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Implementacja potencjatu nowoczesnych metod transkryptomiki, genomiki i genetyki
populacji w doskonaleniu cech zdrowotnosci bydta holsztynsko-fryzyjskiego na poziomie
stad indywidualnych.

kierownik zadania: dr inz. Piotr Topolski

W ramach realizacji zadania, kontynuowano charakterystyke opisowqg dotyczgcg danych fe-
notypowych, genetycznych i rodowodowych, gromadzonych w bazach Instytutu Zootechniki
PIB oraz prowadzono analize genomu. Wyniki tych analiz postuzyty do modyfikacii algorytmu
pozwalajgcego na optymalizacje wyboru zwierzgt do pobierania materiatu biologicznego.
W bazie PLOWET gromadzono dane fenotypowe dotyczgce wystepowania trzech schorzeh
(mastitis, metritis, torbiele jajnika) w fermach bydta mlecznego nalezgcych do zaktaddw do-
Swiadczalnych IZ PIB. Sposrdd ok. 11500 rekorddw — najczesciej jako pojedyncza choroba -
wystepowato mastitis (7021 przypadkdw), metritis (2812 przypadkdw) oraz cysty jajnika
(1660 przypadkdw). W instytutowej bazie znajdujg sie genotypy ok. 3800 krow z zaktaddw do-
Swiadczalnych. Z tej liczby blisko 3000 kréw znajduje sie na liscie zwierzgt odnotowanych w ba-
zie PLOWET.

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

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 i torbiele jajnika, ktére byty dostepne dla
okoto 1500 kréw rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej. Kazda z kréw zostata zgenotypowana przy
pomocy mikromacierzy lllumina BovineSNP50 BeadChip, zawierajgcej genotypy 54 609 poli-
morfizmdw pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polimorphism, SNP) lub lllumina
BovinelD Genotyping BeadChip zawierajgcejgenotypy 7 931 SNP. Genotypy osobnikdw zgeno-
typowanych przy pomocy mikromacierzy lllumina BovinelLD Genotyping BeadChip zostaty zim-
putowane do gesto$ci mikromacierzy lllumina BovineSNP50 BeadChip. W dalszej analizie wy-
korzystano polimorfizmy o minimalnej wartosci MAF>1% oraz minimalnej jakosci genotypowa-
nia >99%. Kryteria te spetnito 46 216 SNP. W rezultacie zidentyfikowano tgcznie 72 SNPs staty-
stycznie istotnych, zwigzanych z wystepowaniem cyst na jajniku, metritis i mastitis oraz 21 gendéw
kandydujgcych, zwigzanych z wystepowaniem tych schorzen.
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W poprzednich latach sprawozdawczych wystgpity okresowe utrudnienia w pobieraniu tkanek
do badan molekularnych od czesci wytypowanych zwierzgt, zwigzane z brakiem mozliwosci
wspdtpracy z ubojniami i/lub lekarzami weterynarii wynikajgcymi z natozonych kwarantann.
W zwiqzku z tym zwiekszono liczbe zwierzgt, od ktérych pobierano tkanki. Pobrany materiat ba-
dawczy postuzyt m.in. analizie jakosciowej i optymalizaciji metody izolaciji RNA. Z czesci zebra-
nych prébek nie zdotano wyizolowac RNA, co wymaga uzupetnienia materiatu biologicznego.
W okresie sprawozdawczym zrealizowano prace nad optymalizacjg modelu szacowania para-
metréw genetycznychiwartosci hodowlanej pod wzgledem cech zdrowotnych, zgodnie z naj-
nowszymi zaleceniami grupy Eurogenomics ,.wg fzw. Golden Standard. Predykcja genomo-
wych warto$ci hodowlanych (GEBV) zostata przeprowadzona przy pomocy modelu jednostop-
niowego (ang. single-step GBLUP — ss-GBLUP). Model ss-GBLUP ma nastepujgcg postac:
y=Xb+Wa+e, (1),

gdzie y jest wektorem wartosci fenotypowych dla kazdej z trzech rozwazanych cech, b jest
wektorem efektow statych, natomiast a jest wektorem ztozonym z warto$ci hodowlanych, e jest
wektorem bteddw. Struktura kowariancji efektdéw losowych ma nastepujgcq postac:
a~N(0,H®P) i e~N(0,R®D). Macierz P jest macierzg (ko)wariancji dla efektéw a, natomiast ma-
cierz D jest macierzg (ko)wariancji dla efektéw e. Dodatkowo, dla kazdejz cech zostata wyko-
nana korekta na heterogeniczno$¢ wariancji przy pomocy metody nr 2, uwzglednionej w zto-
tym standardzie opracowanym przez konsorcjum Eurogenetics. Macierz H ma postac:
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sg odpowiednio komponentami macierzy spokrewnien korespondujgcymi do niezgenotypo-
wanych kowariancji pomiedzy zgenotypowanymi i niezgenotypowanymi oraz zgenotypowa-
nych osobnikdw. G reprezentuje macierz podobienstwa genetycznego pomiedzy zgenotypo-
wanymi osobnikami. R jest macierzg diagonalng. Wszystkie obliczenia byty przeprowadzone
przy uzyciu programu BLUP90IOD3 z rozwigzaniami réwnan dla PCG (Tsuruta et al., 2001). Otrzy-
mano nastepujgce wyniki:

Kowariancja genetyczna (P) i bteddw (D):

0.033 0.002 0.019
P =10.002 0.026 0.023
0.019 0.023 0.043

0.502 0.084 0.063
0.084 0329 0.051]|
0.063 0.051 0.268

D=

Tabela 1. Odziedziczalno$¢ (przekatna) i korelacja genetyczna.

mastitis metritis torbiel jajnikow
mastitis 0.06 0.08 0.51
metritis - 0.07 0.69
torbiel jajnikow - 0.14

Wyznaczono genomowe wartosci hodowlane dla wszystkich trzech cech, ktére zostaty unor-
mowane do $redniej 100 i odchylenia standardowego 10. Baze genetyczng stanowity krowy
posiadajgce fenotyp, urodzone przed 2016 rokiem. Statystyki opisowe dla DGV i GEBV pod
wzgledem mastitis, metritis oraz torbieli jajnika zawarto odpowiednio w tabeli 2., 3.1 4.



Tabela 2. Statystyki opisowe dla DGV, GEBV pod wzgledem mastitis i ich doktadnosci.
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min. max mean sd
GEBV 60.16 140.03 100.19 5.42
relGEBV 0.14 0.86 0.27 0.09
Tabela 3. Statystyki opisowe dla DGV, GEBV pod wzgledem metritis i ich doktadnosci.
min. max mean sd
GEBV 42.19 161.17 100.32 5.13
relGEBV 0.11 0.54 0.28 0.05
Tabela 4. Statystyki opisowe dla DGV, GEBV pod wzgledem torbieli jajnika i ich doktadnosci.
min. max mean sd
GEBV 12.04 210.15 103.05 7.96
relGEBV 0.03 0.87 0.31 1.12

Otrzymane wyniki $wiadczg o istnieniu w populacji bydta HF znacznej zmiennosci genetycznej
w zakresie badanych cech zdrowotnych, a takze o mozliwosci prawidtowego szacowania war-
tosci hodowlanej dla wyzej wymienionych cech zdrowotnych na podstawie utworzonejw IZ PIB
bazie danych, wedtug najnowszych rekomendacji grupy Eurogenomics, ktérej Polska jest
cztonkiem. Tym samym istnieje zasadno$¢ kontynuacii prac nad konstrukcjg precyzyjnych, zin-
dywidualizowanych indekséw selekcyjnych w krajowej populacii bydta rasy HF.

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

kierownik zadania: dr inz. Dorota Godyn

Celem zadania byto okredlenie wptywu utrzymywania cielgt parami na wskazniki zwigzane
z dobrostanem i produkcyjnosciq.

Na duzych fermach bydta mlecznego powszechne jest oddzielanie cielgt od matek
w ciggu 24 godzin od porodu. Przez nastepne tygodnie cieleta utrzymywane sg najczesciej
indywidualnie. Do gtéwnych uzasadnien tej praktyki nalezy ograniczenie przenoszenia chordb,
zapobieganie fzw. objadaniu, lepsza kontrola zwierzecia, mniejsza konkurencja pomiedzy cie-
letami o pokarm. Pomimo tych przestanek, coraz wiecej badan potwierdza, ze tgczenie cielgt
W pary sprzyja wczesniejszemu i zwiekszonemu spozyciu paszy statej, poprawie dziennych przy-
rostéw. Nie bez znaczenia jest takze pozytywny wptyw takiego utrzymania na zdolnosci po-
znawcze u cielgt, stan afektywny i tworzenie mocniejszych wiezi spotecznych. Warto zazna-
czy¢, iz wspdtczesne badania nad dobrostanem zwierzgt coraz czesciej koncentrujq sie na
identyfikaciji sytuaciji preferowanych przez zwierzeta oraz na ocenie ich afektywnego stanu po-
zytywnego. Dobrostan rozumiany w tym kontekscie nie ogranicza sie jedynie do minimalizowa-
nia stresu czy unikania dyskomfortu, ale obejmuje takze promowanie doswiadczen, ktdre zwie-
rzeta postrzegajqg jako przyjemne.

Opracowanie praktyk i metod chowu, ktére wspierajq pozytywne formy zachowan u zwie-
rzgt gospodarskich, bez watpienia stanowi istotny temat, ktéry w najblizszych latach bedzie
szeroko podejmowany.

Na konhcu sierpnia i we wrzesniu, badaniami objeto grupe 10 cielgt rasy holsztyhsko-fry-
zyjskiej. Po odizolowaniu od matek (w przeciggu 24-48 godzin), cieleta umiejscowione zostaty
w kojcach pojedynczych (4 sztuki) oraz w kojcach podwdjnych (6 sztuk). Wszystkie zwierzeta
utrzymywano przez okres 14 dni, po tym czasie cieleta trafity do kojcdw grupowych.
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Uktad kojcdw w nowym cieletniku. ZD IZ PIB Kotbacz Sp. z 0.0.
(Fot. 1. A. Kaczor)

Iwierzeta byty wazone przy wejsciu do kojca oraz po 14 dniach. Monitorowano zachowanie
poprzez zapisy kamer. Urzgdzenia rejestrowaty behawior cielgt przez caty okres badan, nato-
miast podczas analiz skupiono sie na trzech pierwszych dniach kazdego tygodnia utrzymania
zwierzgt w kojcach (w godz. 6.00-16.00). Od wszystkich cielgt w doswiadczeniu pobierano ma-
teriat biologiczny do oceny hormondw. Prowadzona byta dokumentacja dotyczgca stanu
zdrowotnego. Skupiono sie na chorobach uktadu pokarmowego i oddechowego. Ponadto,
monitorowany byt mikroklimat w cieletniku, stgd w pomieszczeniu zamontowano mierniki kli-
matyczne, umozliwigjgce pomiar wskaznikdw w sposdb ciggty, jak rowniez prowadzono po-
miary momentalne w é miejscach. Monitorowano: temperature, wilgotnos¢ wzglednaq, pred-
ko$¢ ruchu powietrza, poziom gazdw, takich jak: CHs, NH3, HsS, COa.

Dane mikroklimatyczne z okresu badah wskazaty srednig wartos¢ temperatury powie-
frza w cieletniku ksztattujgcg sie na poziomie Srednio 23,2°C; wilgotno$¢ wzgledna wynosita
43,6%; predkos¢ ruchu powietrza — 0,16 m/s. Poziom dwutlenku wegla ksztattowat sie $rednio
na poziomie 600 ppm. Warto§¢ amoniaku srednio wynosita 1 ppm, nie wykazano stezenia me-
tanu oraz siarkowodoru.

Analiza dziennych przyrostobw masy ciata, w pierwszych dwdch tygodniach ksztatto-
wata sie na poziomie 432 g u cielgt utrzymywanych pojedynczo oraz 456 g dla osobnikdw
utrzymywanych w parach. Wérdd badanych zwierzgt nie stwierdzono biegunek ani choréb
uktadu oddechowego. Analizy zachowania cielgt wykazaty, ze pierwszego dnia po odizolo-
waniu mtodych od matek, aktywnos¢ byta na bardzo niskim poziomie w obu systemach utrzy-
mania. W 2. tygodniu stwierdzono, ze zwierzeta utrzymywane w parach charakteryzowaty sie
wiekszg aktywnosciq. Objawiato sie to przede wszystkim w zachowaniach socjalnych (interak-
cjach z drugim osobnikiem w kojcu), ale takze eksplorowaniu elementdéw wyposazenia (Scian
kojca, podtoza).

Materiat biologiczny zostat zgromadzony, jednak zgodnie z praktykg laboratoryjng ko-
nieczne jest zebranie petnego kompletu probek. Dzieki temu analiza ich wszystkich moze zo-
sta¢ przeprowadzona jednorazowo, co jest bardziej ekonomiczne i efektywne, zwtaszcza
w kontekscie wykorzystania catego zestawu diagnostycznego.

Waznym wnioskiem z przeprowadzonych badan jest fakt, iz nowy cieletnik na fermie
w Kotbaczu stanowi doskonate miejsce do wychowu mtodych kréw. Obiekt oferuje duzq prze-
strzeh oraz mozliwo$¢ zamontowania réznych typdw kojcdw. Jest szczegdlnie korzystne dla ba-
dan naukowych. Dzieki tfemu, ze warunki w catym pomieszczeniu sg jednolite, istnieje mozli-
wos¢ prowadzenia eksperymentdw w kontrolowanym srodowisku.
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Dodatkowym atutem jest odpowiednie przewietrzenie, ktére zapobiega gromadzeniu sie ga-
zOw, a takze chorobotwdrczych drobnoustrojow, co znaczgco moze wptywad na zdrowie
zwierzgt.

Zadanie 01-10-06-11
Opracowanie metody szacowania wartosci hodowlanych dla cech produkcyjnych za
pomocq modelu dziennych prébnych udojow (TDM) w populacji bydta simentalskiego.

kierownik zadania: prof. dr hab. Andrzej Zarnecki

W okresie sprawozdawczym przeprowadzono kolejne oszacowanie parametrow genetycz-
nych dla cech produkcyjnych bydta rasy simentalskiej. Parametry genetyczne stanowiq wazny
element w szacowaniu doktadnosci oceny wartoéci hodowlanych. Stosunkowo ograniczona
liczebnos¢ i struktura populacii bydta simentalskiego utrudnia precyzyjne szacowanie parame-
trow. W zwigzku z tym podijeto rozszerzone badania nad ich szacowaniem.

7 systemu FedInfo polbrano zbiory prébnych udojow krow rasy simentalskiej, wykonywa-
nych w przedziale czasu miedzy 5. a 305. dniem laktacji. Uwzgledniono dzienng wydajnos¢
mleka, ttuszczu i biatka. Wybrano 49513, 49408 oraz 45321 prébnych udojéw z trzech pierwszych
laktacji 6447 krow, wycielonych w 1046 stadach w latach 2003-2022. Utworzono 5 klas ocielenia
w pierwszej, 4 w drugiej oraz w frzeciej laktacji. Przyjeto dwa sezony ocielenia: letni (IV-IX) i zi-
mowy (X-lll). Krowy byty cérkami 1010 ojcodw i 21190 matek. Utworzono 105321 klasy stado
x data prébnego udoju oraz 24 klasy laktacja x sezon x wiek ocielenia. Krowy byty cérkami 987
ojcow i 4590 matek.

Do oszacowania komponentéw (ko)wariancji zastosowano model zwierzecia z loso-
wymi regresjami oraz Bayesowskg metode prébkowania Gibbsa i program dr. Ignacego Misz-
tala (gibbs2f?0 z pakietu BLUPF?0). Wygenerowano 100 000 prébek, z ktdrych pierwsze 20 000
odrzucono jako tzw. okres rozruchowy, a nastepnie zapisano co 20-tq prébke.

Odfziedziczalno$¢ dziennej wydajnosci mleka wynosita $rednio 0,24 i wahata sie od
0,18 w 34. dniu doju do 0,35 w 295. dniu doju. Odziedziczalno$¢ dziennej wydajnosci ttuszczu
wynosita srednio 0,22 i wahata sie od 0,15 w 34. dniu doju do 0,37 w 302. dniu doju. Odziedziczal-
no$¢ dziennej wydajnosci biatka wahata sie od 0,12 w 24. dniu doju do 0,36 w 305. dniu doju,
ze Srednig wartosciq wynoszgcq 0,24. Korelacje genetyczne miedzy parami cech: dzienng wy-
dajnoscig mleka, ttuszczu i biatka wynosity ponad 0,79.

Odziedziczalnos¢ laktacyjnej wydajnosci mleka wyniosta 0,37 — ttuszczu: 0,44 oraz
biatka: 0,37. Korelacja genetyczna miedzy laktacyjng wydajnodcig mleka i ttuszczu byta naj-
nizsza i wynosita 0,74. Oszacowano wysokie korelacje genetyczne miedzy laktacyjng wydajno-
Scig biatka i laktacyjng wydajnoscig mleka (0,88) oraz ttuszczu (0,86).

Ocena wartoéci hodowlanej dla cech produkcyjnych jest szacowana na podstawie
analizy dziennych wydajnosci mleka, ttuszczu, biatka. Prébne udoje przeprowadzone w tym
samym stadzie i dniu sg zaliczane do jednej podklasy.

Wartosci hodowlane szacowano za pomocg jednocechowej, wielolaktacyjnej (obej-
mujgcej trzy pierwsze laktacje) metody BLUP — model zwierzecia z losowymi regresjami. Model
liniowy oceny uwzglednia nastepujgce efekty: efekt losowy dnia doju w stadzie, wspdtczynniki
statych regresji w podklasach wieku ocielenia-sezonu ocielenia-okresu czasu, losowe regresje
efektu addytywnego genetycznego, losowe regresje efektu trwatego srodowiskowego, efekt
btedu losowego. Krzywe laktacji w podklasach wieku ocielenia-sezonu, ocielenia-okresu czasu
modelowane sg za pomocgqg funkcji Wilminka, a pozostate krzywe laktacji za pomocqg wielo-
miandw Legendre’'a drugiego stopnia.
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Wartosci hodowlane dla procentowej zawartosci ttuszczu i biatka oblicza sie na podstawie
oszacowanych wartosci hodowlanych dla wydajnosci mleka, ttuszczu i biatka oraz Srednigj
wydajnosci mleka i procentowej zawartosci ttuszczu i biatka w drugiej laktacji kréw urodzonych
w roku przyjetym jako baza genetyczna.

Tabela 1. Srednie wartoéci hodowlane oszacowane metodg TDM i metodq laktacying.

mleko (kg) ttuszez (kg) biatko (kg)
Metoda oceny N Srednia SD Srednia SD Srednia SD
DM
Buhaje 2735 28,4 330,1 -0,60 12,98 0,51 9,82
Buhaje* ( Rel >=0,50) 727 35,1 419,7 -0,08 16,32 0,77 12,25
Krowy 30115 3.7 3721 -1,46 13,97 -0,07 10,56
Laktacyjna
Buhaje 2735 -96,1 269,9 -3,85 11,74 -3,28 8,13
Buhaje* ( Rel >=0,50) 727 -62,6 360,6 2,15 15,27 -2,03 10,84
Krowy 30115 -95,3 288,8 -3,55 11,85 -3,07 8,46

Buhaje* ocenione z wiarygodnoscig >=0,50

Tabela 2. Wspotczynniki korelacji miedzy warto$ciami hodowlanymi oszacowanymi metodg TDM i oceng laktacyjng dla
buhajéw i kréw.

