej generacji — tranylcyprominy (2-PCPA/TCPR).

Reasumujgc, wyniki przeprowadzonych prac badawczych jednoznacznie potwierdzajq,
ze kompetencje jgder komadrkowych fibroblastéw dermalnych, ktére poddano 2-PCPA/TCPR-
zaleznej modulacji epigenetycznej, do pokierowania pozaustrojowym rozwojem klonalnych
zarodkow Swini utrzymywaty sie na istotnie wyzszym poziomie niz kompetencije jgder niemodu-
lowanych epigenetycznie komoérek fibroblastycznych.
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Tabela 1. Wptyw 2-PCPA/TCPR-zaleznej modulacji epigenomowej hodowanych in vitro fibroblastéw tkanki skérno-po-
witokowej matzowin usznych loch/loszek rzeznych na parametry pozaustrojowego potencjatu rozwojowego klonal-
nych zarodkdw $wini

2-PCPA/TCPR Liczba Liczba Liczba Liczba Liczba
-zalezna modulacja | rekonstytuowanych hodowanych dzielgcych morul blastocyst
epigenomowa oocytéw zarodkdw klonalnych | sie zarodkdw (%) (%)
komérek-dawcodw (%) (%)
jgder
+ 142 134/142 123/134 97/134
(94,4)a (91,8)A (72,4)A 45/134
(33,6)A
- 149 132/149 93/132 61/132 20/132
(88,6) (70,5)8 (46,2)8 (15,2)8

aa Jednakowe wskazniki gore (mate litery alfabetu) przy wartosciach umieszczonych w obrebie kolumn oznaczajg
brak statystycznie istotnych réznic miedzy grupami do$wiadczalnymi z prawdopodobiehstwem popetnienia btedu lo-
sowego P>0.05 (Test x2); A8 Niejednakowe wskazniki gérne (duze litery alfabetu) przy wartosciach umieszczonych w ob-
rebie kolumn oznaczajq statystycznie bardzo wysoko istotne réznice miedzy grupami z prawdopodobiehstwem popet-
nienia btedu losowego P<0,001 (Test x2)

W nastepnych etapach realizacji niniejszego zadania badawczego rozwijano efektywng sie¢
wspotpracy naukowo-badawczej Zaktadu Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwaciji Instytutu
Zootechniki PIB z Zaktadem Endokrynologii Instytutu Zoologii i Badan Biomedycznych UJ oraz
z Zaktadem Histologii Collegium Medicum UJ. W ramach sieci wspdtpracy badawczej, prowa-
dzonej przez wymienione naukowe osrodki rolnicze, biotechnologiczne, biologiczne i biome-
dyczne stworzono biorezerwuar stabilnych mitotycznie oraz transkryptomicznie i proteomicznie
scharakteryzowanych linii transgenicznych i nietransgenicznych komérek pochodzenia skérno-
powtokowego (fibroblasty dermalne) oraz komodrek pochodzenia jajnikowego (komorki
wzgdrka jajono$nego otaczajgce dojrzate in vitro oocyty), stanowigcych potencjalne zrédto
modulowanych lub niemodulowanych epigenetycznie komérek-dawcodw jgder do zabiegdw
generowania klonalnych zarodkéw swini domowej technikg SCNT. W dalszej kolejnosci z do-
stepnego biorezerwuaru linii komdrkowych o wysokim potencijale proliferacyjnym ex vivo oraz
przydatnos$ci molekularnej wyselekcjonowano linie komérek fibroblastycznych pochodzenia
skérno-powtokowego do kolejnego etapu prac badawczych, ktérych celem byto opracowa-
nie oryginalnej technologii pozaustrojowego uzyskiwania klonalnych zarodkdw swini w wyniku
rekonstrukcji enukleowanych oocytdw z jgder hodowanych in vitro fibroblastéw dermalnych,
ktére zostaty uprzednio poddane 24-godzinnej transformacji epigenomowej, indukowanej za
posrednictwem nowego, niestosowanego dotgd w klonowaniu somatycznym $win, modula-
tora epigenetycznego. Transformacja epigenomowa fibroblastycznych komoérek-dawcow jg-
der zostata przeprowadzona przy zastosowaniu przedstawiciela rodziny niespecyficznych inhi-
bitoréw deacetylaz histondw rdzenia nukleosomowego chromatyny jgdrowej — tinostamustyny
(TNST) w dawce stezeniowej 75 nM/L. Komorki fibroblastyczne, uprzednio poddane 24-godzin-
nej modulacji epigenetycznejza posrednictwem TNST (Ryc. 3.) lub komérki fibroblastyczne, nie-
podlegajgce TNST-zalezne] modulacji epigenetycznej w warunkach hodowli in vitro (rycina 4.;
grupa kontrolna), stanowity zrédto dawcdw jader w wieloetapowych zabiegach klonowania
somatycznego, obejmujgcych wyrafinowane procedury mikrochirurgiczne na uzyskanych,
w wyniku pozaustrojowego dojrzewania mejotycznego, oocytach-biorcach jader fibroblastéw
dermalnych, takie jak: enukleacija dojrzatych ex vivo oocytdw; rekonstrukcja ooplastow z jgder
komodrek somatycznych ztozona z mikroiniekcji komadrek-dawcdw jader do przestrzeni okoto-
z0ttkowe] ooplastéw oraz elektrofuzji utworzonych komplekséw ooplast-komérka fibrobla-
styczna; a takze réwnoczesna elektroaktywacija cybryd klonalnych.
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Rycina 3. Hodowane in vitro komérki fibroblastyczne tkanki skérno-powtokowej swini, poddane 24-godzinnej modula-