Buhaje Buhaje” (Rel>=0,50) Krowy

Liczba zwierzat 2735 727 30115
Wspobtczynnik korelacji | mleko (kg) 0,83 0,88 0.86
ttuszez (kg) 0,85 0,90 0.86
biatko (kg) 0,82 0,87 0.85

Buhaje* ocenione z wiarygodnosciqg >= 0,50

Réznice w Srednich wartosciach hodowlanych oszacowanymi za pomocg TDM i opartymi na
wydajnosciach 305-dniowych wynikajqg z przyjetych zatozeh (Tabela 1.). Korelacje miedzy war-
tosciami hodowlanymi, otrzymanymi badanymi metodami dia wszystkich trzech cech produk-
cyjnych mieszczg sie miedzy 0,821 0,90 (Tabela 2.). Wielko$¢ tych wspdtczynnikdw jest podobna
do wartosci podawanych w literaturze i $wiadczy o mozliwosci utrzymania podobnego ran-
kingu buhajow i krow ocenianych za pomocg obu metod.

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

Produkty mleczne, takie jak mleko czy jogurt, sq jednymi z najczesciej spozywanych produktdw
na $wiecie. Mleko jest zdrowym i pozywnym sktadnikiem diety, jednak roénie liczba osdb, ktére
nie mogqg spozywac¢ nabiatu ze wzgledu na problemy zdrowotne oraz nietolerancje pokar-
mowe. Przyczyng czesci tych problemdw moze byc¢ typ B-kazeiny wystepujacy w mleku. Ciggle
jednak jest niewiele informacji na temat wptywu wariantu B-kazeiny na produkcyjno$¢ oraz
sktad chemiczny mleka. Dlatego potrzebne sq dalsze badania dotyczgce mileka pochodzg-
cego od krow o réznym typie B-kazeiny oraz produktdw powstatych na bazie tego mleka. Stqd
tez celem etapu badawczego byta ocena wydajnosci, sktadu fizyko-chemicznego oraz za-
wartoséci zwigzkdw prozdrowotnych w mleku w zaleznosci od zidentyfikowanego genotypu.

W pierwszym etapie pobrano materiat genetyczny do badanh i wykonano oznaczenia
genu PB- kazeiny u 273 kréw mlecznych rasy polskiej czerwonej. Krowy te utrzymywane byty
w 12 gospodarstwach zlokalizowanych na terenie powiatu limanowskiego. Liczebno$¢ krow
w poszczegdlnych stadach wahata sie od 10 do 109 kréw.
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Przeprowadzona identyfikacja gendw kodujgcych B-kazeine wykazata, iz ok 20% przebada-
nych krow jest homozygotami A2A2; 49% to heterozygoty A1A2, a ok. 30% to homozygoty
ATAT.

Od kréw o zidentyfikowanych genotypach ATAT i A2A2 pobrano mleko do analiz che-
micznych — oznaczenia sktadu fizyko-chemicznego, analizy sensorycznej oraz oznaczenia za-
wartoéci zwigzkdw prozdrowotnych w mieku. Mleko pobierano od kréw od 50. do 200. dnia
laktaciji. Prébki mleka pobierano trzykrotnie w ciggu roku; tgcznie polbrano i oceniono 60 prob
mleka. Oznaczono zawarto$¢ aminokwasdw, witamin, kwasdéw ttuszczowych i makroelemen-
tow. Wykonano ocene fizykochemiczng i sensoryczng mleka.

Sktad biatek mleka jest waznym czynnikiem wptywajgcym na wtasciwosci odzywcze
i technologiczne mieka. Stwierdzono, ze ilosci i proporcje kazein mleka i biatek serwatkowych
odgrywaijq gtéwnq role w produkcji produktéw mlecznych.

Ocena produkcyjnosci krow ze wzgledu na zidentyfikowany genotyp nie wykazata réz-
nic wydajnosci mlecznej pomiedzy krowami Al i A2. Podobnie nie stwierdzono istotnych réznic
w podstawowym sktadzie mleka — zawarto$¢ biatka, ttuszczu, laktozy ksztattowata sie na zbli-
zonym poziomie. Nieco wiekszg koncentracje witaminy A stwierdzono w mleku kréw z genoty-
pem A2A2, jednak byty to réznice nieistotne statystycznie. W mleku Al stwierdzono natomiast
wyzszg zawartos¢ witaminy E, statystycznie istotne réznice stwierdzono w zawartosci jodu i wap-
nia. Mleko A2 zawierato wiecej takich aminokwasdw, jak: kwas asparaginowy, glutaminowy,
prolina i lizyna, natomiast w mleku A1 stwierdzono wyzsze zawartosci histydyny, metioniny, leu-
cyny i fenyloalaniny. Ponadto, w mleku A2 stwierdzono wyzszg zawarto$¢ CLA oraz mniejszy
udziat kwaséw nasyconych. Mleko A2 w poréwnaniu z A1, w analizie sensorycznej zostato wyzej
ocenione pod wzgledem barwy, konsystencji i zapachu, natomiast lepszy smak miato mleko
Al.

Wykres 1. Ocena sensoryczna mleka Al i A2.

Zapach I_I

Smak '

Konsystencja J

Barwa )

4,25 4,30 4,35 4,40 4,45 4,50 4,55 4,60

ATAT mA2A2

Zadanie 01-10-08-11
Mozliwosci wykorzystania serwatki suszonej w warunkach gospodarstwa rodzinnego jako
immnunomodulatorédw w zwalczaniu chordb u cielgt ras mlecznych.

kierownik zadania: dr hab. Piotr Wéjcik, prof. I1Z PIB

Celem zadania byto wskazanie nowych mozliwosci wykorzystania serwatki w potgczeniu z wy-
branymi ziotami w zywieniu oraz profilaktyce zdrowotnej cielgt oraz ograniczenie antybiotyko-
terapii prewencyjnej we wczesnym okresie rozwoju cielgt na rzecz naturalnych metod wspie-
rania odpornosci nabyte;.
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Zrealizowano jeden etap badawczy obejmujgcy dwa podzadania:

1. Pozyskanie i przygotowanie serwatki: okreslenie warunkdw produkowanej serwatki, opraco-
wanie metody suszenia i pozyskania proszku serwatkowego.

2. Badania mikrobiologiczne ilaboratoryjne: okreslenie sktadu chemicznego i aktywnosci prze-
ciwdrobnoustrojowej opracowanego proszku serwatkowego.

W pierwszym zadaniu zatozono pozyskanie Swiezej serwatki od grupy producentéw ,,Moniser”.
Serwatka pochodzita gtdéwnie z produkcji sera twarogowego i byta przewozona w pieciolitro-
wych, polietylenowych kanistrach do laboratorium Zaktadu Hodowli Bydta IZ PIB. Po pobraniu
prébek o pojemnosci 50 ml, wirowaniu przez 5 minut, przy predkosci obrotdw 5 000 obrotéw na
minute pozyskiwano Sladowe ilosci osadu (supernatantu) serwatkowego. Wytrgcone, niewiel-
kie ilosci osadu oraz ptyn znad osadu, umieszczano w kwasoodpornych kuwetach ze stali nie-
rdzewnej. Kuwety z serwatkg umieszczano na poétkach suszarki prézniowej i suszono w tempe-
raturze 40°C przez okres niezbedny do uzyskania suchego powietrznie proszku. Pozyskano takze
serwatke komercyjna, przeznaczonqg do dalszych badan laboratoryjnych.

W drugim zadaniu prébki swiezej serwatki pobierano do jatowych probdwek typu Falcon
0 pojemnosci 50 ml i przewozono w warunkach chtodniczych (4°C) do laboratorium mikrobio-
logicznego ,,Zdrowe wymie — Laboratorium Badania Mleka” w Bydgoszczy. W probkach swie-
zej, ptynnej serwatki wykonano analizy sktadu mikrobiologicznego, zaréwno w celu okreslenia
jej bezpieczenstwa dla cielgt (na obecnos¢ patogendw wywotujgcych schorzenia uktadu po-
karmowego i oddechowego oraz mastitis), jak i w celu okreslenia jej dziatania przeciwdrobno-
ustrojowego w kierunku najczestszych patogendw chorobotwérczych dla cielgt. W prdbkach
serwatki oznaczono ogding liczbe bakterii. Wszystkie prébki niezaleznie od ich rodzaju wstepnie
posiewane byty na agar Columbia, na agar CNA oraz na podtoza Mac Conkeya (dla E. coli
iinnych pateczek G-), Enterococcosel (dla enterokokdw), Sabouraud (dla grzybdw), Strepto
(dla paciorkowcdw) oraz na podtoza chromogenne ChromAgar do oznaczania Salmonella,
Yersinia i Campylobacter. Po 24-48 godzinnej inkubacii odczytywany byt wzrost na poszczegdl-
nych podtozach. W zaleznosci od uzyskanych wynikdw przeprowadzane byty testy dodat-
kowe. W razie wagtpliwosci przeprowadzany byt test na katalaze, w celu stwierdzenia czy ba-
dany drobnoustrdj jest katalazo dodatni (gronkowce, pateczki, mikrokoki, grzyby), czy uiemny
(paciorkowce). W przypadku gronkowcdw wykazujgcych hemolize wykonywany byt test na
koagulaze z uzyciem osocza kréliczego liofilizowanego i/lub testu lateksowego do wykrywania
clamping factor i biatka A obecnych u S. aureus. Gronkowce z uiemnym wynikiem testu na
koagulaze i clumping factor opisywane sg jako CNS — koagulazo ujemne (z ang. coagulase
negative staphylococci). Pateczki E. coli, ze wzgledu na ich powszechne wystepowanie w §ro-
dowisku i w zwigzku z tym stanowigce czesto zanieczyszczenie probki, podzielono na hemoli-
zujgce i niewywotujgce hemolizy na agarze z krwiq. Za chorobotwércze uznawano te zhemo-
lizg. W niektérych watpliwych przypadkach wykonywano preparaty mikroskopowe, aby odrdz-
ni¢ pateczki, grzyby i ziariaki. Dodatkowo, posiewano takze poszczegdlne probki na podtoza
do hodowli w warunkach beztlenowych i inkubowano przez minimum 48 godzin. Niektére
szczepy bakterii, ktérych nie mozna byto zidentyfikowa¢ metodami rutynowymi wysytano do
identyfikacji za pomocq techniki MALDI-TOF MS na Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu.
Kazda prébka mleka Ewiartkowego zbadana byta rowniez pod kgtem obecnosci glondw Pro-
totheca i grzybdw drozdzopodobnych.
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Tabela 1. Wyniki badanh mikrobiologicznych réznych rodzajéw serwatki pozyskanych z gospodarstwa ,,Moniser”.

Rodzaj serwatki/nr probki Wyizolowane drobnoustroje Liczebno$¢ Ogdlina liczba bakterii x 1000
Serwatka podpuszczkowa S1 Bacillus cereus ++
Enterococcus faecalis ++
Grzyby drozdzopodobne ++ 11
E. coli +
Serwatka podpuszczkowa S2 Bacillus cereus ++
Lysinibacillus fusiformis +
Enterococcus faecalis ++ 20
S. aureus ++
E. coli +++
Serwatka twarogowa BN Streptococcus dysgalactiae +++ brak oznaczen
E. coli +
CNS +
Serwatka twarogowa BN E. coli +++ brak oznaczen
Streptococcus dysgalactiae
+++
Serwatka twarogowa S1 Streptococcus dysgalactiae + brak oznaczen
Enterococcus faecalis +
CNS +
Str. viridans +
E.coli +
Candida sp. +
Serwatka twarogowa $2 CNS +++ brak oznaczen
E. coli ++
Enterococcus sp. ++
Candida sp.
Str. sp. +

Tabela 2. Wyniki badania komdrkowego i bakteriologicznego z antybiogramem mleka kréw pochodzgcych z gospo-
darstwa ,,Moniser”.

Nr krowy Wzrost Wynik badania

1P +++ S. aureus, Klebsiella sp., Str. dysgalactiae
1D +++ Klebsiella sp., Str. dysgalactiae
2P +++ Klebsiella sp., Str. dysgalactiae
3P ++ E. coli, Str. dysgalactiae, Str. sp.
4P + E. coli, Str. dysgalactiae, Str. sp.
5P ++ E. coli, Str. sp.

6P ++ E. coli, Str. dysgalactiae

7P ++ Klebsiella sp., Str. sp.

8P +++ E. coli. Str. sp.

oP +++ Klebsiella sp., Str. dysgalactiae
10P +++ E. coli, Str. sp.

11P +++ E. coli, Str. sp.

Mleko zbiorcze ++ Str. uberis, CNS

W celu utworzenia skutecznej mieszaniny ekstraktow ziotowych, na podstawie dokonanego
przeglgdu literatury oraz wczesniejszych badan prowadzonych w Instytucie Zootechniki PIB, za-
kupiono preparaty proszkowe o stezeniu DER 4:1 z nastepujgcych zidt: tymianku (Thymus vul-
garis L.), babki lancetowatej (Plantago Lanceolata L.), kminku (Carum carvi L.), jezéwki purpu-
rowej (Echinacea purpurea L.) oraz Inu (Linum usitatissimum L.).

Powyzej wymienione ziota, w tym przede wszystkim tymianek, ale réwniez kminek oraz
jezéwka purpurowa, zgodnie z szerokq literaturg naukowq oraz danymi farmakopearnymi, juz
w postaci suszu, wykazujg dziatanie przeciwdrobnoustrojowe lub co najmniej bakteriosta-
tyczne w kierunku licznych patogendw bakteryjnych (Gram+ oraz Gram-), a takze grzybiczych.
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Ziota te zostaty wybrane na podstawie wczesniejszych doswiadczen Instytutu oraz obszernych
danych literaturowych, w celu utworzenia mieszanin ziotowych o dziataniu minimum bakterio-
oraz grzybostatycznym. W pierwszym etapie badan opracowano 24 mieszaniny ziotowe o roz-
nym udziale poszczegdlnych zidt i serwatki w proszku, poddajgc je badaniom laboratoryjnym
na skuteczno$¢ dziatania antydrobnoustrojowego. W celu powtdrzenia badan i weryfikacji wy-
nikdw, dwukrotnie zwiekszono stezenie poszczegdlnych ekstraktéw ziotowych w preparatach
oraz dodano ekstrakt z oregano jako jednego z ziét o najsiiniejszym dziataniu przeciwdrobnou-
strojowym. tgcznie opracowano 42 preparaty o réznym uktadzie poszczegdinych zidtirdznego
rodzaju serwatki. Badania wykonano w dwdch powtdrzeniach w celu weryfikacjiwynikow.

Prezentacja fotograficzna badania skutecznosci hamowania wzrostu poszczegdinych bakterii przez wybrane
preparaty ziotowo-serwatkowe.

Tabela 3. Skuteczno$¢ hamowania wzrostu poszczegdlnych zidt ze zmienionego zrédta (firma Bellako) oraz ze zroédta
pierwotnego (firma Bartfarm) w uktadzie pojedynczych ziét.

K.

Lp Nazwa, firma S.aureus CNS Enteroc. sp. | Str.uberis E.coli C. krusei pneumoniae
1 Babka-Bartfarm 0 15 0 0 0

2 Jezéwka- Bartarm 14 22 0 0 $lad

3 Kminek- Bartfarm 0 0 0 0 0

4 Len-Bartfarm slad 12 0 0 0

5 Tymianek- Bartfarm 13 20 0 0 Slad

6 Kminek-Bellako 0 0 0 0 0

7 Oregano-Bellako 0 0 0 0 0

8 Tymianek-Bellako $lad 15 0 0 0

Strefaw mm

Prezentacja fotograficzna badania skutecznosci hamowania wzrostu przez 4 rdzne ekstrakty ziotowe.




Zaktady Naukowe

Badaniom poddano takze serwatke, gdzie oznaczono zawartosé:

— suchej masy — zgodnie z normq P.001, wyd. 1 z dnia 24.05.2001 roku,

— popiotu surowego — zgodnie z normq P.002, wyd. 1 z dnia 24.05.2001 roku,
- ttuszczu wolnego — SOP M.013, wyd. 4 z dnia 24.02.2020 roku.

Tabela 4. Wyniki analiz chemicznych prébek serwatki.

Opis probki zZieceniodawcy

sucha masa [%]

popidt surowy [%]

ttuszcz wolny [%)]

biatko ogdine [%]

serwatka mrozona S1

7,45

0,48

1,05

0,89

serwatka mrozona S2

6,60

0,73

0,33

0,74

S1 - serwatka podpuszczkowa
S2 - serwatka twarogowa

Na podstawie wykonanych analiz sktadu chemicznego stwierdzono réznice w zawartosci po-
szczegdlnych sktadnikéw w réznych rodzajach serwatki. Wyzszym poziomem suchej masy, ttusz-
czu wolnhego oraz biatka ogdlnego charakteryzowata sie serwatka podpuszczkowa i ten rodzaj
serwatki rekomenduje sie do dalszych etapdw badan.

Ze wzgledu na problemy natury technicznej, wynikajgce z braku mozliwosci pozyskania
odpowiedniejilosci suszonej serwatki oraz niezadawalajgcej jakosci ekstraktdw wytypowanych
ziét, zdecydowano sie na dokonanie zmian w zatozeniach metodycznych i dopuszczenie in-
nych dostawcdw ekstraktdw ziotowych, jak réwniez wprowadzenie testowania serwatki komer-
cyjnej bydlece.

Zadanie 04-10-11-11
Badania nad wprowadzeniem metody BLUP do systemu oceny wartosci hodowlanej

bydta miesnego w Polsce.

kierownik zadania: dr inz. Bartosz Szymik

Celem zadania byto wdrozenie metody BLUP do systemu oceny wartosci hodowlanej bydta
miesnego w Polsce, dla najbardziej popularnych ras limousine (LM), charolaise (CH) oraz here-
ford (HH). W celu jego realizacji przeprowadzono szacowanie parametréw genetycznych cech
pokroju, tatwosci wycielen, masy ciata na 210. i 420. dzieh zycia dla buhajéw ras miesnych
ocenianych w Polsce. Nastepnie dokonano wyboru optymalnego modelu szacowania paro-
metrow genetycznych.

W ramach realizacji zadania, zgromadzono materiat do$wiadczalny obejmujgcy wyniki
rutynowej oceny fenotypowej cech pokroju buhajéw trzech najoardziej licznych ras bydta mie-
snego w Polsce: limousine (LM), charolaise (CH) oraz hereford (HH). Dla kazdej z wybranych ras
przygotowano zbidér danych, oparty na informacji o buhajach ocenianych pod wzgledem
cech pokroju oraz cech uzytkowych. Liczba buhajéw uwzglednionych w zbiorach wynosita
odpowiednio: 3200 — dla rasy LM, 510 — dla CH oraz 428 — dla rasy HH. Informacje o buhajach,
takie jak dane rodowodowe, oceny cech pokroju, dane z analiz masy ciata i innych parame-
trow uzytkowych, zgromadzono na podstawie dwdch systemdw: eBovis2 oraz bazy danych
»Buhaje miesne”.

System eBovis2 jest bazg danych zarzgdzang przez Instytut Zootechniki PIB, ktéra za-
wiera informacje pochodzgce z rutynowych ocen bydta miesnego przeprowadzanych przez
zootechnikdw PZHIPBM. System ten umozliwia generowanie szczegdtowych raportéw dotyczg-
cych indywidualnych osobnikdw zardwno buhajéw, kréw lub catych grup technologicznych,
w tym raportdw zwigzanych z cechami pokroju, ptodnosci oraz cechami uzytkowosci miesne;.
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Baza danych ,,Buhagje miesne” zawiera dane rejestracyjne, dane rodowodowe oraz wyniki
oceny wartosci uzytkowej i hodowlanej buhajow miesnych. Dane z tych systemdw zostaty
wstepnie sprawdzone pod kgtem kompletnoscii poprawnosci, a nastepnie zestandaryzowane
w ramach jednego zbioru danych.

Na podstawie utworzonego zbioru przeprowadzono charakterystyke fenotypowq obej-
mujacg wybrane cechy pokroju (z podziatem na grupy cech: kosciec, umiesnienie, cechy
funkcjonalne i dodatkowe) oraz cechy ptodnosci. Do przetwarzania i analizy danych zastoso-
wano wtasne oprogramowdanie opracowane w jezyku R, z dodatkowym wykorzystaniem pro-
gramu MS Excel. Operacije, takie jak czytanie i zapis danych, zmiana ich struktury, sorfowanie,
wyszukiwanie rekorddw oraz agregacja informacji z réznych zrédet byty prowadzone z wyko-
rzystaniem tego oprogramowania, ktére zostato skompilowane i uruchomione na serwerach.
Oprogramowanie to bedzie takze uzywane w kolejnych etapach badan, umozliwiajgc bie-
zgcq aktualizacje bazy danych.

Liczba obserwacii dotyczgca poszczegdinych ras

Tabela 1. Dane obejmujgce ponad 400 tys. obserwacji bydta z lat 2000-2023, co umozliwito przeprowadzenie szcze-
gdtowych analiz cech pokroju, uzytkowych i ptodnosci.

Rasa Liczba obserwaciji Liczba wazeh Liczba wycieleh Masa urodzeniowa
limousine (LM) 323 858 498 858 265 696 247 786

charolaise (CH) 54 331 67 888 38 704 35 480

hereford (HH) 28218 37 950 23 587 19 468

Srednie oceny cech pokroju

Tabela 2. Badania potwierdzajgce wysokq jako$¢ uzytkowq ras analizowanych w Polsce, zwtaszcza rasy limousine,
ktéra dominowata liczebnoscig danych.

Rasa Cecha Liczba ocenionych zwierzgt (N) Srednia (pkt)
Umiesnienie 187 352 7.41
limousine Kosciec 191131 7,53
Cechy funkcjonalne 184 542 7.29
Cechy dodatkowe 186 517 7,46
Umiesnienie 19 215 7.46
charolaise Kosciec 19 481 7,57
Cechy funkcjonalne 18 651 7.23
Cechy dodatkowe 17 070 7,40
Umiesnienie 17 098 7.63
hereford Kosciec 16 862 7,52
Cechy funkcjonalne 16 437 7.32
Cechy dodatkowe 16 486 7,34
Zadanie 04-10-12-11
Szacowanie produkcyjnosci pastwisk z uwzglednieniem réznych metod wyceny.

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

Wypas zwierzgt stanowi specyficzng forme rolniczego uzytkowania ziemi. Specyfika ta wynika
ze Scistego zwiqzku jaki zachodzi miedzy warunkami siedliskowymi a wypasanymi zwierzetami.
Prawidtowa organizacja wypasu umozliwia racjonalne wykorzystanie potencjatu produkcyj-
nego pastwisk, a dobre pastwisko moze nie tylko w petni pokry¢ potrzeby pokarmowe zwierzgt
w okresie zywienia letniego, ale powinno dostarczy¢ przynajmniej cze$¢ paszy objeto$ciowych
(siana i kiszonki) na okres jesienno-zimowy. W wielu regionach Polski pojawiajq sie juz problemy
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z wystarczajgcq iloécig paszy z uzytkdw zielonych, wynikajgcqg gtdéwnie z niedobordw wody, co
prowadzi do strat ekonomicznych. Dlatego tez, w celu optymalizaciji gospodarowania na uzyi-
kach zielonych, konieczne jest dostosowanie ich wykorzystania do biezgcej produkcyjnosciija-
kosci runi. Wskazane bytoby zatem monitorowanie wzrostu runi i szacowanie produktywnosci
trawy za pomocqg wskaznikdw, a informacje uzyskane na ich podstawie mogtyby pomadc
w ustaleniu harmonogramu wypasu poszczegdlnych pastwisk.

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie produkcyjnosci pastwisk i poréwna-
nie metod szacowania ich produktywnosci. Wykorzystano metody bezposrednie — pomiar runi
na pastwisku oraz metody posrednie w oparciu o wskazniki wegetacii. W doswiadczeniu oce-
niano plony suchej masy, zawartos¢ biatka ogdlnego, wtdkna surowego i makroelementdéw.
Z otrzymanych pasm spektralnych przeanalizowano nastepujgce wskazniki: wskaznik odbicia
antocyjandw, wskaznik wegetacji w szerokim zakresie dynamiki niebieskiej, indeks zielonych li-
sci, wspdtczynnik logdw, zmodyfikowang absorpcje chlorofilu we wspdtczynniku odbicia, zmo-
dyfikowany prosty stosunek NIR/RED, NDRE, znormalizowang réznie 560/650, wspdtczynnik wi-
goru fotosyntezy, indeks chlorofilowy lisci, znormalizowang réznice NIR/Rededge- NDRE.

Uzyskane dane, zarédwno poprzez bezposrednie pomiary runi oraz z wykorzystaniem
czujnikdw, w tym takze pomiardw teledetekcyjnych opartych na teledetekcyjnych indeksach
ro$linnosci, bedq podstawg do analizy produkcyjnosci pastwisk w kolejnym etapie badan.

Wykres 1. Ksztattowanie sie wybranych wskaznikéw wegetacii.
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Przyktadowe obrazy wskaznikdw uzyskanych przy uzyciu teledetekcii.

Zadanie 04-10-13-21
Hybrydowe sekwencjonowanie bydlecego chromosomu Y przy uzyciu danych z dtugich
odczytéw ONT oraz krétkich odczytdw lllumina.

kierownik zadania: dr inz. Kacper Zukowski

Celem zadania jest opracowanie wysokiej jakosci referencyjnej sekwencji chromosomu Y by-
dta domowego przy wykorzystaniu technologii hybrydowego sekwencjonowania, tgczgcego:
— dtugie odczyty ONT (Oxford Nanopore Technology), pozwalajgce na analize duzych
fragmentéw genomu,
—  krétkie odczyty llumina, zapewniajgce wysokg doktadno$é w sekwencjonowaniu re-
giondéw kodujgcych.

Zadanie koncentruje sie na poprawie specyficzno$ci metod sekwencjonowania oraz budowie
sekwencji konsensusowej dla chromosomu Y, co ma kluczowe znaczenie dla badan réznorod-
nosci genetycznej i funkcji gendw specyficznych dla tego chromosomu.

Zakres dziatan

1. Analiza molekularna — pozyskanie sekwenciji chromosomu Y:

— opracowano i zoptymalizowano metody przygotowania sond FISH przy uzyciu tech-
nik iDOP-PCR oraz DOP-PCR,

— sekwencjonowanie metodg ONT ujawnito znaczgce ,zanieczyszczenie” sekwen-
cjami z innych chromosomadw, wskazujgc na konieczno$¢ dalszej optymalizacji me-
tody.

2. Analiza bioinformatyczna
— przygotowano dane z bazy NCBI oraz przeprowadzono wstepng analize dostepnych
sekwencji referencyjnych chromosomu Y bydta.

Przeprowadzono prace nad pozyskaniem i analizg sekwencji chromosomu Y bydta, wyko-
rzystujgc techniki biologii molekularneji analizy bioinformatycznej.

Optymalizowano metody przygotowania sond FISH przy uzyciu iDOP-PCR i DOP-PCR,
jednak napotkano trudnosci ze specyficznosciqg sygnatdw. Sekwencjonowanie ONT ujawnito
wZanieczyszczenie" sekwencjami z innych chromosomaow, co wskazuje na potrzebe dalszej op-
tymalizaciji.
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Przygotowano sekwencje chromosomu Y z bazy NCBI oraz rozpoczeto ich sktadanie w celu
stworzenia konsensusowej referencji. Analizy wykazaty réznice w jakosci i zawartoéci GC da-
nych, wymagajgce dalszych badan. Zainstalowano oprogramowanie do sktadania hybrydo-
wych sekwencji ONT i lllumina oraz zrewidowano metodyke zgodnie z najnowszymi badaniami.

Whnioski

1. Wstepne prace wykazaty konieczno$¢ dalszej optymalizacji metod sekwencjonowania,
szczegdlnie w zakresie specyficznosci sond dla chromosomu Y.

2. Analizy bioinformatyczne wskazujg na istotne réznice w dostepnych sekwencjach referen-
cyjnych, co wymaga budowy nowej konsensusowej sekwencji hybrydowe.

3.  Wyniki stanowiq solidng podstawe do kontynuacji projektu i osiggniecia zatozonych ce-
|Ow.

Bioinformatyczne cele zadania zostaty zrealizowane, lecz ze wzgleddw technicznych pozy-

skanie sekwencji chromosomu Y wymaga kontynuaciji prac laboratoryjnych.

Zadanie 04-10-14-11
Wdrozenie modelu jednostopniowego dla cech produkcyjnych w ocenie wartosci
hodowlanej bydta rasy holsztyrisko-fryzyjskiej.

kierownik zadania: dr inz. Kacper Zukowski

Celem zadania badawczego jest implementacja modelu jednostopniowego do oceny war-
tosci hodowlanej bydta holsztyhsko-fryzyjskiego, koncentrujgc sie na cechach produkcyjnych:
wydajnosci mleka, zawartosci ttuszczu, biatka oraz liczbie komdrek somatycznych. Model
uwzglednia brakujgce informacje rodowodowe za pomocg grup genetycznych i metafoun-
ders.

Zakres dziatan

1. Ocena struktury populacii referencyjnej: zbadano strukture genetyczng i fenotypowq po-
pulacji holsztyhsko-fryzyjskiej, analizujgc dane srodowiskowe, genotypowe i rodowodowe;
przeprowadzono kontrole jakosci danych.

2. Obliczenie komponentdw wariancji: wykorzystano wczesniejsze wyniki z uwagi na niewiel-
kie réznice miedzy populacjami historyczng i obecnaq; utworzono grupy genetyczne, defi-
niowane na podstawie ptci, roku urodzenia i kraju pochodzenia, ktére wspierajg scenariu-
sze z metafounders.

3. Przygotowanie danych: przygotowano dane fenotypowe, genotypowe i rodowodowe
dla cech takich jak wydajno$¢ ttuszczu; ustalono strategie walidacji modelu (GEBVtest),
eliminujgc dane z ostatnich 4 lat (2019-2022) jako prébe testowq.

Ocena struktury populacii referencyjne;j

Przeprowadzono szczegdtowq andalize struktury genetycznej i fenotypowej populacii bydta
rasy holsztynsko-fryzyjskiej. Dane obejmowaty cechy produkcyjne, takie jok wydajnos$c
mleczna, ttuszczu, biatka oraz liczba komdrek somatycznych. Proces ten objgt rowniez kontrole
jakosci i kompletnosci danych, co pozwolito na eliminacje brakdw lub bteddw.
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Komponenty warianciji

Analiza komponentéw wariancji wykazata stabilno$¢ parametréw genetycznych w populacii.
Wobec niewielkich réznic w stosunku do poprzednich badanh, zdecydowano sie wykorzystaé
wczesniejsze wyliczenia jako baze do dalszych analiz. Opracowano nowe grupy genetyczne,
definiowane na podstawie ptci, roku urodzenia i kraju pochodzenia, ktdre wspierajg radzenie
sobie z brakami w danych rodowodowych.

Przygotowanie danych do walidaciji

Przygotowano dane fenotypowe, genotypowe i rodowodowe, uwzgledniajgc zestawy do wa-
lidacji na mtodszych zwierzetach iich ojcach. Dane fenotypowe dla wydajnosci ttuszczy obej-
mujg 63,6 min rekorddw (petny zestaw) oraz 58,4 min rekorddw po usunieciu danych z lat 2019-
2022. Genotypy zawierajg informacije o 113 tys. krow i 68,9 tys. buhajow. Rodowody obejmujg
4,7 min rekorddw.

Strategia walidacii

Dane walidacyjne obejmowaty mtodsze zwierzeta, ktdérych informacje celowo usunieto z ze-
stawu treningowego. W szczegdlnosci dotyczyto to kréw urodzonych po 2019 roku oraz ich
ojcéw z minimum 10 cérkami.

Whnioski

Przeprowadzone prace pozwolity na doktadne przygotowanie modelu jednostopniowego do
dalszych analiz. Wyniki wskazujg na duzg joko$¢ danych i solidne podstawy do wyliczania war-
tosci hodowlanych dla cech produkcyjnych. Model ten bedzie walidowany i optymalizowany
w kolejnych etapach projektu. Cele zadania zostaty w petni zrealizowane.
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Zaktad Hodowli $win
(do dnia 30 kwietnia 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

W celu poprawy dobrostanu zwierzgt, a takze wyjscia naprzeciw oczekiwaniom konsumentow,
coraz czesciej wprowadzane sq alternatywne metody kastraciji w tym immunokastracje.

Metoda ta polega na dwdch iniekcjach analogu czynnika uwalniajgcego gonadotro-
piny (GnRH) skoniugowanego z proteing (Improvac), ktére uposledzajq funkcje jgder, co zapo-
biega wystepowaniu ,,knurzego” zapachu w wieprzowinie. Niemniej jednak, pytanie budzi eko-
nomiczna, srodowiskowa oraz produkcyjna strona tej metody, jak rowniez kwestie bezpieczen-
stwa zywnosci oraz jakosci uzyskiwanego produktu. Celem niniejszych badan byta ocena me-
tody immunokastracji prowadzonej w warunkach krajowych w wymiarze wieloptaszczyzno-
wym.

1. Ustalenie wptywu immunokastracji na uzytkowos¢ tuczng, rzezng i jako$¢ miesasamcow.

2. Okredlenie zaleznosci pomiedzy poziomem kortyzolu a zastosowang metodqg kastracji (ka-
stracja chirurgiczna i immunokastracja).

3. Okreslenie wptywu immunokastracji na cechy morfometryczne jgder.

4. Idefiniowanie zaleznosci pomiedzy analizowanymi grupami (knurki, wieprzki, immunoka-
straty) a poziomem skatolu, androstenonu i lotnych zwigzkéw organicznych (LTO) w miesie
i ttuszczu.

5. Przeprowadzenie analiz ekonomicznych oraz okreslenie ryzyka wprowadzenia przedstawio-
nej metody w warunkach krajowych.

6. Wykonanie analiz z zakresu biologii molekularnej, ktére przyblizg procesy komodrkowe
w tkance ttuszczowej, miesniowej, przysadce, wybranym fragmencie jelita cienkiego oraz
jadrach. Podjeto probe identyfikacji markera genetycznego, ktéry moze zostaé wykorzy-
stany w programach hodowlanych do eliminacji knurzego zapachu z populacji aktywnej
Swin.

Zatozenia metodyczne

Ocena tuczna zostata przeprowadzona na Stacji Kontroli Uzytkowosci Rzeznej Trzody Chlewnej
(SKURTCh) w uktadzie 3 grupowym:
— knurki — niepoddane zabiegowi kastracji,

— wieprzki — poddane chirurgicznej kastracji bez znieczulenia do 7. dnia zycia,
— immunokastraty — dwukrotna iniekcja analogu czynnika uwalnicjgcego gonadofropiny
(GnRH).
Materiat do badan stanowito 80 knurkdw i 40 wieprzkdw rasy polskiej biatej zwistouchej (pbz).
Doswiadczenie zostato przeprowadzone w 4 powtdrzeniach, po 10 zwierzgt w kazdej grupie
(wieprzki, knurki, imunokastraty).

Pobieranie szczeciny w celu okreslenia poziomu kortyzolu w szczecinie $wih nastepo-
wato dwa tygodnie po przeprowadzonym zabiegu kastracji u wieprzkdw i knurkdw (grupa kon-
frolna), nastepnie dwa tygodnie po kazdej iniekcji preparatu Improvac (immunokastraty) i u
knurkdw (grupa kontrolna).
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Zwierzeta zostaty poddane ubojowi w rzezni przynalezgcej do SKURTCh, w momencie uzyskania
120 kg masy ciata (x5 kg). Od kazdego zwierzecia pobrano jadra (jesli wystepowaty) oraz z jed-
nej Ewiartki pdttuszy materiat biologiczny niezbedny do analiz molekularnych (tkanki jelita,
ttuszcz, fragmenty jgdra, przysadka), jak rowniez oznaczenia parametrow tekstury miesa (mie-
$nia najdtuzszego grzbietu — longissimus dorsi i szynki — semiembranosus).Ocena jakosci migsa
obejmowata ocene tekstury i sensoryki. Parametry tekstury analizowano przy uzyciu analizatora
tekstury TA.TX PLUS firmy Stable Micro System z wykorzystaniem procedur: analizy sity ciecia
(Warner Bratzler Blade Set HDP), testu podwdjnego Sciskania. Dodatkowo, zewnetrzny panel
ekspertdéw przeprowadzit analize sensoryczng miesa.

Dwuetapowa ocena sensoryczna miesa wieprzowego:
- ocena barwy, marmurkowatosci i zapachu miesa surowego,

— ocena barwy, smakowito$ci, kruchosci, soczystosci i zapachu miesa pieczonego.

W Cenftralnym Laboratorium Instytutu Zootechniki oznaczono zawarto$¢ skatolu i androste-
nonu oraz lotnych zwigzkdw organicznych wystepujgcych w miesie (longissimus dorsi)
i ttuszczu — pochodzgcych od analizowanych osobnikdw. Do oznaczeh tych substanciji wy-
korzystano dwie metody: chromatografi gazowej sprzezonej ze spekirometrig mas
(GC/MS) i wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Kolejny etap obejmowat
analize na poziomie molekularnym. Ocenie poddano franskryptom tkanki jelitowej, mie-
Sniowej, ttuszczowej, przysadki mdézgowej oraz jgder dla frzech wyzej wymienionych grup
dos$wiadczalnych. Wytypowano geny kandydujgce, zwigzane z nieprzyjemnym zapa-
chem wieprzowiny oraz poznano podtoze molekularne proceséw zwigzanych z wystepo-
waniem tzw. ,,knurzego zapachu" w wieprzowinie.

Syntetyczny opis wynikdw badan

Badania wykonano na knurkach i wieprzkach rasy polska biata zwistoucha, pochodzg-
cych od hodowcy z wojewddztwie matopolskiego. Pierwsze pobranie szczeciny u prosigt
wykonywano u hodowcy. Po uzyskaniu odpowiedniej masy ciata, swinie zostaty przewie-
zione do Stacji Kontroli Uzytkowosci Rzeznej Trzody Chlewnej (SKURTCh) w Chorzelowie,
gdzie nastgpity kolejne etapy doswiadczenia. Zwierzeta utrzymywane byty w kojcach in-
dywidualnych. Zywienie odbywato sie w systemie ad libitum drobno granulowang mie-
szankg o znanym i statym sktadzie, zadawang z automatdw. llos¢ pobieranej paszy byta
scisle kontrolowana. Pozostate warunki utrzymania i postepowania ze zwierzetami byty
zgodne z dotychczasowg metodykg oceny w stacjach kontroli. W tabelach ponizej przed-
stawiono wyniki poszczegdinych grup do$wiadczalnych, jak i zestawienie catej grupy ba-
dawczej (118 osobnikéw — dwa osobniki w trakcie doswiadczenia padty).

Tabela 1. Wyniki oceny tucznej w poszczegdinych grupach badawczych ($rednia + odchylenie standardowe).