cji epigenetycznej z uzyciem 75 nM/L tinostamustyny (TNST). Powiekszenie x200

TNST-75

Rycina 4. Komérki fibroblastyczne tkanki skérno-powtokowej swini, nie podlegajace TNST-zaleznej modulacji epigene-
tycznej w warunkach hodowli in vitro. Powiegkszenie x200

TNST control

W tabeli 2. przedstawiono wyniki dotyczgce pozaustrojowych kompetencji rozwojowych klo-
nalnych zarodkdéw $wini zrekonstruowanych z jgder komoérek fibroblastycznych, ktére uprzednio
poddano lub nie podano modulacji epigenomowej zaleznej od modyfikatora nowej generacii
- finostamustyny (TNST).

Reasumujgc, wyniki tego panelu prac badawczych wyraznie wskazujg, ze zdolnosci jgder
komadrkowych fibroblastéw dermalnych, ktére poddano TNST-zaleznej modulacji epigenetycz-
nej, do pokierowania rozwojem ex vivo klonalnych zarodkdéw Swini utrzymywaty sie na istotnie
wyzszym poziomie niz kompetencje jgder niemodulowanych epigenetycznie komérek fibrobla-
stycznych.
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Tabela 2. Wptyw TNST-zaleznej modulaciji epigenomowej hodowanych in vitro fibroblastéw tkanki skérno-powtokowej
matzowin usznych loch/loszek rzeznych na parametry pozaustrojowego potencjatu rozwojowego klonalnych zarod-
kéw Swini

TNST- zalezna modulacja Liczba Liczba Liczba Liczba Liczba
epigenomowda rekonstytuowanych hodowanych dzielgcych morul blastocyst
komdrek-dawcodw oocytéw zarodkéw klonalnych | sie zarodkdéw (%) (%)
jader (%) (%)

+ 116 112/116 104/112 86/112 43/112

(96,6) (92,9)~ (76.8)~ (38,4)c

- 140 127/140 88/127 63/127 29/127

(90,7)a (69.3)8 (49,6)8 (22,8)P

aa Jednakowe wskazniki gére (mate litery alfabetu) przy wartosciach umieszczonych w obrebie kolumn oznaczajg
brak statystycznie istotnych réznic miedzy grupami do$wiadczalnymi z prawdopodobiehstwem popetnienia btedu lo-
sowego P>0.05 (Test x2); ABNiejednakowe wskazniki gérne (duze litery alfabetu) przy warto$ciach umieszczonych w ob-
rebie kolumn oznaczajqg statystycznie bardzo wysoko istotne réznice miedzy grupami z prawdopodobienstwem popet-
nienia btedu losowego P<0,001 (Test x2); ¢P Niejednakowe wskazniki gérne (duze litery alfabetu) przy wartosciach
umieszczonych w obrebie kolumn oznaczajqg statystycznie wysoko istotne réznice miedzy grupami z prawdopodobien-
stwem popetnienia btedu losowego 0,001<P<0,01 (Test x2).

Wymiernym efektem realizacji niniejszego zadania byto opracowanie dwdch innowacyjnych
i efektywnych strategii zwiekszajgcych wydajno$¢ technologii pozaustrojowego uzyskiwania
klonalnych zarodkdw $wini, stanowigcej obiecujgcy instrument badawczy wykorzystywany na
potrzeby nowoczesnej hodowli oraz biotechnologii reprodukcyjnej zwierzgt gospodarskich. Im-
manentnymi elementami i nowatorskimi rozwigzaniami w ramach opracowanych strategii sg
oryginalne procedury rekonstrukcji enukleowanych oocytéw z jgder hodowanych in vitro fibro-
blastéw dermalnych, ktére zostaty uprzednio poddane transformacii epigenomowej, induko-
wanej: albo za posrednictwem nowego, niestosowanego dotgd w klonowaniu somatycznym
Swin, modulatora epigenetycznego, okreSlanego mianem tranylcyprominy (2-PCPA/TCPR),
bedgcej przedstawicielem rodziny selektywnych inhibitorow demetylaz reszt lizyny K4 histondw
H3 chromatyny jgdrowej; albo za posrednictwem nowego, nie stosowanego dotqd w klono-
waniu somatycznym $win i innych gatunkdow ssakdw, modyfikatora epigenetycznego o nazwie
tinostamustyna (TNST), ktéry reprezentuje rodzine niespecyficznych inhibitoréw deacetylaz bia-
tek histonowych chromatyny jgdrowej. Ponadto, udokumentowanym efektem podjetego kie-
runku badanh sg wysoko punktowane publikacje naukowe, ktdre przyczynity sie do poszerzenia
wiedzy podnoszgcej pozycje polskiego i miedzynarodowego sektora naukowego oraz badaw-
czo-rozwojowego w zakresie rolniczej biotechnologii reprodukcyjnej i genomowej inzynierii za-
rodkowej U zwierzat gospodarskich, a takze w zakresie badan interdyscyplinarnych na styku
biologii i biotechnologii molekularnej oraz biomedycyny.

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

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

Cele zadania:

- optymalizacja warunkdéw wyprowadzania zarodkowych komadrek macierzystych po-
chodzenia blastodermalnego (B-ESCs) z zaptodnionych jaj kaczki domowej (Anas pla-
tyrhynchos forma domestica lub Cairina moschata f. domestica) w oparciu o opro-
cowany w badaniach wtasnych model hodowli ex ovo komdrek B-ESCs kury domo-
wej (Gallus gallus domesticus),