Cecha Knury Immunokastraty Wieprzki

N 40 38 40
Masa ciata w dniu przyjazdu (kg) 22,93+6,33 23,365,97 22,31+4,81
Dni tfuczu od dnia przyjazdu (dni) 98,63%£16,91 99,47+14,33 100,75+10,88
Dni tuczu w tescie (dni) 86,60£13,29 88,6318,42 89,78+7,57
Przyrost dzienny w tescie (g) (30-120 kg) 988,95+141,68 1013,16£111,51 995,48+118,84
Zuzycie paszy w tescie (kg) 231,3+42,87a 239,97+31,81¢ 261,03£32,51v
Dzienne pobranie paszy (kg) 2,6710,24¢ 2,71+0,24¢ 2,910,300
Zuzycie paszy na 1 kg przyrostu (kg) 2,750,432 2,70+0,39¢« 2,970,480

abe — rézne wartosci superskryptéw w wierszach oznaczajq istotne

(P<0,05).

réznice pomiedzy grupami w obrebie kategorii
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Tabela 2. Wyniki oceny rzeznej w poszczegdlnych grupach badawczych ($rednia + odchylenie standardowe).

Cecha Knury Immunokastraty Wieprzki
Masa szynki wtasciwej (kg) 9,78+0,88 9,98+0,69 9,92+0,97
Masa poledwicy (kg) 6,97+0,84a 7,37%0,660p 7,92+0,85°
Szeroko$¢ oka poledwicy (cm) 10,94+0,78 11,24+0,75 11,01+0,83
Wysoko$¢ oka poledwicy (cm) 6,51+0,62 6,43+0,63 6,46£1,11
Powierzchnia oka poledwicy (cm?) 53,22+4,93 54,70%5,74 53,74%£10,96
Srednia grubo$é stoniny z 5 pomiaréw (cm) 1,29+0,344Aa 1,51+0,3448v 1,740,368

abc - rézne wartosci superskryptéw w wierszach oznaczajq istotne réznice pomiedzy grupami w obrebie kategorii
(P<0,05).

ABC - rézne wartosci superskryptédw w wierszach oznaczajq istotne réznice pomiedzy grupami w obrebie kategorii
(P<0,01).

Tabela 3. Parametry tekstury miesa w poszczegdlnych grupach badawczych (srednia £ odchylenie standardowe).

Wskazniki Knury Immunokastraty Wieprzki

N 40 38 40
Jedmos¢ 54,34 £10,68¢ 55,02+10,940b 52,94 8,280
Wytrzymatosé 141,37+25,40A0 137,47+29,38A8a 130,64+19,498b
Twardo$¢ 8,71£3,30Ac 9,64+2,77A8a 10,79+2,828b
Spoistosc 0,73+0,04 0,73+0,04 0,72+0,04
Sprezystosc 0,67%0,04 0,65+0,04 0,66%0,03
ZUjnos¢ 4,33%1,714a 4,61+1,43480 5,24+1,5180
Elastyczno$e 0,30+0,02 0,29+0,02 0,30+0,02

abe — rdzne wartosci superskryptédw w wierszach oznaczajqg istotne réznice pomiedzy grupami w obrebie kategorii
(P<0,05).
ABC — rézne wartosci superskryptdw w wierszach oznaczajqg istotne réznice pomiedzy grupami w obrebie kategorii
(P<0,01).

Na podstawie przeprowadzonych badah sformutowano nastepujgce stwierdzenia i wnioski:

1. Immunokastracja powoduje u knurkéw zatrzymanie rozwoju jgder i dodatkowych gruczo-
tow ptciowych, dzieki czemu jest skuteczng metodqg eliminacji knurzego zapachu z tusz,
co poprawia jakos¢ miesa i jego akceptowalnose przez konsumentow.

2. Immunokastraty charakteryzujq sie lepszqg efektywnosciq tuczu niz wieprzki — osiggajq wyz-
sze przyrosty dzienne oraz wykazujq lepsze zuzycie paszy na 1 kg przyrostu masy ciata.

3. Andlizowana alternatywna metoda kastracji chirurgicznej wptywa na poziom kortyzolu
mierzonego w szczecinie $winskiej, tym samym wptywajgc na dobrostan zwierzgt.

4. Korzystajgc z sekwencjonowania mRNA 3'taq (3'tag RNA-seq), zidentyfikowano kilkka ge-
néw zwigzanych z biosyntezg hormondw steroidowych, syntezq i wydzielaniem kortyzolu,
zespotem Cushinga, szZliakami metabolicznymi, wydzielaniem zétci, syntezqg i wydzielaniem
aldosteronu, procesem metabolicznym, procesem metabolicznym hormondw, metaboli-
zmem lipiddéw, lokalizacjq lipidéw, réznicowaniem ptci, procesem endokrynologicznym.
Odkrycia te potwierdzajg znaczny spadek hormondw ptciowych i dostarczajg istotnych
spostrzezeh na temat mechanizmu obrony przed stresem, ktéry jest zwigzany z metodq
kastracji.

5.  Immunokastracja moze stanowi¢ bezpieczng i humanitarng alternatywe dla kastraciji chi-
rurgicznej. Jednakze, jak kazda interwencja, niesie ze sobg pewne ryzyka, ktére muszqg by
ocenione i zarzgdzane. Wprowadzenie immunokastracji wymaga odpowiedniego szkole-
nia personelu, monitorowania odpowiedzi zwierzgt na szczepionke, a takze edukaciji kon-
sumentdw i zgodnosci z przepisami prawnymi, aby zapewnic jej bezpieczne i skuteczne
stosowanie.
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6. Wprowadzenie tej alternatywnej metody kastracji na duzqg skale w warunkach krajowych
bedzie trudne — co zwigzane jest z duza liczbg matych gospodarstw, ktdérych nie staé na
,dotozenie" kolejnych kosztéw do produkcji tucznika.

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

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 (Fot. 1.). Celem
utylitarnym jest okresdlenie mozliwosci wykorzystania parametréw oceny przyzyciowej do prze-
widywania potencjatu loch w zakresie ich rozrodczosci oraz wskazanie najkorzystniejszych ko-
jarzen rodzin matek z liniami ojcdw pod wzgledem liczby prosigt urodzonych i odchowanych
rasie putawskiej.

za)

Locha i knur ras putawskiej. (Fot. 1. M. Szyndler-Ned

Zatozenia metodyczne

W roku sprawozdawczym uzupetniono baze kojarzen o wartosci wspodtczynnika inbredu zwie-
rzat (knuréw, loch oraz miotéw). Oszacowano wartosci srednie i sd wspdtczynnika inbredu w
poszczegdlnych grupach rodzin loch i linii knuréw, a takze wartosci srednie tej cechy w po-
szczegdlnych grupach kojarzeh. Podwyzszona wartos¢ wspdtczynnika inbredu u $win jest zwig-
zana przede wszystkim z obnizeniem poziomu ptodnosciloch i zywotnosci prosigt. Jego ujemne
skutki obserwuje sie juz u osobnikéw, u ktérych inbred przekracza 10%.

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

Syntetyczny opis wynikéw

Baza kojarzen zawierata dane z 12322 czystorasowych miotdw rasy putawskiej. Mioty te po-
chodzity po 3914 lochach z 8 rodzin i 399 knurach z 7 linii. W tabeli 1. przedstawiono wyniki
oceny uzytkowosci tucznejirzeznej, rozptodowej oraz srednie wartosci inbredu dla poszczegdl-
nych rodzin loch. Poniewaz rodzina Salwy byta w tej bazie reprezentowana tylko przez 2 lochy,
nie brano jej pod uwage w analizach poréwnawczych.


http://www.statsoft.com/
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Sposréd analizowanych 7 rodzin, statystycznie istotnie najwiekszg liczbg prosigt urodzonych
i odchowanych cechowaty sie lochy z rodzin: Dazerka, Fuka, Fura, Sama. W dniu oceny przy-
zyciowej samice z tych 4 rodzin cechowaty sie srednig gruboscig stoniny z dwdch pomiaréw
(P2i P4) powyzej 12,7 mm i procentowq zawartoscig miesa w tuszy od 51,5% (Fuka) do 56,2%
Dazerka). Zmiennos¢ fenotypowqg pomiedzy rodzinami loch rasy putawskiej w zakresie liczby
prosigt urodzonych i odchowanych do 21. dnia zycia wykazali rowniez Babicziin (2007). Au-
torzy ci stwierdzili, podobnie jak w naszych badaniach, ze spoérdéd 6 rodzin utrzymywanych na
terenie Lubelszczyzny, statystycznie istotnie najwiekszqg liczbg prosigt urodzonych cechowata
sie rodzina Dazerki (11,73 szt. w miotach czystorasowych i 11,95 szt. w miotach krzyzéwkowych
z rasg pbz), a najnizszg liczbq prosigt urodzonych w czystej rasie cechowaty sie rodziny: Akry
(10,96 szt.), Fajki (10,69 szt.) i Multy (10,63 szt.). Analizujgc wartosci wspdtczynnika inbredu loch
stwierdzono, ze najwyzszq jego wartoscig cechowaty sie samice zrodziny Arki (8%) i Akry (6,2%),
U pozostatych rodzin loch warto$¢ tego wskaznika wahata sie od 4,8% (Fuka) do 5,1% (Sama).
Inbred miotéw pochodzgcych po lochach z analizowanych rodzin wahat sie od 5,8% (z rodziny
Fury) do 19,5 % (z rodziny Fuki).

W tabeli 2. przedstawiono charakterystyke uzytkowosci tucznej i rzeznej oraz wartosci
wspdtczynnika inbredu knuréw pochodzgceych z 7 linii rasy putawskiej oraz efekt linii knura na
liczbe urodzonych i odchowanych prosigt w miotach. Najwyzszg srednig warto$¢ wspdtczyn-
nika inbredu oszacowano dla osobnikéw w linii Rodak (9,4%), najnizszg w linii Sam (4%). Naj-
wiecej miotéw po jednym knurze rodzito sie w linii Karat, najmniej po knurach linii Sam. Srednia
wartos¢ inbredu oszacowanego dla miotdw po knurach tych linii wynosita od 5,6% (po linii
Sam) do 9,1% (po linii Rodak). Analizujgc wptyw linii knura na liczbe prosigt urodzonych i od-
chowanych w miotach stwierdzono, ze statystycznie istotnie najliczniejsze mioty urodzity sie po
knurach z linii Sam, a nastepnie po knurach linii Karat, Winiak i Wicher. Najmniejszq liczbe prosigt
urodzonych w miotach uzyskano po knurach z linii Frykas i Rodak, co stwierdzono takze w ba-
daniach wykonanych w 2005 roku (Walkiewicz i in. 2005). W przypadku liczby prosigt odsadzo-
nych statystycznie, istotnie najwiekszqg ich liczbe uzyskano w miotach po knurach linii Sam, a no-
stepnie po knurach linii Karat.

W tabeli 3. przedstawiono $rednig warto$¢ inbredu miotéw pochodzgcych z kojarzen
rodzin loch z liniami knurdw. Kojarzenia o $redniej wartosci inbredu 10% i wiecej (zaznaczone
w tabeli na szaro) wystepowaty w 4 rodzinach loch. Byty to kojarzenia rodziny Akra z linig Rodak
i Winiak, rodziny Arka z linig Pol, Sam i Winiak, rodziny Fuka z linig Frykas i Karat oraz rodziny Sama
z linig Wicher.

Tabela 1. Zestawienie dla rodzin loch. Charakterystyka uzytkowosci tucznej i rzeznej mtodych loszek oraz ich
uzytkowosci rozptodowej (Srednie £sd) na bazie kojarzen (3 914 loch).

AKRA ARKA DAZERKA FAJKA FUKA FURA l’SAMA
N loch 1486 68 706 576 6 142 928
Wiek w dniu 181£15,08 174£12,95 185£15,06 18315,19 181+13,87 182+14,70 183+14,01
oceny [dni]
Masa ciata [kg] 104,8+10,62 100,2+11,24 | 106,4%11,75 105,0+%,89 110,1£1,13 107,048,58 107,9+8,91
Srednia 12,2342,16 11,63+2,05 12,78%2,33 12,67%2,52 14,80£2,10 13,81£2,41 13,01+2,59
grubosé
stoniny [mm]
Przyrost dzienny 582+65,59 590£71,25 57246915 573+61,31 611£63,67 589+62,70 59147224
[g/dzief]
Miesnosé [%] 56,89+2,87 56,91£1,99 56,16%3,15 55,85+3,26 51,49+3,32 54,23+3,36 54,87+3,52
Inbred lochy 0,062+0,04 0,08+0,04 0,049+0,04 0,049+0,04 0,048+0,01 0,050+0,05 0,051+0,04
Liczba miotéw 3,84+2,35 2,55%1,69 3,992,464 3,5642,22 2,001,07 4,63+3,02 4,01+2,63
[szt.]
Inbred miotu 0,086+0,06 0,085+0,03 0,062+0,05 0,07110,06 0,195+0,12 0,058+0,05 0,068+0,06
Liczba prosiat ur. | 10,22+2,53 a 9,52£1,99d | 10,54£2,11bc | 10,17£2,250e | 10,88%1,25 10,4742,07cf 10,70+1,93 b
[szt.]
Liczba prosigt 2,11+231a 8,77%2,15¢ 9,50+1,83b 9,12+2,05a 9,50+0,53 9,35%1,86b 9,42+1,71b
w 21. dniu [szt.]
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Tabela 2. Charakterystyka uzytkowosci tucznej i rzeznej mtodych knurdw z poszczegdinych linii (Srednia + sd) oraz efekt
linii knura na wyniki uzytkowosci rozptodowej loch.

Frykas quqh Paol Rodak Sam Wicher Winiak
N knuréw 47 59 85 73 33 27 70
Wiskaelply 187414,97 184£13,96 179£11,95 179+14,02 176£12,76 | 183%17,51 186+17,50
oceny [dni]
?’Q;‘f'u i 115412,10 11347,33 108+10,53 10949,39 11249,03 11541016 116£8,89
Srednia gru-
boié stoniny 11,3541,51 10,2241,60 11,37£1,96 11,2621,95 9,55£1,56 11,00£1,49 10,7741,64
[mm]
Przyrost
dzienny 810,3471,68 | 614,7+58,87 | 412,7477,67 | 618,6+67,60 | 650,6+74,74 | 634,9482,87 629,2496 85
[g/dzien]
Miesnosé [%] 57,4742,99 58,28+2,05 57,23+2,53 56,61+2,28 57,36%2,16 | 58,05+2,55 58,16£3,72
Inbred knura 0,04640,02 0,045+0,02 0,050£0,03 0,09420,04 0,040:0,03 | 0,055:0,05 0,066+0,05
Srednia liczba
miotéw po 31,62427,48 | 36,32+33,54 | 3391£37,06 | 315622679 | 19,11£17,58 | 26,26+23,02 29,60+27,96
knurze [szt.]
Inbred miotéw | 0,074+0,05 0,059+0,05 0,074+0,06 0,091+0,06 0,056+0,04 | 0,079+0,05 0,078+0,06
tl:: Z[I.?;:til ]prosm 10,15¢2,41e | 10,54x1,83ab | 10,3122,44cd | 10,24%2,31 ce | 10,70+2,26a | 10,432,20bd 10,51£2,29b
Liczoa prosiat | g 9145 916 9,53£1,55b 9,15+2,25d 921#2,12cd | 9,70¢192a | 9,25¢1,98cd 9,28+2,02¢
w 21. dniu [szt.]

Tabela 3. Charakterystyka inbredu miotdw pochodzqcych z kojarzeh rodzin loch z liniami knuréw.

AKRA ARKA DAZERKA FAJKA FUKA FURA SAMA
Frykas 0,084 0,050 0,057 0.067 0,286 0,070 0,079
Karat 0,055 0,037 0,061 0,063 0,165 0.054 0,059
Pol 0,079 0,097 0,069 0,081 - 0,040 0,056
Rodak 0,103 0,090 0,069 0,078 - 0,044 0,087
Sam 0,088 0,120 0,042 0,053 - 0,031 0,050
Wicher 0.064 0.026 0,068 0.079 - 0,058 0112
Winiak 0,108 0,097 0,064 0,061 - 0,070 0,049

Analizujgc dane miotdéw czystorasowych pochodzgcych po aktualnie utrzymywanych w sta-
dach 7 rodzinach loch i 7 liniach knuréw rasy putawskiej stwierdzono, ze najwiekszq liczbg pro-
sigt urodzonych i odchowanych w miotach cechowaty sie rodziny lochy: Dazerka, Fuka, Furg,
Sama. W przypadku linii knuréw, najliczniejsze mioty pochodzity po knurach z linii Sam, a no-
stepnie z linii Karat, Winiak i Wicher. Po lochach z rodzin: Akra, Arka i Fajka oraz po knurach z linii
Frykas i Rodak urodzito i odchowato sie statystycznie istotnie najmniej prosiat.

Rozpatrujgc poszczegdine kojarzenia stwierdzono, ze mioty urodzone po kojarzeniu ro-
dziny Fuka z linig Frykas cechowaty sie bardzo wysokg wartosciqg inbredu (28,6%). Najnizszg war-
tos¢ wspdtczynnika inbredu oszacowano dla miotéw pochodzgcych z kojarzenia rodziny Arka
z linig Wicher (2,6%) oraz rodziny Fura z linig Sam (3,1%).

Zadanie 01-11-06-11
Analiza zmiennosci genetycznej na poziomie genomowym u swiri réznych ras
w aspekcie opornosci na choroby.

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

Wirus afrykanskiego pomoru $win (ASF) jest obecnie najwiekszym zagrozeniem dla populacii
dzikéw oraz trzody chlewnej w kraju. Choroby nie leczy sie, poniewaz jest zwalczana z urzedu,
ze wzgledu na duze ryzyko jej rozprzestrzeniania sie oraz bardzo wysokg $miertelno$¢ zarazo-
nych zwierzg. Powoduje to duze straty ekonomiczne dla producentdéw i gospodarki kraju, wy-
nikajgce z tytutu ewentualnych depopulacji zarazonych stad, ograniczenia w mozliwosci prze-
mieszczania $win, miesa wieprzowego i innych produktdéw pozyskanych od $win oraz dzikdw
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oraz ograniczen zwigzanych z zakazem eksportu wieprzowiny. Brak jest szczepionek przeciwko
wirusowi ASF, pomimo prac nad nig wielu laboratoriéw na $wiecie cel jest nadal odlegty, a sto-
sowanie kosztownej bioasekuraciji nie gwarantuje stuprocentowego bezpieczehstwa.

Dlatego tez celem zadania 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 markerdw, jak rowniez analiza mozliwosci wdrozenie go
(ich) do szeroko rozumianej praktyki hodowlanej (na podstawie analiz dotyczgcych ich
wptywu na cechy uzytkowe). W odrdznieniu od koniecznosci statego i kosztownego stosowa-
nia potencjalnych szczepionek na ASF, wdrozenie do programu hodowlanego ewentfualnych
markerdw genetycznych opornosci na ASF jest skutecznym sposobem eliminaciji problemu na
poziomie hodowli zarodowej, a takze produkcji towarowe;.

Zastosowanie w hodowli wspomnianych markeréw genetycznej opornosci na ASF
w przestrzeni kilku pokolenh moze skutecznie wyeliminowac problem ASF, dajgc materiat ho-
dowlany i produkcyjny oporny na wirusa. Pozytywne wyniki poszukiwan takiego markera i ich
wptywu na cechy uzytkowe moggq finalnie przyczynic sie do opatentowania takiego rozwigza-
nia.

Etapem badawczym realizowanym w biezgcym roku byta ocena mozliwosci wykorzystania
potencjalnych markerdw w aktualnej populaciji zarodowej $wih (populacji aktywnej) — ozna-
czenie i analiza frekwencji. W 2024 roku otrzymano dodatkowy materiat z Mozambiku w postaci
wyizolowanego DNA pochodzgcego od $win lokalnejrasy produkcyjnej, ktére padty pod wpty-
wem infekcji wirusem ASF — 21 prébek. Wszystkie probki zostaty zgenotypowane na poziomie
genomu przy uzyciu macierzy SNP (PorcineSNP80_HTS Genotyping BeadChip). Dane przeana-
lizowano bioinformatycznie i poréwnano z danymi otrzymanymi w ubiegtych latach od $win,
ktére przezyty zakazenia wirusem ASF oraz osobnikami tta (o nieznanym statusie zdrowotnym).