— opracowanie nowej procedury badawczej ukierunkowanej na stworzenie modelu in
vitro dla potrzeb wyprowadzania ex ovo komadrek B-ESCs kaczki domowe;.
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Badania ukierunkowane na wyprowadzanie oraz kriogeniczne zabezpieczanie linii komorko-
wych pochodzenia zarodkowego stopniowo stajqg sie i mogg stanowi¢ w stosunkowo nieodle-
gtej przysztosci, immanentny element biotechnologicznie wspomaganej ochrony ex situ oraz
genetycznego ratowania réznych gatunkdw i ras ptakdéw hodowlanych, w tym kury domowej
i kaczki domowej. Niemniej jednak, na obecnym etapie badan, niezbedne jest zardbwno przy-
$pieszenie prac nad stworzeniem strategii badawczych bedgcych kamieniami milowymi, ktére
pozwalityby na znaczgcg poprawe wydajnosci ofrzymywania stabilnych — pod wzgledem po-
tencjatu proliferacyjnego i cech pluripotencji — blastodermalno-pochodnych zarodkowych ko-
morek macierzystych (B-ESCs) kury domowej, jak i optymalizacja uprzednio opracowanych
metod wyprowadzania i hodowli namnazajgcych komérek B-ESCs, w wielu przypadkach
w wiekszym lub mniejszym stopniu suboptymalnych, a takze w niedostatecznym stopniu po-
wtarzalnych pod kgtem uzyskiwanej efektywnosci, nie wspominajgc juz o nieistnieniu jaokichkol-
wiek metod poza-jajowego wyprowadzania, namnazania, czy tez pluripotentnej stabilizacji ko-
morek B-ESCs innych gatunkdw ptakdw, w tym innych niz kura domowa gatunkdw drobiu ho-
dowlanego. Dlatego tez, nalezy podkresli¢ absolutnie nowatorski kierunek badawczo-rozwo-
jowy niniejszego zadania z uwagi na fakt, ze, wedtug naszej najlepszej wiedzy, dotgd nie byty
prowadzone - zardwno w skali krajowej jak i $wiatowej — prace badawcze w kierunku stworze-
nia modeli ex vivo wyprowadzania i hodowli namnazajgcych niezréznicowanych komaorek B-
ESCs o wtasciwosciach pluripotentnych u udomowionych przedstawicieli taksonomicznych
drobiu wodnego takich jak kaczka domowa.

Biorgc pod uwage wszystkie wyzej wymienione agrobiotechnologiczne, biologiczne, zootech-
niczne oraz gatunkowo-specyficzne uwarunkowania ornitologiczne, nadrzednym zatozeniem
podjetych prac badawczych byto opracowanie i optymalizacja nowych procedur badaw-
czych sprofilowanych na stworzenie modelu in vitro dla poftrzeb:

1) izolacji komérek BCs z zaptodnionych jaj kaczki domowej,

2) wyprowadzania ex ovo stabilnych mitotycznie linii komdrek ESCs z wyizolowanych su-
bpopulacji komdrek BCs,

3) namnazajgcej hodowli in vitro wyprowadzonych linii komdrek ESCs pochodzenia bla-
stodermalnego (B-ESCs),

4) okreslenia profilu proteomicznego wybranych biomarkeréw pluripotencii (Oct-3/4,
Sox2) oraz immunolokalizacii fluorocytochemicznej powierzchniowych epitopdw bto-
nowych (weglowodanowych, takich jak SSEA-4 i proteoglikanowych, takich jak TRA-
1-60), potwierdzajgcej niezrdéznicowany i macierzysty charakter w proliferacyjnie sa-
moodnawiajgcych sie subpopulacjach komoérek B-ESCs. Dokumentacje fotograficzng
przygotowania kaczych jaj do mechanicznejizolacji tarczek zarodkowych (embriody-
skow) przedstawiono w postaci fotogramu zawartego w obrebie ryciny 1.
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Rycina 1. Procedura przygotowania kaczych jaj do izolacji tarczek zarodkowych: A,a — jaja rasy/linii K2; B,b — jaja
rasy/linii P-9; C,c — jaj rasy//linii KhO-1

Optymalizacja warunkdéw hodowli ex ovo komdrek B-ESCs kury domowej, w ramach przepro-
wadzenia pierwszych 2 serii eksperymentdw, pozwolita na implementacije i ekstrapolacije opra-
cowanych modeli badawczych warunkujgcych najwyzszy poziom stabilizacji aktywnosci mito-
tycznej i tempa proliferacji komadrek w kolejnych seriach doswiadczalnych obejmujgcych sys-
temy poza-jajowego wyprowadzania linii blastodermalno-pochodnych zarodkowych komérek
macierzystych wstepnie wyselekcjonowanych ras/linii kaczki domowej (pekin francuski P-9,
mieszaniec KhO-1, kaczka w typie pomniejszonym K-2) (rycina 2). W systemach tych, mikrosro-
dowisko utrzymujgce optymalne wskazniki aktywnosci mitotyczneji przezywalnosci komaorek B-
ESCs kaczki domowej, stwarzaty polistyrenowe szalki hodowlane o srednicy 60 mm, z podtozem
powlekanym kolagenem typu | (SPL Life Sciences SPL Coat™ Collagen Type | Coated Dishes)
oraz wysokoscienne mikroptytki 8-komorowe Ibidi zdnem szklanym powlekanym syntetycznym
substratem polimerowym - poli-L-lizyng (u-Slide 8 Well high Poly-L-Lysine). Aby rozpozna¢ pluri-
potentny charakter komdrek B-ESCs wybranych ras kaczki domowej (K-2, P-9, Kh0-1), w wyizo-
lowanym biatku catkowitym, otrzymanym na skutek ultrasonicznej dezintegracii (lizy) komaorek,
pochodzgcych z 14-dniowych hodowli podtrzymujgcych linii/szczepdw komdrkowych podda-
nych minimum 15 pasazom (podwojeniom populacii), wykazano ekspresje wybranych, biatko-
wych markerdéw pluripotencji (Oct-3/4, Sox-2) (rycina 3). Stwierdzono obecno$¢ obydwu ho-
meotycznych czynnikdw transkrypcyjnych, co dowodzi charakteru pluripotentnego komarek
B-ESCs pochodzgcych z tarczek zarodkowych wyizolowanych z jaj obu gatunkéw ptakdéw ho-
dowlanych. Po zakonhczeniu 14-dniowej hodowli ex ovo kaczych komdrek B-ESCs przeprowa-
dzono analize immunocytochemiczng na obecnosé wybranych markerdw pluripotencii: Oct4,
Sox2, SSEA-4 i TRA-1-60. W oparciu o uzyskane wyniki potwierdzono wyrazng immunolokalizacje
biomarkerdéw pluripotencji w namnazanych in vitro komérkach B-ESCs wszystkich trzech ras ka-
czek, co dowodzi ich charakteru macierzystego. Na rycinie 4 zostaty przedstawione przykta-
dowe wyniki obrazowania komaorek B-ESCs kaczek rasy/linii K-2 z uzyciem mikroskopii konfokal-
nej, w kierunku identyfikacji miejsc ekspresji homeotycznych czynnikdw transkrypcyjnych Oct4
oraz Sox2 w kompartmentach wewngtrzkomaérkowych, a takze detekcji miejsc ekspresji w mo-
nowartwie zewngtrzkomorkowej bton plazmatycznych w odniesieniu do powierzchniowych
determinant antygenowych weglowodanowych glikosfingolipiddw (SSEA-4) oraz proteoglika-
nowych epitopdw TRA-1-60, stanowigcych sjalilowane czgsteczki proteoglikandw siarczanu ke-
ratanu, ktére formujg domeny zewnagtrzkomdrkowe transbtonowego biatka podokaliksyny
(PODXL), nalezgcego do grupy polianionowych sjaloprotein glikokaliksu btonowego z rodziny
biatek transmembranowych CD35.
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Rycina 2. Opracowanie modelu wyprowadzania ex ovo blastodermalno-pochodnych zarodkowych komdrek
macierzystych (ESCs) z embriodyskdw wyizolowanych z zaptodnionych jaj wyselekcjonowanych ras/linii kaczki
domowej na potrzeby okredlenia warunkdw fizyko-chemicznych i biologicznych ich izolacji, adhezji oraz proliferacii
in vitro
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Analiza proliferacyjnego wzrostu oraz ocena cytologiczna prowadzona podczas 14-dniowej
hodowli namnazajgcej blastodermalno-pochodnych zarodkowych komadrek macierzystych (B-
ESCs) pochodzgcych z jaj réznych ras/linii kaczek. Komérki B-ESCs odznaczajg sie obecnoscig
duzych jgder, za$ integralng czescig ultrastruktury ich nukleoplazmy sq wyrazne jgderka zloka-
lizowane w przewazajgcej wiekszosci w poblizu wewnetrznych warstw/blaszek otoczki jgdro-
wej. Komorki poczatkowo podlegajg proliferujg w monowarstwie, w obrebie ktdrej granice
miedzy poszczegdlnymi komdrkami sg zdecydowanie rozrdznialne (do 4 dnia hodowli ex ovo).
W dalszych etapach hodowli (powyzej 4 dnia), skupiska kaczych komédrek B-ESCs tworzg zwarte
kolonie wielowarstwowych komodrek, utozonych w charakterystyczne cystoidalne ciata zarod-
kowe. A, a', a'’, a'"' — komorki B-ESCs rasy/linii K-2; B, b’, b'’", b'"'= komorki B-ESCs rasy/linii P-9;
C,c', c", c"" —komorki B-ESCs rasy/linii KhO-1 — mikrofotografie wygenerowano, odpowiednio
po: 24 godzinach, 72 godzinach, 7 dniach i 14 dniach hodowli poza-jajowe.