Na podstawie kompletu analiz — genotypowania mikromacierzami SNP, sekwencjono-
wanie catych gendw metodqg NGS oraz analizy funkcjonalnej wybranych gendw (Figura 1.-3.),
wytypowano 6 gendw jako potencjalnych kandydatéw zwigzanych z przebiegiem infekciji wi-
rusem ASF —TTC12; WWC1; ENSSSCG00000044777 (novel gene); CYLD; DAB2IP i OCRL.

Figura 1. Szlak molekularny — odpowiedz immunologiczna — wytypowany gen DAB2iIP — oprogramowanie IPA (Inter-
pretative Phenomenological Analysis).
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Figura 2. Szlak molekularny — $mieré komaérkowa i przetrwanie komérek — wytypowany gen TTC 12 (ang. Cell death and
survival), oprogramowanie IPA (Interpretative Phenomenological Analysis).
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Figura 3. Szlak molekularny — rozwéj nowotwordw i choréb hematologicznych — wytypowany gen CYLD, oprogramo-
wanie IPA (Interpretative Phenomenological Analysis).
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Dla wszystkich powyzszych gendw dobrano i zoptymalizowano metode genotypowania przy
uzyciu sekwencjonowania Sangera (Tabela 1.) oraz wykonano genotypowanie — tgcznie dla
336 sztuk reprezentujgcych nastepujgce rasy: wbp, pbz, duroc, pietrain i putawskq. Rasy kra-
jowe réznity sie genetycznie od $wih z Mozambiku, obecnos¢ mutacji stwierdzono jedynie
w trzech genach (TTC12, WWCI i DAB2IP). Na te] podstawie oszacowano frekwencji genoty-
pow dla tych gendw co przedstawiono w tabeli 2. i 3.
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Tabela 1. Sekwencje starterdw wykorzystane do genotypowania metodqg Sangera.
Gen Nr akcesyjny Startery Dtugos¢ amplikonu

F- TCGCTGGCTGAGGITAAAGA
CYLD ENSSSCG00000040286 R- GGAACAAGTIGGATGAGATGCC 538 pz

F- TGAGAAAGGGCAGTAGGIGG
DAB2IP ENSSSCG00000005524 R- TGCTITCTCIGACCTCGTGT 549 pz

F-CTGGTGACGCTAGTGATIGC
OCRL ENSSSCG00000012650 RICCCATCTGACACAGCACTT 574 pz

F- TITCCCACTCCCATCCTICC
Novel gene | ENSSSCG00000044777 R- AGAAGTGGGGCAGIGIGTTA 572 pz

F- TAAAGAGGGICCTGCAGTIGG
WWCl ENSSSCG00000035456 R- GCCAGTICCTCCACAGTIACT 575 pz

F-TITCCTGTCTAGCCCTIGGG
TTC12 ENSSSCG00000015047 R -GTGGAACTGAGGCCTAGTCA 525 pz

Tabela 2 . Frekwencja w poszczegdlnych rasach analizowana dla mutacji w genie TTC12.

Gen rasa
wbp pbz putawska duroc pietrain razem
CC 34,3 2,1 15,0 19,3
ci12.1 CG 33,9 42,9 14,6 50,0 34,0
GG 66,1 22,9 83,3 35,0 100 46,7
CC 1,6 33,9 2,1 14,3 19,5
TTC12 4 CG 32,8 43,7 14,6 52,4 34,7
GG 65,6 22,4 83,3 33,3 100 45,8
AA
mci12.5 AC 30.2 64,2 14,9 44,4 40,6
CC 69,8 35,8 85,1 55,6 100 59,4
AA 70,9 36,1 85.1 55,6 100 59,3
TC12 21 AG 29,1 63,9 14,9 44,4 40,7
GG

Tabela 3. Frekwencja w poszczegdlnych rasach analizowana dla mutacjiw genach WWCT i DAB2IP.

Gen rasa
wbp pbz putawska duroc pietrain razem

CC

CT 18,8 41,6 58,3 44,4 30.4
WWCII T 81,2 58,4 100 41,7 55,6 69.6

CcC 89.2 82,3 100 90.0 83,3 86.4
WWCI 9 CT 10,8 17,7 10,0 16,7 13,6

T

AA 30,2 42,9 16,7 85,7 44,5

AG 69.8 57.1 83.3 14,3 55,5
DAB2IP GG

Wyniki pokazujg istotne zréznicowanie frekwencji poszczegdinych wariantéw genetycznych
pomiedzy rasami $win, co moze wynikac ze specyfiki rasowej lub réznie ukierunkowanej presii
selekcyjnej. Przyktadami takich specyficznych profili genetycznych o charakterze rasowym sq
przypadku gendw TTIC12 i DAB2IP niektére warianty, takie jak GG w TTC12_1 i AA w DAB2IP. Sg
one szczegdlnie czeste w rasach putawska i pietrain.

Wariant CC w mutacji WWC1_9 jest niemal powszechny we wszystkich analizowanych
rasach, co wskazuje na potencjalnie konserwatywny charakter tego genu. Sugeruje to, ze ten
wariant mégt zostac utrzymany w procesie ewoluciji i selekcji hodowlanej, poniewaz by¢ moze
petni istotng funkcje biologiczng Iub jest zwigzany z korzystnymi cechami, ktére byty prefero-
wane w hodowli.
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Zréznicowanie wariantdw miedzy rasami sugeruje, ze dalsze badania funkcjonalne mogtyby
pomdc w lepszym zrozumieniu ich potencijalnej roli w opornosci na ASF, co bedzie reali- zo-
wane w kolejnym etapie badan. W chwili obecnej tfrudno wskazac¢ jednoznaczng zaleznos$é
miedzy wariantami a opornoscig na chorobe. Prowadzone sq tez analizy asocjacyjne, aby
poznac¢ zaleznosci tych wariantéw z waznymi dla hodowli cechami uzytkowymi. Pozwoli to
stwierdzi¢ czy potencjale korzystne warianty pod wzgledem opornosci na ASF nie niosg nega-
tywnych efektdw hodowlanych. Analizy te obejmg grupy cech: tuczne, rzezne i jokosci miesa.

Zadanie 01-11-07-11
Opracowanie rownan regresji do poubojowego szacowania zawartosci miesa w tuszy swin
ocenianych wg nowej metodyki.

kierownik zadania: dr hab. Grzegorz Zak, prof. IZ PIB

Celem podjetych badan byto opracowanie nowych rownan regresji do szacowania zawarto-
sci miesa w tuszy $win, ocenianych poubojowo w Stacjach Kontroli Uzytkowosci Rzeznej Trzody
Chlewnej (SKURTCh) do wyzszych mas ciata (120 kg). Zgodnie z zasadami obowigzujgcymi przy
opracowaniu takich rownan, docelowo szczegdtowej dysekciji poddanych zostanie 120 pdt-
tusz kazdej z grup rasowych, tj. komponentu matecznego, ktdry reprezentuje rasa pbz oraz
komponentu ojcowskiego reprezentowanego przez mieszance F1 duroc x pietrain. Zwierzeta
pochodrzity z ferm zarodowych znajdujgcych sie na terenie kraju. W oparciu o stworzong baze
danych z dysekcji szczegdtowych po dokonaniu analiz statystycznych wyprowadzone bedg
réwnania regresji o wartosci btedu szacowania, dopuszczajgcej formute do stosowania
w praktyce. Wybdr wtasciwego réwnania poprzedzony bedzie konsultacjami z Polskim Zwigz-
kiem Hodowcdw i Producentdw Trzody Chlewnej POLSUS. Réwnanie uznane za najwtasciwsze
zostanie wdrozone do stosowania w nowej metodyce oceny swin w SKURTCh.

Zgodnie z harmonogramem prac przeprowadzono pierwszy etap, tj. cze$¢ doswiadczalng
wykonywang przez SKURTCh, zlokalizowanqg w Zaktadzie Doswiadczalnym Instytutu Zootechniki
PIB Chorzeléw Sp. z o.0.

W 2024 roku do SKURTCh w Chorzelowie frafito 190 sztuk prosigt reprezentujgcych oby-
dwa komponenty rasowe. Przeprowadzono tucz kontrolny i ubdj zwierzgt doswiadczalnych wg
obowigzujgcej metodyki. Wykonano 138 dysekcji szczegdtowych lewych pdttusz — ubitych swin
zgodnie z metodykg SKURTCh, w tym 90 sztuk $winh rasy plbz oraz 48 sztuk mieszancdw ras pie-
frain i duroc. Wyniki dysekciji zapisywano na dedykowanych kartach dysekcyjnych. Nastepnie
utworzono struktury baz danych, w ktérych w formie elektronicznej kolekcjonowane byty wyniki
dysekcji szczegdtowych tusz zwierzat doswiadczalnych. Wyniki dysekciji $win przekazane zostaty
do Zaktadu Hodowli Swih Instytutu Zootechniki PIB.

Na koniec 2024 roku, na stanie w SKURTCh pozostawato 52 sztuki swih, w tym 22 mie-
szance ras pietrain i duroc oraz 30 rasy pbz. Ukonhczenie czesci doswiadczalnej przewidywane
jest na koniec 2025 roku. Realizacja zadania w pierwszym roku realizacji przebiegata zgodnie
z harmonogramem.
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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

Celem badan byto okreslenie wptywu pory znoszenia jaj na ich jakos¢. Dokonano oceny ksztat-
towania sie jakosci jaj znoszonych o réznych porach dnia przez kury réznigce sie istotnie pozio-
mem niesnosci, tj. zielonondzka kuropatwiana (Z-11) i rhode island white (A-33).

Materiatem badawczym byty jaja pobrane od tych dwdch ras/roddw kur niesnych ob-
jetych w Polsce programem ochrony. W okresie od 24. do 56. tygodniu zycia, co 4 tygodnie od
kazdego rodu kur z tego samego przedziatu zbierano wszystkie jaja o godz. 7.00, 10.00i.13.00.
Nastepnie poddawano je analizie oceny jakosci tresci i skorup. Ponadto, w 40. tygodniu zycia
przez 3 dni zebrano po 10 jaj w ww. porach dnia i przekazano do Centralnego Laboratorium
Instytutu do wykonania analizy chemicznejich zottek.

Srednia niesnos¢ kur w okresie 21-56 tygodni wynosi 152 sztuki/nioske dla zielonondzek
kuropatwianych (Z-11) oraz 177 sztuk/nioske dla rhode island white (A-33). Analizujgc wyniki
sktadu chemicznego z6ttek jaj w rodzie A-33, zanotowano w nich statystycznie istotnie nizszy
poziom wszystkich badanych sktadnikéw w pordwnaniu z zéttkami jaj od kur Z-11 (Tabelal.).
Nie odnotowano w tym zakresie istotnych réznic miedzy zottkami jaj znoszonymi o réznych po-
rach dnia z wyjagtkiem popiotu surowego w jajach kur Z-11, ktérego nizszy poziom stwierdzono
w z6ttkach jaj znoszonych po potudniu. Kury A-33 znosity jaja o wiekszej masie, ale o mniejszym
wskazniku JH i nizszym zabarwieniu z6ttka w porédwnaniu do jaj kur Z-11 (Tabela 2.). 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$¢ odnotowano wérdd jaj od niosek
Z-11. Jaja od tych kur znoszone rano wyrdzniaty sie wiekszg masg catkowitq i masg zéttek, ale
gorszymi parametrami swiezosci (wysoko$¢ biatka i JH) w porédwnaniu do znoszonych pdzniej
(Tabela 2.).

Skorupy jajZ-11, w poréwnaniu do A-33, byty lzejsze, ciehsze, o mniejszej gestosciijasniej-
szej barwie w poréwnaniu z jajami A-33. Nie potwierdzono statystycznie istotnych réznic w za-
kresie wytrzymatosci na zgniecenie miedzy jajami obydwu badanych ras. Jaja kur Z-11 ze zbioru
rannego wyrdzniaty sie istotnie wiekszg masq skorupy iich gruboscig w poréwnaniu do zbiera-
nych pdzniej. Wérdd jaj od kur A-33 istotny wptyw pory znoszenia jaj na jakos¢ ich skorup odno-
towano w zakresie grubosci, wytrzymatosci na zgniecenie oraz barwy. Jaja od tych kur zno-
szone rano wyrdzniaty sie najwiekszg grubosciq skorup i wiekszqg ich wytrzymatoscig na zgnie-
cenie oraz jasniejszg barwg w pordwnaniu z tymi, ktére zbierano pdzniej (Tabela 3.).

W podsumowaniu przeprowadzonych w tym okresie badan stwierdzono:

- statystycznie istotne rdznice w zakresie wiekszosci cech fizycznych i chemicznych jako-
Sci jaj miedzy jajami pochodzgcymi od starej rodzimej rasy kur zielonondzka kuropa-
twiana (réd Z-11) o niskiej nieSnosci a jajami uzyskanymi od kur o znacznie wiekszej nie-
$nosci rhode island white (rod A-33),
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jaja znoszone przez kury rano wyrdzniaty sie mniejszqg o 1,7 g masg catkowitq i masg

biatka, wiekszq o0 2,4 poréw/cm? liczbqg pordw skorupy oraz wyzszymi o 0,15 warto$ciami
pH biatka i nizszym o 0,17 pH zbéttka w pordéwnaniu do znoszonych rano.

Tabela 1. Wptyw genotypu kur i pory znoszenid jaj na podstawowy sktad chemiczny zottka jaj.

Genotyp Czas Sucha Popidt Biatko Ttuszcz Zawartosc¢
zbioru jaj masa (%) surowy (%) ogdlne (%) surowy (%) cholesterolu
(godz.) catkowitego
(mg/g)
Z-11 07:00 49,1+1,05 1,66x0,09 a 16,0+0,35 34,3+1,03 11,0+0,80
10:00 49,5+0,54 1,59+0,09 16,0+0,33 34,6+0,35 11,520,42
13:00 49,2+0,67 1,53+0,05 b 16,020,111 34,0+1,58 11,6x1,01
srednia 49,3+0,74** 1,59+0,09** 16,0+0,26** 34,3+1,04* 11,420,76**
A-33 07:00 48,2+0,45 1,49+0,03 15,4+0,43 b 33,2+1,34 9,9+0,31
10:00 48,9+0,71 1,57+0,06 15,8+0,25 a 33,1+0,69 10,70,42
13:00 48,0+0,43 1,48+0,08 15,6+0,27 33,4+0,59 10,40,53
srednia 48,6+0,67** 1,5120,07** 15,620,36** 33,3+0,86* 10,40,53**
Istotnos¢ réznic (P)
Genotyp 0,004 0,009 0,002 0,021 0,000
Czas zbioru 0,108 0,070 0,304 0,949 0,105
Genotyp x czas zbioru 0,677 0,122 0,309 0,668 0,747

Objasnienia: Strains of hens: greenleg partridge (Z-11), rhode island white (A-33);

* rdznice istotne przy P<0,05; ** —

réznice wysoko istotne przy P<0,01; Rdznice istotne (a, b...) lub wysoko istotne (A,B....) miedzy porg zbioru jaj, oddziel-
nie dla kazdego rodu kur.

Tabela 2. Wptyw genotypu kur i pory znoszenid jaj na joko$¢ tresci jaj.

Genotyp n Czas Masa Wysokose JH Masa Barwa
zbioru joj | jaja (g) biatka(mm) z6ttka (g) 76tka
(godz.) (pkt)
Z-11 56 07:00 56,3627 b | 8,10£1,35a | 90,4x7,50a | 16,8£1,94a | 9,23x1,35
39 10:00 53,1577 a | 8,84£1,68b | 94,7x895b | 15242,36b | 9,61+1,23
79 13:00 55,6x6,54 c | 8,53%1,38 92,7+7,68 16,3t2,31 a | 9,04£1,46
Suma lub $rednia 174 55,3+6,37** | 8,46£1,46 92,418,04* 16,2+2,28 9,23+1,39**
A-33 53 07:00 57,4+7,13 8,031,648 89.3+9,80 15,6+2,04 8,43+1,82a
77 10:00 59,4+6,66 8,32+1,50 90,618,30 16,3+2,34 9,06x1,70 b
86 13:00 58,016,63 8,52+1,44 92,018,114 15,6+2,25 8,66+1,68
Suma lub $rednia 216 58,3+6,78** | 8,33%1,52 90,8+7,50* 15,9+2,25 8,75+1,59**
Istotnos¢ réznic (P)
Genotyp 0,000 0,205 0,025 0,314 0,000
Czas zbioru 0,725 0,018 0,021 0,283 0,025
Genotyp x czas zbioru 0,010 0,371 0,240 0,000 0,556
Objasénienia: Tabela 1.
Tabela 3. Wptyw genotypu kur i pory znoszenia jaj na jako$¢ skorup jaij.
Genotyp n Czas Masa Grubosc Gestose Wytrzymato$¢ | Barwa
zbioru skorupy (g) | skorupy skorupy na zgniecenie | skorupy
jaij (mm) (mg/cm?) (N) (pkt.)
(godz.)
Z-11 56 07:00 5,770,611 b | 0,314£0,03a | 78,1£8,32 45,6x11,8 67,1£7,98
39 10:00 5,49+0,65a | 0,303x0,03b | 77,4%8,96 42,8+9,62 65,6£8,79
79 13:00 5,79+0,63 b | 0,305%0,02 78,616,73 42,7+11,4 67,09,94
Suma lub $rednia 174 5,72+0,63** | 0,307x0,03** | 78,2+7,77** | 43,6%£11,0 66,7+9,04**
A-33 53 07:00 6,01£0,77 0,324+0,03 A | 80,5+8,60 45,8+12,3 b 47,1%18,6
77 10:00 6,20%0,67 0,313+0,02B | 81,3+5,90 39.6+10,4 a 40,5+12,1 b
86 13:00 6,12+0,70 0,31340,02B | 82,4+7,63 42,1119 b 42,8+15,5
Suma lub $rednia 216 6,12+0,71* | 0,316£0,03** | 81,5+7,33** | 42,1£11,7 43,0+15,4**
Istotnos¢ réznic (P)
Genotyp 0,000 0,000 0,000 0,325 0,000
Czas zbioru 0,425 0,001 0,308 0,009 0,068
Genotyp x czas zbioru 0,029 0,904 0,721 0,493 0,280

Objasnienia: Tabela 1.
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Zadanie 01-12-09-11
Opracowanie metod produkcji certyfikowanych kurczgt rzeznych w sezonie zimowym
(w warunkach stresu zimna) w aspekcie produkcyjnosci, dobrostanu, statusu immunolo-
gicznego, poziomu stresu oraz wybranych parametréw jakosci miesa.

kierownik zadania: dr inz. Ewa Sosnéwka-Czajka

W 2024 roku zakohczono badania, ktérych celem byto opracowanie metody produkcji certy-
fikowanego zywca drobiowego w sezonie zimowym, w warunkach stresu zimna, w opar-
ciu o kurczeta rzezne rasy lokalnie zaadaptowanej i kurczeta mieszancdw wolno rosngcych
w aspekcie produkcyjnosci, dobrostanu, statusu immunologicznego, poziomu stresu oraz wy-
branych parametréw jakodci miesa. Na badania sktadaty sie trzy do$wiadczenia majgce na
celu poréwnanie efektywnosci odchowu kurczgt rzeznych rasy przysposobionej lokalnie oraz
wolno rosngcych mieszancdw w chowie ekologicznym (etap 1.), ocene efektywnosci od-
chowu kurczqgt rzeznych rasy lokalnie zaadaptowanej (etap 2.) oraz wolno rosngcych mieszan-
cow (etap 3.) w warunkach dtugotrwatego stresu zimna w chowie ekologicznym.

Materiat doswiadczalny stanowity jednodniowe piskleta rhode island red (RIR) oraz hub-
bard JA 957. Kurczeta odchowywano metodami ekologicznymi, zgodnie z wymogami, okre-
slonymi w aktach prawnych dotyczgcych rolnictwa ekologicznego. Czynnikiem doswiadczal-
nym (etap 2.1 3.) byt stres termiczny (temperatura obnizona o 15°C w stosunku do temperatur
zalecanych), zastosowany w srodkowym lub ostatnim okresie odchowu symulujgcym przeby-
wanie ptakdédw na wybiegach w sezonie zimowym.

Podczas badan zbierano dane dotyczgce warunkdw klimatycznych. Kontrolowano wyniki
produkcyjne, jakos¢ tuszki i miesa, wybrane wskazniki fiziologiczne (parametry biochemiczne
krwi, narzgdy limfatyczne, temperature ciata) i dobrostan (stan kohczyn i upierzenia, toniczny
bezruch, obserwacije behawioralne) kurczgt rzeznych.

Ocena efektywnosci odchowu kurczgt w warunkach dtugotrwatego stresu zimna w chowie
ekologicznym wykazata, ze:

- zastosowany stres zimna nie wptyngt na kohcowqg mase ciata i wykorzystanie paszy na
przyrost 1 kg masy ciata — zardwno u kurczgt RIR, jak i Hubbard JA 957,

— obnizenie temperatury powietrza w ostatnim okresie odchowu u kurczgt RIR wptyneto
korzystnie na narzgdy limfatyczne (gtdwnie Sledzione), liczbe upadkdw oraz na wy-
brane parametry analizy rzeznej— wzrost udziatu miesni piersiowych oraz mniejsze ottusz-
czenie tuszki,

— obnizone temperatury odchowu wptynety korzystnie na niektére parametry jakosci
miesa (wyciek, pH i profil kwasdw ttuszczowych), przy czym wyrazniejszy wptyw stresu
zimna obserwowano u kurczgt RIR, ktérym zastosowano obnizenie temperatury powie-
trza w ostatnim okresie odchowu,

— niskie temperatury otoczenia wptynety na obnizenie temperatury rektalnejiradiacyjnej
kurczgt rzeznych RIR oraz hubbard JA 957,

— kurczeta RIR charakteryzowaty sie wiekszg wrazliwosciqg na stres zmna zastosowany
w Srodkowym okresie odchowu,

— zastosowane stresy zimna w nieznacznym stopniu wptynety na ksztattowanie sie bada-
nych parametréw krwi u kurczgt rzeznych RIR oraz hubbard JA 957,
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— niskie temperatury odchowu wptynety na behawior kurczgt rzeznych RIR oraz hubbard
JA 957; obnizone temperatury powietrza wigzaty sie z mniejszym udziatem ptakdéw od-
poczywajgcych pojedynczo oraz zmniejszeniem zachowan swiadczgcych o dobrym
poziomie dobrostanu; obserwowano natomiast wzrost zachowanh w ramach behawio-
ralnej termoregulacii, 1j. wiekszy udziat kurczgt pobierajgcych pasze oraz odpoczywa-
jgcych grupowo.

Porownanie efektywnosci odchowu kurczgt rzeznych rasy przysposobionej lokalnie oraz wolno

rosngcych mieszancdw w chowie ekologicznym wykazato, ze pochodzenie kurczgt rzeznych

miato wptyw na wiekszos¢ badanych parametréw.

1. Kurczeta hubbard JA 957 utrzymywane zgodnie z zatozeniami rolnictwa ekologicznego
charakteryzowaty sie lepszymi parametrami produkcyjnymi (przyrosty dzienne, koncowa
masa ciata, wykorzystanie paszy, upadki) oraz wyraznie lepszymi parametrami analizy rzez-
nej.

2. Pochodzenie kurczagt rzeznych miato wptyw na parametry jako$ciowe miesa; mieso kur-
czgt hubbard JA 957 charakteryzowato sie lepszym wyciekiem, pH24, wyzszym poziomem
witaminy E oraz korzystniejszym profilem kwasdéw ttuszczowych; mieso kurczgt RIR cecho-
watto sie lepszg wodochtonnosciq i nizszym poziomem cholesterolu.

3. Kurczeta RIR charakteryzowaty sie wyzszym udziatem narzgdéw limfatycznych (Sledziony
i torby Fabrycjusza) w porwaniu do kurczgt hubbard JA 957.

4. Kurczeta hubbard JA 957 cechowaty sie nizszym poziomem hormondw tarczycy, kortyko-
steronu i wiekszg podatnoscig na stres oksydacyjny w pordwnaniu do kurczgt RIR.

Biorgc pod uwage uzyskane wyniki, produkcja certyfikowanych kurczgt rzeznych powinna
opierac sie o kurczeta hubbard JA 957. Wykorzystanie w chowie ekologicznym wolno rosng-
cych kurczat rzeznych pozwala na uzyskanie wysokich parametréw produkcyjnych oraz dobrej
jakosci miesa drobiowego. Taka produkcja zywca drobiowego pozwoli na uzyskanie lepszej
efektownosci produkcji w poréwnaniu do kurczat RIR, a tym samym poprawi dochodowo$¢
ekologicznej fermy zywca drobiowego. Ponadto, ptaki te dobrze wykorzystujqg zielone wybiegi
i charakteryzujqg sie stosunkowo dobrg zdrowotnosciq.

Produkcja certyfikowanego zywca drobiowego, réwniez w sezonie zimowym, powinna
by¢ prowadzona w oparciu o kurczeta mieszancdw wolno rosngcych, np. hubbard JA 957.

Pomimo tego, ze zastosowane stresy zimna nie wptynety negatywnie na produkcyjnosé
kurczgt, uzyskane wyniki badan wskazujg, ze optymalny wiek dostepu do wybiegdw w okresie
zimowym to ostatni okres odchowu. Kurczeta rzezne rasy lokalnie zaadoptowanej lub wolno
rosngcych mieszancéw charakteryzujg sie w tym wieku najwiekszq tolerancjg na stres zimna
oraz lepszym poziomem dobrostanu.

Zadanie 01-12-10-11
Ocena przydatnosci kogutkdw pochodzqgcych ze stad objetych programem ochrony
do produkcji mini kurczakow.

kierownik zadania: dr hab. Jolanta Calik

Celem badan byta ocena przydatnosci kogutkdw pochodzgcych ze stad objetych progra-
mem ochrony do produkciji mini kurczgt. Materiat do$wiadczalny stanowity kogutki ze stad za-
chowawczych, 1j. zielonondzka kuropatwiana (Z-11), zéttondzka kuropatwiana (Z-33), rhode is-
land red (R-11), sussex (S-66) i rhode island white (A-33), leghorn (H-22) — w ilosci po 50 sztuk
w kazdej rasie (Fot. 1.- 6.).
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Kogutki Z-11. (Fot. 1. J. Calik) Kogutki 2-33. (Fot. 2. J. Calik) Kogutki R-11. (Fot. 3. J. Calik)

T i I

J. Calik)

Doswiadczenie przeprowadzono w Zaktadzie Doswiadczalnym IZ PIB w Chorzelowie Sp. z 0.0.
Ptaki utrzymywano w systemie Sciotowym z zachowaniem dobrostanu, w optymalnych warun-
kach srodowiskowych. W zywieniu ad libitum zastosowano mieszanke zbozowq opartg na kra-
jowych zrédtach biatka, opracowang w Instytucie Zootechniki PIB.

Po zakonhczeniu tuczu, tj. w 9. tygodniu zycia kogutkdw, z kazdej rasy wybrano do uboju
po 10 ptakdédw o masie ciata zblizonej do sredniej w grupie. Kogutki przez okoto 12 godzin przed
ubojem nie otrzymywaty paszy, natomiast miaty zapewniony staty dostep do wody. Czynnosc¢
uSmiercania zostata przeprowadzona przez osobe przeszkolong metodq dekapitacji. Nastep-
nie zostata przeprowadzona standardowa obrdébka poubojowa (oparzanie, skubanie, patro-
szenie). Schtodzone tuszki poddano analizie rzeznej wedtug metodyki Zioteckiego i Doruchow-
skiego (1989) po uprzednim okredleniu ich barwy, przy uzyciu spektrofotometru odbiciowego
Minolta CR 310. Za pomocq pH-metru CyberScan 10 okreslono kwasowo$¢ miesni w 15. minu-
cie oraz w 24. godzinie po uboju. Kruchos$¢ miesni okre$lono przy uzyciu analizatora tekstury
Stable Micro Systems wyposazonego w ndéz tngcy Warner-Bratzler. Uzyskane wyniki zweryfiko-
wano statystycznie, przy uzyciu analizy warianciji (ANOVA). Obliczenia wykonano pakietem sta-
tystycznym Statistica 13.1.

Na rycinach 1.-3. przedstawiono wyniki masy ciata i analizy rzeznej ocenianych ras ko-
gutkdw. W 9. tygodniu zycia ptakdéw Srednia masa ciata byta najwieksza w grupie kogutkdw
rasy rhode island red (R-11) i sussex (S-66) i wynosita odpowiednio 876 g i 869 g, przy P<0.01.
Najwiekszg wydajnos¢ rzezng z podrobami odnotowano u kogutkéw R-11 — w odrdznieniu od
kogutkéw zielonondzka kuropatwiana (Z-11) i zéttondzka kuropatrwiana (Z-33) — co réwniez zo-
stato potwierdzone statystycznie (P<0.05i P<0.01). Kogutki R-11 i S-66 na tle ocenianych ras wy-
rézniaty sie takze istotnie wiekszg zawarto$cig miesni piersiowych (15,34%-15,64%) oraz ndg
(20,15%-20,45%). Kogutki Z-11 réznity sie istotnie (P<0.05i P<0.01) od R-11 i S-66 pod wzgledem
zawartosci ttuszczu sadetkowego, stanowigcego odpowiednio 0,64% i 1,01%-1,06% masy tuszki
(Rycina 4.).



Zaktady Naukowe

Oceniane grupy ptakdw roznity sie takze istotnie (P<0,05 lub P<0,01) w zakresie barwy tuszek.
Tuszki kogutdw R-11, S-66, H-22 i A-33 wyrdzniaty sie jasniejszg (L*) i bardziej z6tq (b*) barwg przy
mniejszym jej wysyceniu w kierunku czerwonej (a*). Nie odnotowano wptywu rasy na pomiary
kwasowosci miesni piersiowych, jak i nég. Najlepsze parametry kruchosci miesni odnotowano
U kogutkdw R-11, przy czym tylko w przypadku miesni piersiowych zostato to potwierdzone sta-
tystycznie.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, najlepsze parametry miesnosci u ko-
gutkdéw rasy rhode island red (R-11) i sussex (S-66). Z kolei, kogutki Z-11 wyrdzniaty sie najmniej-
szym ottuszczeniem tuszki. Pomiedzy ocenianymi grupami ptakdw odnotowano zréznicowanie
w zakresie wybarwienia tuszek. Nie odnotowano réznic pomiedzy ocenianymi grupami ptakdw
pod wzgledem kwasowosci miesni.

Rycina 1. Ksztattowanie masy ciata (g).
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Rycina 3. Zawarto$¢ miesni piersiowych i nég (%).
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Rycina 4. Zawarto$¢ ttuszczu sadetkowego (%).
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A, B... —wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami réznig sie istotnie P<,01; a, b... — dla P<0,05.

Zadanie 01-12-11-11
Zastosowanie wybranych preparatéw fitobiotycznych iich wptyw na wskazniki
wylegowosci i fizykochemiczne parametry jaj kaczek typu pekin.

kierownik zadania: dr inz. Lidia Lewko

Celem badanh przeprowadzonych w 2024 roku byto okreslenie wptywu wybranych preparatéw
fitobiotycznych podanych in ovo, w okre$lonych terminach okresu embriogenezy kaczek, na
ksztattowanie wskaznikdéw wylegowosci, przezywalnosci i zdrowotnosci pisklgt.

Materiatem badawczym w realizowanym zadaniu w byty jaja wylegowe kaczek typu
pekin pochodzqce z czterech ras objetych programem ochrony zasobdéw genetycznych zwie-
rzagt, 1j. P-8, P-9, P-33i LsA. Ptaki te utrzymywane sq w Stacji Zasobéw Genetycznych Drobiu Wod-
nego IZ PIB ZD Kotuda Wielka.

Kaczki P-8. (Fot. 1. L. Lewko) Kaczki P-9. (Fot. 2. L. Lewko)

Kaczki P-33. (Fot. 3. L. Lewko) Kaczki LsA. (Fot. 4. L. Lewko)
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Kaczki, od ktérych pobierano jaja do iniekcji, utrzymywano w jednakowych warunkach srodo-
wiskowo-zywieniowych. Z kazdej grupy do$wiadczalnej kaczek (P-8, P-9, P-33i LsA), bedgcych
w jednakowym wieku pobrano po 30 sztuk jaj do doswiadczalnej inkubacji, po uprzednim zwa-
zeniu. Utworzono tgcznie 24 grupy doswiadczalne — po 6 grup doswiadczalnych dla kazdego
rodu kaczek. Ogdétem doswiadczalnej inkubacii poddano 720 jaj kaczek (dwa powtdrzenia).
W okresie od maja do czerwca 2024 roku przeprowadzono iniekcje:

Kaczki P-8
Grupa 1 - kontrolna niepoddana iniekcji (0/P8)* (30 jaj/13. doba),
Grupa 2 - kontrolna pozorowana — iniekcja solq fizjologiczng (S/P8) (30 jaj/13. doba).

Kaczki P-9
Grupa 1 - kontrolna niepoddana iniekcji (0/P9)* (30 jaj/13. doba),
Grupa 2 - kontrolna pozorowana — iniekcja solq fizjologiczng (S/P9) (30 jaj/13. doba).

Kaczki P-33
Grupa 1 - konfrolna niepoddana iniekcji (0/P33)* (30 jaj/13. doba),
Grupa 2 - konfrolna pozorowana - iniekcja solq fizjologiczng (S/P33) (30 jaj/13. doba).

Kaczki LsA
Grupa 1 - kontrolna niepoddana iniekcji (0/LsA)* (30 jaj/13. dobal),
Grupa 2 - konfrolna pozorowana — iniekcja solq fizjologiczng (S/LsA) (30 jaj/13. dobal).

Ekstraktem czosnku w nastepujgcych grupach:

Kaczki P-8

Grupa 3 - iniekcja ekstraktem czosnku w dawce 150 ul /jajo w 13. dniu inkubacji (13Cz/P8)
(30jaj/13. doba),

Grupa 4 - iniekcja ekstraktem czosnku w dawce 150 ul /jajo w 20. dniu inkubacji (20Cz/P8)
(30jaj/13 doba).

Kaczki P-9

Grupa 3 - iniekcja ekstraktem czosnku w dawce 150 ul /jajo w 13. dniu inkubacji (13Cz/P9)
(30jaj/13. doba),

Grupa 4 - iniekcja ekstraktem czosnku w dawce 150 ul /jajo w 20. dniu inkubacji (20Cz/P9)
(30jaj/13. doba).

Kaczki P-33

Grupa 3 - iniekcja ekstraktem czosnku w dawce 150 ul /jajo w 13. dniu inkubacji (13Cz/P33)
(30 jaj/13. doba),

Grupa 4 - iniekcja ekstraktem czosnku w dawce 150 ul /jajo w 20. dniu inkubacji (20Cz/P33)
(30 jaj/13. dobay).

Kaczki LsA

Grupa 3 - iniekcja ekstraktem czosnku w dawce 150 ul /jajo w 13. dniu inkubaciji (13Cz/LsA)
(30 jaj/13. doba),

Grupa 4 - iniekcja ekstraktem czosnku w dawce 150 ul /jajo w 20. dniu inkubaciji (20Cz/LsA)
(30jaj/13. doba).
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Ekstraktem propolisu w nastepujgcych grupach:

Kaczki P-8

Grupa 3 - iniekcja ekstraktem czosnku w dawce 200 ul /jajo w 13. dniu inkubacji (13P/P8)
(30jaj/13. doba),

Grupa 4 - iniekcja ekstraktem czosnku w dawce 200 ul /jajo w 20 dniu inkubacji (20P/P8)
(30 jaj/13. doba).

Kaczki P-9

Grupa 3 - iniekcja ekstraktem czosnku w dawce 200 ul /jajo w 13. dniu inkubacji (13P/P?)
(30jaj/13. doba),

Grupa 4 - iniekcja ekstraktem czosnku w dawce 200 ul /jajo w 20. dniu inkubacji (20P/P?9)
(30 jaj/13 doba).

Kaczki P-33

Grupa 3 - iniekcja ekstraktem czosnku w dawce 200 ul /jajo w 13. dniu inkubacji (13P/P33)
(30jaj/13. doba),

Grupa 4 - iniekcja ekstraktem czosnku w dawce 200 ul /jajo w 20. dniu inkubacji (20P/P33)
(30jaj/13. doba).

Kaczki LsA

Grupa 3 - iniekcja ekstraktem czosnku w dawce 200 yl /jajo w 13. dniu inkubacji (13P/LsA)
(30 jaj/13. doba),

Grupa 4 - iniekcja ekstraktem czosnku w dawce 200 ul /jajo w 20. dniu inkubacji (20P/LsA)
(30 jaj/13 doba).

* jaj nie poddano iniekciji, ale wyjeto z aparatu na czas (srednio 30 minut), w jakim przebywaty
na zewngtrz aparatu wylegowego jaja iniekowane danej grupy doswiadczalnej.

Wszystkie doswiadczenia i badania zrealizowano w Stacji Zasobdéw Genetycznych Drobiu Wod-
nego w Dworzyskach, Instytut Zootechniki PIB Zaktad Doswiadczalny Kotuda Wielka, ze
wzgledu na to, iz na fermie utrzymywane sq stada kaczek pochodzgce z czterech ras objetych
programem ochrony zasobdw genetycznych zwierzgt (P-8, P-9, P-33i LsA), od ktdrych pobrano
jaja przewidziane do eksperymentdw. W zaktadzie wylegowym, przeprowadzono, zgodnie
z przyjetymi w nim standardowymi procedurami, inkubacje doswiadczalnych jaj oraziniekcje.

Obliczono wskazniki wylegowosci:

— masa jaj natozonych (g)

— udziat piskigt wylezonych (%)
— udziat piskigt zdrowych (%)

— udziat pisklgt kalekich (%)

— udziat pisklgt niewyklutych (%)
— masa pisklgt wyklutych (g)

W grupie eksperymentalnejkaczek P-8 istotnie (p<0,05) najciezszymi jajami wyrdzniata sie grupa
kontrolna pozorowana, w ktérej przeprowadzono iniekcje solq fizjologiczng dawkg 150 pl/jajo
w 13. dniu inkubaciji (S/P8 — 90,29 g) oraz grupa kontrolna niepoddana iniekcji (0/P8 — 90,05 g).
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W przypadku grupy doswiadczalnej kaczek P-9, najmniejsze masy jaj odnotowano w grupach
badawczych kaczek iniekowanych w 20. dobie rozwoju embrionalnego ekstraktem czosnku
(20Cz/P9 — 78,27 g) i ekstraktem propolisu (20P/P? — 79,58 g). Masy natozonych jaj w grupie
dos$wiadczalne] kaczek P-33 nie przekraczaty 90 gramdw i ksztattowaty sie w przedziale od
83.64 g (20P/33 - iniekcja ekstraktem propolisu w dawce 200 ul w 20. dniu inkubacji) do 88,54 g
(S/P33 —iniekcja solg fizjologiczng w dawce 150 ul/jajo w 13. dniu inkubaciji). W przypadku masy
jaj pozyskanych z grupy doswiadczalnej kaczek LsA odnotowano, iz najciezsze jaja pochodzity
z grupy kontrolnej nie poddanej iniekcji — 90,32 g (0/LsA).W grupie doswiadczalnej kaczek P-8
najkorzystniejszymi wskaznikami wylegowosci wyrdzniata sie grupa kontrolna pozorowana inie-
kowana solq fizjologiczng w dawce 150 pl/jajo w 13. dniu inkubaciji. Udziat pisklgt wylezonych
i zdrowych uksztattowat sie na poziomie 100,0%. Po- nadto, nie odnotowano udziatu piskigt
kalekich oraz niewyklutych. W przypadku grupy doswiadczalnej kaczek P-9 w grupie kontrolnej
(0/P9), kontrolnej pozorowanej (S/P9) i grupie doswiadczalnejiniekowanej ekstraktem propolisu
w dawce 200 pl/jajo w 13. dniu inkubacji (13P/P9), udziat pisklgt wylezonych oraz zdrowych
uksztattowat sie na poziomie 100%.