Rycina 3. Opracowanie modeli badawczych hodowli ex ovo blastodermalno-pochodnych zarodkowych komadrek
macierzystych (B-ESCs) réznych ras kaczki domowej na potrzeby okreslenia profilu proteomicznego zwigzanego z rela-
tywng ekspresjg czynnikéw transkrypcyjnych (Oct-3/4; Sox-2) warunkujacych charakter pluripotentny
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Reprezentatywne wyniki analizy poétilosciowe] Western-blot (W-B), wskazujgce na relatywng
ekspresje biomarkerow pluripotencji Oct-3/4 i Sox-2 na poziomie biatka catkowitego wyizolo-
wanego z hodowanych ex ovo przez 14 dni komorek B-ESCs wybranych ras kaczek (K-2, P-9).

Rycina 4. Immunofluorescencyjna lokalizacja wybranych biomarkerdw pluripotencji (Oct-4, TRA-1-60, SSEA-4 i Sox-2)
w blastodermalno-pochodnych zarodkowych komérkach macierzystych kaczek rasy K2 po 14 dniach namnazajgcej
hodowli ex ovo.
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Mikrofotografie przedstawiajg komorki B-ESCs, rosngce w postaci jednej warstwy — detekcja
czerwonych sygnatdw pochodzgcych albo od barwnika fluorescencyjnego AlexaFluor 594
albo od fluorochromu Alexa Fluor 555 oznacza, odpowiednio: wewngtrzkomdérkowq immuno-
lokalizacje czqgsteczek biatka Oct-4 (homeotyczny czynnik transkrypcyjny) — goérny panel oraz
zewngtrzkomoérkowqg immunolokalizacje glikoproteinowego epitopu TRA-1-60 (proteoglikan
siarczanu keratanu stanowigcy cze$é powierzchniowq transbtonowego biatka podokaliksyny)
—dolny panel. Z kolei, identyfikacja zielonego sygnatu pochodzgcego od barwnika fluorescen-
cyjnego AlexaFluor 488 wskazuje na powierzchniowqg immunololalizacje czgsteczek takich bio-
markerdw jak: SSEA-4 (weglowodanowy epitop blonowy glikosfingolipiddw) — gérny panel oraz
immunolokalizacie w kompartmentach/przedziatach wewngtrzkomodrkowych czgsteczek
biatka Sox-2 (homeotyczny czynnik franskrypcyjny) — dolny panel. Na wszystkich zdjeciach nie-
bieski sygnat pochodzi od fluorochromu DAPI, ktéry znakuje DNA jgder komorkowych. Skala:
100 um.