W grupach tych nie odnotowano pisklgt kalekich i niewyklutych. Udziat pisklgt wylezo-
nych w grupach doswiadczalnych kaczek P-33 zawierat sie w przedziale od 86,67 (0/P33,
20Cz/P33, 13P/P33, 20P/P33) do 100% (S/P33). Istotnie (p<0,05) najwiekszym udziatem piskigt
zdrowych wyrdzniata sie grupa doswiadczalna kontrolna pozorowana (S/P33 - 100%). W zadnej
z dos$wiadczalnych grup nie odnotowano udziatu piskigt kalekich, a udziat pisklgt niewyklutych
miescit sie w granicach od 0,0% (S/P33) do 13,33% (0/P33, 20Cz/P33, 13P/P33, 20P/P33). W gru-
pie doswiadczalnej kaczek LsA iniekowanej ekstraktem propolisu w 20. dniu inkubacji dawkqg
200 p1/jajo odnotowano 100% udziatu pisklgt wylezonych i zdrowych

W grupie doswiadczalnej kaczek P-8 masa wyklutych piskigt miescita sie w przedziale
od 55,13 g (13P/P8) do 57,57 g (20P/P8). Z kolei w grupie kaczek P-9 najciezsze piskleta pocho-
dzity z grupy iniekowanej ekstraktem czosnku w 13. dniu inkubacji — 55,57 g (13Cz/P9). W pozo-
statych dwdch grupach do$wiadczalnych ptakdéw piskleta o najwieksze] masie pochodzity
z grup doswiadczalnych iniekowanych ekstraktem propolisu w 20. dniu inkubacji — 56,86 g
(20P/P33) i 56,17 g (20P/LsA). Wykazano réznice statystycznie istotne (p<0,05).

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

kierownik zadania: dr inz. Lidia Lewko

Celem podjetych badah byto okreslenie wptywu iniekcji in ovo wybranych substancji synbio-
tycznych, antybakteryjnych (lizozym) a takze witaminy K, w okre$lonych terminach okresu em-
briogenezy dwdch doswiadczalnych gatunkdw drobiu wodnego, na ksztattowanie wskazni-
kéw wylegowosci i przezywalnosci pisklgt.

Materiat badawczy stanowity jaja pochodzgce ze stada hodowlanego kaczek, fj.
kaczki dworki D-11, popularnej rasy rodzimej cieszgcej sie duzg popularnosciq w przyzagrodo-
wym odchowie oraz z komercyjnego zestawu hodowlanego gesi biatej kotudzkiej® W-33 x W-
11 (W-31). Ptaki te utrzymywane sg w Dworzyskach w Stacji Zasobdw Genetycznych Drobiu
Wodnego IZ PIB ZD Kotuda Wielka.

Ptaki, od ktérych pobierano jaja do iniekcji utrzymywane byty w warunkach technolo-
gicznych zgodnych z ogdinymi zatozeniami dla tego typu produkcji. Z kazdej grupy genetycz-
nej ptakdw, utrzymywanych w jednakowych warunkach srodowiskowo-zywieniowych i bedg-
cych w jednakowym wieku pobrano jaja do doswiadczalnej inkubaciji oraz iniekcji.
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Utworzono ogdtem 18 grup doswiadczalnych (9 grup doswiadczalnych — obejmujgcych jaja
wylegowe kaczek D-11 i 9 grup doswiadczalnych — obejmujgcych jaja wylegowe gesi W-31).
tgcznie doswiadczalnej inkubaciji poddano 540 jaj kaczych i 540 jaj gesich (1080jaqj).

Kaczki dworki (D-11). (Fot. 1. L. Lewko) Gesi biate kotudzkie®. (Fot. 2. L. Lewko)

Czynniki doswiadczalne w okresie od maja do czerwca w latach 2021-2023
Witamina K (Vitacon/Phytomenadionum, 10 mg/ml, Polfa, Warszawa)

1. grupa kontrolna niepoddana iniekcji (K1)* (30 jaj/13. doba),

2. grupa doswiadczalna 1 (D1-K1) - iniekcja witaminy K w dawce 10 mg/jajo w 13. dniu inku-
baciji (30]aj),

3. grupa doswiadczalna 2 (D2-K2) - iniekcja witaminy K w dawce 10 mg/jajo w 20. dniu inku-
baciji (30 jaj).

Preparat lizozymu o aktywnosci = 40.000 U/ml (1 g, Sigma-Aldrich)

1. grupa kontrolna niepoddana iniekcji (K2)* (30 jaj/20. doba),

2. grupa doswiadczalna 1 (D1-L1) - iniekcja preparatem lizozymu w dawce 0,1 ml/jgjo
w 13. dniu inkubaciji (30 jqj),

3. grupa doswiadczalna 2 (D2-12) - iniekcja preparatem lizozymu w dawce 0,1 ml/jajo
w 20. dniu inkubacii (30 jaj).

Preparat synbiotyczny PoultryStar®sol (BIOMIN, Austria)

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

2. grupa doswiadczalna 1 (D11-S1) — iniekcja preparatem synbiotycznym w dawce 5 mg/jajo
w 13. dniu inkubacji (30 jaj),

3. grupa doswiadczalna 2 (D11-S2) - iniekcja preparatem synbiotycznym w dawce 5 mg/jajo
w 20. dniu inkubaciji (30 jaj).

*aj nie poddano iniekcji, ale wyjeto z aparatu na czas (srednio 30 minut) w jakim przeby-

waty na zewngtrz aparatu wylegowego jaja iniekowane danej grupy doswiadczalne;.
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Wszystkie doswiadczenia i badania zrealizowano w Stacji Zasobdw Genetycznych Drobiu Wod-
nego w Dworzyskach ze wzgledu na to, ze na fermie utrzymywane sqg stada kaczek D-11 i gesi
biatych kotudzkich® (W-31), od ktdrych pobrano jaja przewidziane do eksperymentéw.

Tabela A. Uktad grup doswiadczalnych —rodzaji dawka wprowadzanego preparatu oraz dzier inkubacji w momencie
iniekcjiin ovo do jaj kaczych.

Grupa Liczba jqj Dzien inkubacji w momencie iniekcji Rodzaj i dawka iniekowanego
preparatu

Witamina K (Phytomenadionum)

K1* 60 13 dzien bez iniekcji

D1-K1 60 13 dzien witamina K 10 mg/jajo

D2-K2 60 20 dzien witamina K 10 mg/jajo
Lizozym (aktywno$¢ = 40.000 U/ml)

K2* 60 13 dzien bez iniekcji

D1-L1 60 13 dzien lizozym 0,1 ml/jajo

D2-L2 60 20 dzien lizozym 0,1 ml/jgjo

Synbiotyk (PoultryStar®sol)

D11-K1* 60 13 dzien bez iniekcji

D11-S1 60 13 dzien 5 mg/jajo

D11-S2 60 20 dzien 5 mg/jajo

*jaj nie poddano iniekcji, ale wyjeto z aparatu na czas (srednio 30 minut) w jakim przebywaty na zewnatrz aparatu

wylegowego jaja iniekowane danej grupy genetyczne;j.

Tabela B. Uktad grup doswiadczalnych - rodzaj i dawka wprowadzanego preparatu oraz dzieh inkubacji w momencie
iniekcjiin ovo do jaj gesich.

Grupa Liczba jqj Dzien inkubacji w momencie iniekcji Rodzaji dawka
iniekowanego preparatu

Witamina K (Phyfomenadionum)

W31-K1* 60 13 dzien bez iniekcji

W31-K1 60 13 dzien witamina K 10 mg/jajo

W31-K2 60 20 dzien witamina K 10 mg/jajo
Lizozym (aktywno$¢ = 40.000 U/ml)

W31-K2* 60 13 dzien bez iniekcji

W31-L1 60 13 dzien lizozym 0,1 mi/jajo

W31-L2 60 20 dzieh lizozym 0,1 mi/jajo

Synbiotyk (PoultryStar®sol)

W31-K3* 60 13 dzien bez iniekcji

W31-S1 60 13 dzien 5 mg/jajo

W31-52 60 20 dzien 5 mg/jajo

*jaj nie poddano iniekcji, ale wyjeto z aparatu na czas (srednio 30 minut), w jakim przebywaty na zewngtrz aparatu
wylegowego jaja iniekowane danej grupy genetyczne;j.

W tutejszym zaktadzie wylegowym, przeprowadzono zgodnie z przyjetymi w nim standardo-
wymi procedurami inkubacje do$wiadczalnych jaj oraz iniekcje.

Wszystkie uzyskane wyniki sktadajgce sie na ocene wskaznikdw wylegowosci z uwzgled-
nieniem rodzaju zastosowanego preparatu bioaktywnego oraz jego dawki i okresu inkubacii
w czasie iniekcji opracowano statystycznie za pomocqg programu Statistica 10 (StatSoft, 2006).

Obliczono $rednie arytmetyczne (x), odchylenie standardowe (SD) i wspdtczynnik
zmiennosci (v). W celu okreslenia istotnosci réznic miedzy srednimi dla grup zastosowano test
Duncana. Réznice uznano za statystycznie istothe na poziomie p<0,05. Zastosowano ponadto
dwuczynnikowq analize wariancji z uwzglednieniem w modelu liniowym efektu inkubacii. Istot-
nos$¢ wptywu kazdego zrédta zmiennosci oceniono testem F-Snedecora.
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Swietlenie,

Spodziewanym efektem iniekcji in ovo byto polepszenie wynikdw wylegu (zmniejszenie ilosci
zamartych zarodkdw i pisklgt kalekich) oraz wskaznikdw uzytkowosci. Iniekcje wybranymi pre-
paratami bioaktywnymi podanymiin ovo wptynety korzystnie na ksztattowanie sie poszczegdl-
nych wskaznikdw wylegowosci danych grup doswiadczalnych kaczek i gesi. Podanie in ovo
preparafu synbiotycznego (5 mg/jajo) w 13. dobie rozwoju embrionalnego oraz witaminy K
(10 mg/jajo) i preparatu lizozymu (0,1 mg/jajo) w 20. dobie wptyneto korzystnie na oceniane
wskazniki wylegu ptakdw. Uzyskane wyniki pozwolity wstepnie oszacowad wptyw poszczegodl-
nych iniekowanych preparatéw bioaktywnych, oceni¢ dawke jak i dzieh inkubacji dla prze-
prowadzenia efektywnego podania poszczegdinych substancii bioaktywnych in ovo u kaczek
i gesi. Wyniki te sg wstepne i wymagajg dalszej weryfikacji.

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

Wspodtczesny rynek drobiowy charakteryzuje sie nadprodukcjg pochodzgcg z intensywnej ho-
dowli, co zmusza konsumentdw do zwracania uwagi na jakos¢ miesa, ktéra zalezy od bezpie-
czenstwa, wartodci odzywczej i cech sensorycznych, takich jak: barwa, smakowitose, tekstura
i soczystos¢. Pulardy, mimo ze sq przysmakiem we Francji czy Wtoszech nie sq powszechnie
dostepne w Polsce. Produkcja pulard polega na tuczeniu mtodych kurek, ktére poddawane
sq sterylizacji w celu uzyskania kruchego i soczystego miesa.

Celem przeprowadzonych badan byta ocena ksztattowanie sie wybranych cech fi-
zyko-chemicznych miesa kur i pulard, w zalezno$ci od pochodzenia i zywienia. Badania prze-
prowadzono w Zaktadzie Doswiadczalnym Instytutu Zootechniki PIB Chorzeléw Sp. z 0.0. Przed-
miotem badan byty cztery rasy/rody kury objete programem ochrony zasobdw genetycznych.

Przeprowadzono dwa doswiadczenia.

Tabela 1. Uktad doswiadczenia 1.

Grupa llo§¢& sztuk Zywienie
| K-22 kury bez sterylizaciji 40 mieszanka kontfrolna
I K-22 kury bez sterylizaciji 40 mieszanka doswiadczalna
1l K-22 pulardy 40 mieszanka kontfrolna
v K-22 pulardy 40 mieszanka doswiadczalna
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Tabela 2. Uktad doswiadczenia 2.

Grupa llo§¢& sztuk Zywienie
| 7-33 pulardy 40 mieszanka doswiadczalna
I S-66 pulardy 40 mieszanka do$wiadczalna
1l R-11 pulardy 40 mieszanka doswiadczalna
v A-33 pulardy 40 mieszanka doswiadczalna

Procedury doswiadczeh byty zgodne z wymaganiami | Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Do-
Swiadczeh na Zwierzetach, w Krakowie. Ptaki utrzymywano w standardowych warunkach $ro-
dowiskowych, przy wielkosci obsady wynoszqcej 7 sztuk/m2. Program obejmowat szczepienia
przeciwko chorobie: Mareka, rzekomemu pomorowi, zakaznemu zapaleniu oskrzeli, chorobie
Gumboro oraz kokcydiozie.

Na potrzeby doswiadczeh opracowano w Instytucie Zootechniki PIB receptury miesza-
nek paszowych: kontrolng (z poekstrakcyjng $rutq sojowq) oraz doswiadczalng (opartg na kra-
jowych zZrédtach biatka, bez soi). We wszystkich doswiadczeniach ptaki zywiono ad libitum,
stosujgc tréj fazowy system zywienia. Zabieg sterylizacji zostat przeprowadzony w znieczuleniu
miejscowym przez lekarza weterynarii w 10. tygodniu zycia ptakdw, przy masie ciata ok. 1 kg.
Tucz ptakdw trwat do 24. tygodnia zycia. Po zakohczeniu do$wiadczenia, z kazdej grupy wy-
brano do uboju po 10 ptakdw o masie ciata zblizonej do Sredniej w grupie. Po uboju spraw-
dzono skutecznos$¢ przeprowadzonego zabiegu sterylizacji (brak jajnika), zbadano cechy fizy-
kochemiczne miesa, m.in. barwe, wodochtonnos$¢, sktad chemiczny oraz przeprowadzono
ocene sensoryczng. Ponadto, dokonano uproszczonej analizy ekonomicznej efektywnosci pro-
dukgcji pulard. Uzyskane wyniki badah poddane zostaty obliczeniom statystycznym (Statistica
13.3), przy uzyciu analizy wariancji (ANOVA).

Doswiadczenie 1.

Pulardy osiggnety wyzszg mase ciata w 24. tygodniu zycia w poréwnaniu z kurkami. Zuzycie
paszy na 1 kg przyrostu masy ciata byto korzystniejsze u pulard niz u kurek. Ponadto pulardy
charakteryzowaty sie wyzszym udziatem miesni piersiowych oraz nég w tuszce w poréwnaniu
z kurkami. Miaty réwniez wiekszq zawarto$é ttuszczu sadetkowego oraz podrobdw, zwtaszcza
watroby. Mieso sterylizowanych ptakdw karmionych mieszankg doswiadczalng wyrdzniato sie
lepszymi parametrami sensorycznymi, w tym lepszg kruchoéciqg, soczystoscig i smakiem, a takze
korzystniejszym profilem kwaséw ttuszczowych (PUFAn¢ don-3). Barwa tuszek pulard byta jasniej-
sza i bardziej z6tta w pordwnaniu z tuszkami kurek. Wyniki wskazujqg, ze sterylizacja oraz zastoso-
wanie mieszanki doswiadczalnej znaczgco poprawity jakosé miesa.

Doswiadczenie 2.

Najnizsze zuzycie paszy na 1 kg przyrostu masy ciata zaobserwowano u pulard rasy sussex,
a najwyzsze u zottondzki kuropatwianej. Masa ciata w 24. tygodniu zycia byta najwyzsza u pu-
lard rasy $-66, a najnizsza u rasy Z-33. Pulardy rasy $-66 uzyskaty najwyzszg wydajnos$é rzezng
z podrobami i bez podrobdw, natomiast ptaki rasy R-11 wyrdzniaty sie wiekszym udziatem mie-
$ni piersiowych i nég w tuszce. Pulardy A-33 charakteryzowaty sie najwyzszg zawartosciq ttusz-
czu sadetkowego oraz najkorzystniejszym stosunkiem kwasdw ttuszczowych omega-6 do
omega-3 w mies$niach. Ocena sensoryczna wykazata, ze mieso pulard S-66 i A-33 zostato naj-
wyzej ocenione pod wzgledem smaku, soczystosci i kruchosci.
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Pularda rasy sussex (S-66). Pularda rasy thode sland white [A-33)
Fot. 1. J\. Obrzut) Fot. 2. J. Obrzut)

Na podstawie uzyskanych wynikdw stwierdzono, ze pulardy, szczegdinie zywione mieszankqg
doswiadczalng, charakteryzujqg sie lepszymi parametrami produkcyjnymi, rzeznymi i sensorycz-
nymi niz kury. Rasy sussex (S-66) i rhode island white (A-33) wyrdznity sie szczegdlnie dobrg jako-
scig miesa, ktére spetniato wysokie wymagania konsumentéw, pod wzgledem wartosci od-
zywczych i waloréw sensorycznych.

Wyniki wskazujg, ze produkcja pulard, przy odpowiednim zywieniu i doborze rasy, moze do-
starczy¢ mieso o wysokiej jakoscii uzupetniac produkcje miesa drobiowego o produkt niszowy.
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Zaktad Hodowli Owiec i K6z
kierownik: dr hab. Aldona Kawecka, prof. IZ PIB

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

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

Celem zadania jest ocena efektywnosci odchowu jagnigt — w warunkach produkcyjnych okre-
Slony zostanie wptyw dtugosci odchowu i dodatku ziotowego do paszy na cechy tuczne,
rzezne i jako$¢ miesa jagniecego.

Materiat doswiadczalny stanowity jagnieta rasy merynos barwny ze stada 1Z PIB ZD Ko-
tuda Wielka. Czes¢ doswiadczalna przeprowadzona zostata na fermie IZ PIB ZD Kotuda Wielka,
a ubdj zwierzgt, ocene rzezng w ZD IZ PIB Pawtowice.

Jagnieta utrzymywano grupowo przy matkach, w systemie alkierzowym, zywiono sianem tg-
kowym i paszqg tresciwg, ze statym dostepem do lizawek.

Zwierzeta podzielono na grupy (12 sztuk w grupie) zgodnie ze schematem:

— grupa l: grupa kontrolna/pasza bez dodatku/odchdw tradycyjny
- grupa ll: pasza bez dodatku/odchdéw skrocony

- grupa lll: pasza z dodatkiem/odchdw tradycyjny

— grupa IV: pasza z dodatkiem/odchdéw skrécony

Mieszanki ziotowe (susz) zawierajgce po cztery komponenty zastosowano jako dodatek do po-
szy tresciwej dla jagniqgt.