Reasumujgc, na podstawie oceny morfologicznej, pdtilosciowej analizy Western-blot oraz
immunofluorescencyjnego obrazowania z uzyciem mikroskopii konfokalnej stwierdzono, ze wyi-
zolowane frakcje komadrek blastodermalnych, z ktérych wyprowadzono stabilne linie zarodko-
wych komodrek macierzystych kury domowej i wybranych ras/linii kaczki domowej, wykazujg
molekularne cechy fenotypowe dla niezréznicowanych komérek ESCs, w tym relatywng eks-
presje oraz wyraznie zidentyfikowang wewnagtrzkomérkowq immunolokalizacje fluorocytoche-
miczng czynnikdw transkrypcyjnych Oct3/4 oraz Sox2, determinujgcych charakter pluripo-
tentny. W zwigzku z powyzszym, do eksperymentdw ukierunkowanych na stworzenie modeli ex
ovo wyprowadzania stabilnych mitotyczne linii komdrek ESCs, pochodzgcych z blastodermy
dyskoblastuli réznych ras kaczki domowej, z powodzeniem mogq by¢ wykorzystywane takie
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naczynia hodowlane jak szklane mikroptytki 8-komorowe Ibidi z podtozem powlekanym synte-
tycznym substratem polimerowym - poli-L-lizyng (p-Slide 8 Well high Poly-L-Lysine) oraz polistyre-
nowe szalki hodowlane z dnem powlekanym kolagenem typu | (SPL Life Sciences SPL Coat™
Collagen Type | Coated Dishes).

W rezultacie realizacji niniejszego zadania badawczego, stabilne mitotycznie linie komo-
rek zarodkowych o morfologii oraz profilach immunofenotypowych (epitopowych) specyficz-
nych dla komdrek macierzystych, ktére zostaty wyprowadzone z blastodermy embriodyskéw
wyizolowanych z zaptodnionych jaj kurzych lub kaczych w stadium X, byty zdolne do utrzyma-
nia wysokiej aktywnosci proliferacyjnej w warunkach dtugotrwatej hodowli in vitro, jednocze-
$nie zachowujgc cechy typowe dla charakteru macierzystego (ang. stemness), przy wsparciu
odpowiedniego podtoza naczyh hodowlanych oraz podstawowego medium hodowlanego
wzbogaconego jedynie trzema suplementami o wtasciwos$ciach mitogennych oraz energe-
tyczno-troficznych (FBS, B-27™ Plus, SCF). Co ciekawe, komorki B-ESCs kury domowej oraz réz-
nych ras/linii kaczki domowej, hodowane przez minimum 15 pasazy w nowo opracowanym
przez nasz zespot naukowo-badawczy systemie ex ovo, odznaczaty sie ekspresjg wybranych
markerdw charakterystycznych dla pluripotentnych komorek macierzystych (Oct-3/4iSox2) na
poziomie proteomicznym.

Opracowany w wyniku realizacji niniejszego zadania badawczego zupetnie nowy model
ex ovo pozwolit na utrzymanie, w warunkach dtugoterminowej hodowli in vitro, cech znamien-
nych dla pluripotentnych komadrek zarodkowych wybranych gatunkdéw drobiu grzebigcego
(kura domowa; Gallus gallus domesticus) oraz — po raz pierwszy w skali krajowej i swiatowej —
w przypadku drobiu wodnego z rodziny ptakdw blaszkodziobych (kaczka domowa; Anas pla-
fyrhynchos f. domestica lub Cairina moschata f. domestica). Te wysoce zachecajgce wyniki
bedg stanowi¢ punkt wyjscia do dalszego doskonalenia i postepu w zastosowaniu technologii
ptasich komdrek B-ESCs.

Najwazniejszym autem i najmocniejszg strong przeprowadzonych badan ukierunkowa-
nych na opracowanie strategii wyprowadzania stabilnych linii zarodkowych komdrek macie-
rzystych (pierwotnych komdrek zarodkowych) z wyizolowanych komérek blastodermalnych
kury domoweji kaczki domowejjest ich pionierskiiinnowacyjny charakter, ktéry stanowi solidng
podstawe programowq dla realizacji i powodzenia zatozeh dalszych, bardziej zaawansowa-
nych prac badawczo-rozwojowych z zakresu: 1) biotechnologii rolniczej i reprodukcyjnej oraz
2) badan interdyscyplinarnych na styku biomedycyny, transgeniki, biologii i biotechnologii mo-
lekularnej, a takze 3) biotechnologicznie i embriologicznie wspomaganej ochrony ex situ i re-
stytuciji gingcych lub wymartych gatunkdw i ras ptakdéw hodowlanych i wolnozyjgcych.

Zadanie 04-19-15-11
Opracowanie metod krétko-i dtugoterminowego przechowy-wania nasienia trutni

kierownik zadania: dr Magdalena Bryta

Poszukiwanie metod krétkoterminowego przechowywania nasienia trutni (konserwacja w do-
datnich temperaturach) wynika z koniecznosci szerszego wykorzystywania materiatu biolo-
gicznego pochodzgcego od szczegdlnie warto$ciowych matek, wydtuzenia sezonu ich pro-
dukcji oraz stworzenia mozliwosci bankowania i tfransportu materiatu biologicznego. Z kolei,
opracowanie efektywnej technologii dtugoterminowego przechowywania (kriokonserwacija
w ciektym azocie), umozliwiajgcej zachowanie wysokiej jakosci nasienia po procedurze zamra-
zania-rozmrazania pozwoli na jego wykorzystanie w sztucznym unasiennianiu matek pszczelich
i wychowywanie matek-cérek o pozgdanych genotypach. Pomimo prowadzenia intensyw-
nych badan nad opracowaniem skutecznej metody konserwacji i kriokonserwaciji nasienia
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trutni nadal nie uzyskano w petni zadowalajgcych wynikdw spetniajgcych warunki praktycz-
nego stosowania. Z uwagi na straty w rodzinach pszczdt miodnych istotne jest podejmowane
dziatan majgcych na celu zabezpieczenie materiatu biologicznego tego gatunku.

Celem zadania jest opracowanie sktadu rozciehczalnika do krétko- i dtugoterminowego
przechowywania nasienia trutni. Ponadto, przygotowana zostanie kompleksowa technologia
kriokonserwacji, pozwalajgca na efektywne kriogeniczne zabezpieczenie materiatu biologicz-
nego. Planuje sie przeprowadzi¢ badania jakosci nasienia na poszczegdlnych etapach tech-
nologicznych w oparciu o wybrane parametry strukturalno-funkcjonalne plemnikdw z wykorzy-
staniem mikroskopu biologicznego i/lub mikroskopu fluorescencyjnego i/lub systemu SCA®
CASA Sperm Class Analyzer System i/lub cytometru przeptywowego.

Figura 1. Przygotowania do sezonu, wieza trutowe, stanowisko do pobierania nasienia trutni. Zatozenia metodyczne
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W pierwszym roku realizacji zadania, w okresie od kwietnia do lipca roku 2023, opracowywano
procedure manualnego wynicowywania aparatu kopulacyjnego samca i pobierania nasienia
trutni. Nasienie pobierano od dojrzatych ptciowo osobnikéw w wieku 14-21 dni za pomocg
szklanej pipety skalibrowanej ze strzykawkqg Harbo. Pobrane nasienie od okoto 100 dojrzatych
ptciowo trutni poddano ocenie pod mikroskopem biologicznym. Analizowano standardowe
parametry jakosciowe nasienia, 1j: konsystencja, marmurkowata struktura, kremowy kolor, wi-
doczny ruch tahcuchéw plemnikdw oraz brak zanieczyszczeh. Nasienie rozciehczano w rdz-
nych wariantach rozcienczalnikdw (Kiev, Harbo, Hopkins) i przechowywano w temperaturze
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pokojowej bez dostepu powierza i $wiatta przez 10 dni. Przeprowadzano ocene ruchliwosci
plemnikdw na szkietku podstawowym w mikroskopie $wietlnym wedtug skali od 0 do 5, gdzie
5 — oznaczato co najmniej 95%, 4 — 80%, 3 — 60%, 2 — 40%, 1 —20%, 0 — 0% plemnikéw ruchliwych.

Catkowita ruchliwo$¢ plemnikéw po konserwacii w dodatnich temperaturach wahata
sie w przedziale 70-72% i nie wykazano réznic pomiedzy nasieniem konserwowanym w testo-
wanych rozciehczalnikach.