Jagnieta rasy merynos barwny
ze stada IZ PIB ZD Kotuda Wielka.
(Fot. 1. A. Kawecka)

Sktadniki mieszanki ziotowej dla jagnigt:

koper wtoski

- jezdwka purpurowa (Echinacea)
czosnek

tymianek

Pomiary przyzyciowe

Masa ciata i przyrosty

W trakcie doswiadczenia wszystkie jagnieta poddane zostang okresowym wazeniom, przy uro-
dzeniu, w 28., 56. dniu zycia, okoto 100. dnia zycia i na zakohczenie doswiadczenia.

Kontrola pobrania paszy

Codziennie zbierane byty dane dotyczqgce ilosci podawanych pasz oraz niedojaddw.



Pomiary poubojowe
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Po ukonczeniu doswiadczenia jagnieta zostang poddano ubojowi do$wiadczalnemu w celu
oceny rzeznej tuszy oraz oceny uzyskanego produktu.

Analiza rzezna

Wykonana zostata wedtug procedur stosowanych w IZ PIB — oszacowanie wydajnosci rzeznej,
okreslenie udziatu wyrebdw, masa wyrebdw warto$ciowych, dysekcja szczegdtowa udzca.

Ocena jakosci miesa

Pobrane prébki miesnia udzca poddano analizom sktadu miesa (sktad podstawowy, profil
WKT); ocena organoleptyczna miesa pieczonego.

Tabela 1. Wyniki tuczu jagniat.

Parametry Srednie w grupach
Grupall Grupal ll Grupallll Grupa IV

wiek zakohczenia tuczu (dni) 95.0 101,0 104,0 112,0
czas trwania tuczu (dni) 49,0 34,0 43,0 31,0
masa przy rozpoczeciu tuczu (kg) 25,0 31,4 26,2 33.8
masa na zakohczenie tuczu (kg) 45,9 47,4 45,0 45,3
przyrost w okresie tfuczu (kg) 20,9 15,9 18,7 11,5
przyrost dobowy w okresie tuczu (g) 428,4 465,7 436,8 370.9
zuzycie paszy/1 kg przyrostu (kg) 3,42 4,41 3,95 4,43

Najlepsze wyniki wykazata grupa | (karmiona paszg bez dodatku w odchowie fradycyjnym),
uzyskujgc przyrost w okresie tuczu na poziomie 20,9kg, oraz najnizsze zuzycie paszy na poziomie
3.42 kg. Najmniej efektywna pod wzgledem przyrostdw masy ciata i wykorzystania paszy byta
dieta grupy IV (pasza z dodatkiem w odchowie skroconym).

Tabela 2. Parametry rzezne.

Parametry Srednie w grupach

Grupall Grupalll Grupallll Grupa IV
szyja (kg) 1,08 1,07 0,96 1,06
karkéwka (kg) 0.38 0.39 0,38 0,35
topatka (kg) 1,84 1,88 1,83 1,85
tata z zebrami i mostkiem (kg) 1.8 1.76 1.71 1,59
antrykot (kg) 0.8 0.83 0,76 0.81
comber (kg) 0,74 0.77 0,72 0,74
udziec (kg) 3,53 3.66 3,45 3,51
udziec - mieso (kg) 2,36 2,51 2,33 2,37
kulka - ttuszcz (kg) 0,46 0,41 0,38 0,4
kulka - kosci (kg) 0,71 0,74 0,73 0,73
masa wyrebdw warto$ciowych (kg) 5,08 5,28 4,95 5,06
udziat wyrebdw wartosciowych (%) 49,47 50,1 49,59 49,57

Parametry rzezne byty zblizone we wszystkich grupach, z udziatem wyrebdéw wartosciowych
w granicach 49,4% — 50,1%. Masa kluczowych wyrebdw, takich jak karkéwka, topatka, com-
ber, czy kulka, wykazuje niewielkie rdznice miedzy grupami co wskazuje na podobng jakosé

i strukture poéttuszy w badanych grupach.
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Maciorki merynos barwny ze stada IZ PIB ZD Kotuda Wielka.
Fot. 2. A. Kawecka

Zadanie 01-13-05-11
Ocena jakosci mleka pozyskanego od rodzimych ras owiec i kéz pod kqgtem produkcji
wyrobdw mlecznych ze szczegdlnym uwzglednieniem walordw prozdrowotnych
i sktadnikéw alergennych.

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

Celem zadania jest ocena jakosci mleka pozyskanego od rodzimych ras przezuwaczy pod kg-
tem produkciji wyrobdw mlecznych, ze szczegdlnym uwzglednieniem walordw prozdrowotnych
i sktadnikow alergennych.

Ocena jakosci mleka kdz, owiec i kréw ras rodzimych w poréwnaniu do ras kosmopolitycznych

W ramach zadania dokonano poréwnania wtasciwosci mleka pochodzgcego do polskich ras
rodzimych do ras uzytkowanych mlecznie w wielu rejonach $wiata (krowy rasy simentalskiej, owce
wschodniofryzyjskie) oraz kéz mieszancdw, stanowigcych wiekszos¢ pogtowia kéz w Polsce. Sktad
podstawowy i wartos¢ energetyczng mleka krowiego, koziego i owczego pozyskanego od roz-
nych ras przedstawiono w tabeli 1. Mleko owiec gdrskich miato wyzszg zawarto$¢ suchej masy,
popiotu, ttuszczu i biatka niz mleko kozie oraz pochodzgce od kréw czerwono-biatych. Byto
réwniez najbardziej kaloryczne. Mleko kréw simental miato zblizony sktad do mleka owczego.
Badane préobki mleka cechowaty sie kwasowoscig mieszczqcqg sie w powyzszym zakresie, co
dobrze $wiadczy o $wiezosci i normalnosci sktadu surowca. Podstawowym kryterium przydat-
nosci technologicznej mleka do produkcji koncentratow i produktdw sterylizowanych jest
ocena stabilnosci uktadu koloidalnego mieka, ktérg mozna oznaczy¢ jako tzw. stabilno$¢ al-
koholowq. Mleko o wysokiej stabilnosci powinno charakteryzowac sie liczbg alkoholowq po-
wyzej 6. Uzyskane wyniki $wiadczqg zatem o niskiej stabilno$ci uktadu koloidalnego badanego
mleka. Metoda koagulacji podpuszczkowej mleka jest powszechnie stosowana podczas pro-
dukciji serow. W zwigzku z tym jednym z gtdwnych kryteridw przydatnosci technologicznej
mleka do produkcji seréw jest ocena krzepliwosci mleka pod wptywem podpuszczki. Wszystkie
oceniane prébki mleka charakteryzowaty sie typowym dla mleka czasem koagulacji pod-
puszczkowej, ktéry w zatozonych warunkach analizy w probie Scherna powinien wynosi¢ od
240 do 600 sekund. Wszystkie préby mleka charakteryzowaty odpowiednim czasem krzepnie-
cia, natomiast stwierdzono réznice miedzy gatunkami: najszybciej krzepto mleko kozie, nastep-
nie owcze; koagulacja najdtuzej przebiegata w mleku krowim.
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Tabela 1. Sktad, warto$¢ energetyczna oraz wtasciwosci technologiczne mleka réznych ras.

Parametr Krowa Krowa Owca Owca Koza Koza
simental czerwono-biata fryzyjska gorska mieszaniec | karpacka
Sucha masa 17,30 12,03 17,67 19,57 11,96 12,16
Biatko 3,14 3,16 5,37 5,98 3,01 3.23
Ttuszcz 8,73 3,58 6,79 7,80 4,09 4,04
Popidt 0,62 0,58 1,14 1,37 0,63 0,56
Laktoza 4,81 4,71 4,37 4,42 4,23 4,33
Kcal/100g 110,41 63,70 100,04 111,78 65,76 66,60
kJ/100g 458,34 266,23 416,66 465,31 274,35 278,00
Gest (g/cm3) 1026,33 1031,00 1033,00 1034,31 1028,00 1028,00
pH 6,65 6,73 6,57 6,62 6,58 6,72
Kwasowos¢ (SH) 8,22 7,64 10,84 11,24 7,20 6,63
Czas krzepniecia (min.) 3,40 3.30 2,61 2,82 1,45 1,57
l. Alkohol (ml) 1.15 1,68 2,88 2,10 3,07 3,13

Owca wchodniofryzyjska (https://serowarnia-gertruda.pl/) i rodzima rasa polska owca gorska.
(Fot. 1. M. Pasternak)

Krowa rasy simentalskie] i rodzima rasa polska czerwono-biata.
(Fot. 2. A. Kawecka)



https://serowarnia-gertruda.pl/
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Kozy mieszance i rodzima rasa koza karpacka.
(Fot. 3. M. Pasternak)
s A

(i~

Ocena jakosci produktdéw od rodzimych ras trzech gatunkéw

W roku sprawozdawczym wykonano ocene jakosci produktdéw pochodzgcych od rodzimych
ras: kdz rasy karpackiej, owiec gdrskich oraz kréw rasy czerwono-biatej, utrzymywanych w tra-
dycyjnych systemach, w gospodarstwie zlokalizowanym w rejonie gorskim, ze statym dostepem
do pastwiska od maja do wrzesnia.

Tabela 2. Sktad podstawowy i warto$¢ energetyczna jogurtow.

Parametr Krowa Owca Koza
Sucha masa (g/100g) 13,08 19,01 12,12
Ttuszcz (g/100g) 4,30 7.30 4,25
Popidt (g/100g) 1.03 2,82 1.25
Biatko (g/100g) 3.17 5,80 3.03
Laktoza (g/100g) 4,57 3.09 3.59
kcal/100g 69,68 101,28 64,74
kJ/100g 290,75 421,29 269,81

Analiza frakcji biatkowych jogurtéw

Przydatnos$¢ technologiczna mleka uzalezniona jest od ogdinej zawartosci biatka oraz od za-
wartosci poszczegdlnych jego frakcji. Z punktu widzenia produkcji seréw znaczenie ma przede
wszystkim wysoka zawarto$¢ frakcji kazeinowych, gdyz decyduje w gtdéwnym stopniu o wydaj-
nosci produkcji. Wzajemnie proporcje miedzy kazeing i biatkami serwatkowymi wptywajqg takze
na stabilno$¢ termiczng biatek mleka. W przypadku nadmiaru, podatnych na koagulacje pod
wptywem wysokiej temperatury biatek serwatkowych zmniejsza sie stabilnos¢ termiczna mieka.
W procesie produkcji jogurtow procesowi fermentacii podlega laktoza jak rowniez dochodzi
do réznego rodzaju proteolizy. Miedzy innymi z czesci b-kazeiny powstaje gamma kazeina.
Zmiany proteolityczne majg wptyw na wtasciwosci przeciwutleniajgce. Zawarto$é poszczegodl-
nych frakcji biatkowych réznita sie w mleku jogurtach krowich i owczych.

Tabela 3. Frakcje biatkowe biatka jogurtu z mleka rodzimych ras.

Parametr Krowa Owca Koza
Laktoferyna 0,16 0.17 0,48
Albumina serum 1,64 1.17 0,99
Immunoglobuliny 0,33 0,46 0,95
a-kazeina 35,59 14,58 14,53
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B-kazeina 34,07 53,89 43,89
K - kazeina 7.74 11,34 9,76
B-laktoglobulina 13,59 12,45 12,13
a-laktoalbumina 6,09 3.72 7,30
Frakcja peptydowa 0,80 0,72 2,72

Analiza sensoryczna

Jako$¢ sensoryczna jest parametrem w gtdwnej mierze decydujgcym o akceptacji konsu-
menckiej zywnosci. Wszystkie badane prébki mleka, serdw i jogurtdw cechowaty sie wysokg
jakoscig sensoryczng, uzyskujgc oceny bliskie maksymalnej. Jogurty owcze, ktérych smak, za-
pach i konsystencja byty w normie, ale oceniajgcy nie akceptowali zbyt duzej ilosci ttuszczu.
Sery kozie cechowat lekko gorzki smak. Zmiany smaku mogty by¢ zwigzane z nieprawidtowym
przebiegiem proteolizy, w wyniku ktdrej powstajg gorzkie peptydy.

Produktami przemian biatek majgcymi najwieksze znaczenie w ksztattowaniu smakowi-
tosci serow sq: peptydy i aminokwasy wraz z produktami ich dekarboksylacji, deaminacji i de-
sulfuraciji. W wyniku fermentaciji laktozy powstajg takie zwigzki smakowe jak: kwasy mlekowy,
propionowy i octowy, a takze aldehyd octowy i dwuacetyl. Bukiet smakowo-zapachowy serdéw
i jogurtdw uzalezniony jest takze od wolnych kwaséw ttuszczowych i zwigzkdw karbonylowych
powstatych w wyniku przemian lipolityczno-oksydacyjnych ftuszczu.

Wtasciwosci przeciwutleniajgce

Mleko i mleczne produkty fermentowane majg ogromny wptyw na zdrowie. Zawdzieczamy to
obecnosci bakterii fermentaciji mlekowej. Wykazujg one silne dziatanie przeciwutleniajgce
w stosunku do wolnych rodnikéw. Jest to jeden z czynnikéw zapobiegajgcy nowotworom. Po-
tencjat antyoksydacyjny wykazuje kazeina oraz laktoferyna, biatka wystepujgce w mleku
i w mlecznych produktach fermentowanych; jogurt oraz kefir cechujqg sie najwyzszg aktywno-
scig przeciwutleniagjgcg w poréwnaniu z innymi produktami fermentowanymi dostepnymi na
rynku. Frakcja R-kazeiny cechuje sie wysokq aktywnoscig antyoksydacyjng, ze wzgledu na
obecnos¢ reszt prolinowych. Potgczenie biatek mleka, gtéwnie kazeiny i B-laktoglobuliny oraz
polifenoli moze wptywacd na zwiekszenie potencjatu przeciwutleniajgcego mlecznych produk-
tow fermentowanych. Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze zardwno mleko
jakijego przetwory posiadajg wtasciwosci przeciwutleniajgce, przy czym potencjat utleniajgcy
jest wyzszy w produktach, w ktérych zaszty kontrolowane zmiany proteolityczne. Mozliwe jest
réwniez powstanie bioaktywnych peptyddw, ktdre réwniez podwyzszajg potencjat antyoksy-
dacyjny produktdéw mleczarskich.

Tabela 4. Wtasciwosci przeciwutleniajgce jogurtdw.

Parametr Krowa Owca Koza
ZLawartoé¢ polifenoli ogdtem — mg kw. Galusowego/100g 59,95 169,64 87.07
Wtasciwosci przeciwutleniajgce met. FRAPA — mMol Fe2+/100 g 0.23 0,45 0.29

Poréwnanie wtasciwosci mleka samic roéznych gatunkdw zwierzgt gospodarskich: alpaki i kla-
czy oraz krowiego, koziego i owczego

W ramach zaplanowanych kosztéw, wykonano dodatkowo ocene mleka alpakiklaczy w celu
kompleksowej charakterystyki wtasciwosci mleka pochodzgcego od samic réznych gatunkdw
zwierzgt gospodarskich.
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Sktad podstawowy mleka alpaki odbiega od sktadu chemicznego mileka krowiego. Charak-
teryzuje sie duzg zawartoscig biatka ogdtem i bardzo duzg stabilnosciq. Biatka mleka alpaki nie
zawierajqg beta-laktoglobuliny. Charakteryzujg sie natomiast duzqg iloscig kazeiny. Stosunkowo
wysoka zawartos¢ polifenoli Swiadczy o dobrych wtasciwosci antyoksydacyjnych. Sktad che-
miczny i profil biatkowy mleka klaczy w duzym stopniu jest uzalezniony od okresu laktacji. Mleko
to charakteryzuije sie mniejszqiloscig biatka ogdtem w tym matq zawartoscig kazeiny, za to wy-
sokqg laktozy, dlatego tez jest wykorzystywane do produkciji napojéw fermentowanych, a nie
produkciji seréw. Zardwno mleko alpaki jok i klaczy zyskato akceptacje w ocenie organolep-
tycznej.

Alpaki Klacz rasy Shire.
(Fot. 4. A. Kawecka) (Fot. 5. M. Pasternak)

s

Tabela 5. Sktad podstawowy mleka réznych gatunkdw.

Parametr Krowa Owca Koza Alpaka Klacz
Sucha masa (g/100g) 12,03 19,57 12,16 16,33 9,48
Ttuszcz (g/100g) 3,16 5,98 3,23 5,29 1,98
Popidt (g/100g) 3,58 7.80 4,04 3,98 018
Biatko (g/100g) 0,58 1,37 0.56 1,09 0,47
Laktoza (g/100g) 4,71 4,42 4,33 5,98 6,86
kcal/100g 63,70 111,78 66,60 80,83 36,95
kJ/100g 266,23 465,31 278,00 338,55 156,82
Tabela 6. Wtadciwosci przeciwutleniajgce mieka réoznych gatunkdw.
Parametr Krowa Owca | Koza Alpaka Klacz
Zawartod¢ polifenoli — mg kw. Galusowego/100g 83,15 347,88 | 184,40 232,97 125,64
Wtasciwosci przeciwutleniajgce met. FRAPA 0,14 0,64 0,41 0.47 0,22
Zadanie 01-13-06-11
Wykorzystanie wypasu matych przezuwaczy w redukcji wystepowania roslin inwazyjnych
Z rodzaju Solidago.

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

Celem naukowym badan jest ocena skutecznosci wykorzystania wypasu matych przezuwaczy
w redukcii wystepowania roélin inwazyjnych z rodzaju Solidago. Celem praktycznym jest wska-
zanie najbardziej skuteczne] metody zwalczania nawtoci z uwzglednieniem gatunku wypasa-
nych zwierzgt. Okreslona zostata réwniez przydatnosé nawtoci jako dodatku paszowego w zy-
wieniu kéz oraz jej wptyw na jakos¢ i wrasciwosci pozyskiwanego mileka.
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Dziatania zaradcze — usuwanie roslin inwazyjnych metodq wypasu i koszenia

Przygotowanie terenu

Pastwisko na ktérym zidentyfikowano nawto¢ podzielone zostato na czesci, na ktérych prze-
prowadzono wypas owiec i kéz oraz koszenie. Owce rasy $winiarka i kozy rasy karpackiej byty
wypasane na pastwisku dwukrotnie. Wypasanych byto 15 dorostych maciorek i 15 kdz. Pierwsza
fura wypasu rozpoczeta sie 15 maja i frwata do catkowitego zgryzienia runi (poczgtek
czerwca). Zwierzeta miaty staty dostep do wody oraz do schronienia w postaci zadaszonego
koszaru. Po zakohczonej turze wypasu wykoszono niedojady, a pastwisko pozostawiono do po-
nownego odrosniecia runi. Nastepnie przeprowadzono drugqg ture wypasu.

Monitoring przyrodniczy Metodyka

Monitoring przyrodniczy zostat wykonany przez eksperta-botanika. Polegat m.in. na zebraniu
informacji na temat wystepowania osobnikdw/peddw nawtoci, sporzgdzeniu listy gatunkéw
ro$lin niedocelowych, z podaniem szacunkowego pokrycia powierzchni (%), zajnowanej przez
stwierdzone gatunki w ocenianych powierzchniach, a takze wykonaniu dokumentacji fotogra-
ficznej.

Prace terenowe polegajgce na zatozeniu statych powierzchni monitoringowych zaj-
mowanych przez inwazyjne gatunki z rodzaju Solidago (tj. poligondw badawczych) wykonano
wiosng (Mmaj), w okresie wyksztatcenia lisci nawtoci.

Poligony zatozono w granicach dziatek ewidencyjnych nalezgcych do gospodarstwa
rolnego. Wszystkie poligony badawcze zatozone zostaty w zwartych ptatach nawtoci lub ich
kepach, zostaty ponumerowane, a ich srodek zostat okreslony za pomocqg odbiornika GPS.

W sezonie wegetacyjnym 2024 roku wykonano monitoring przyrodniczy na powierzchni
doswiadczalnej w Rozkochowie (woj. matopolskie, pow. chrzanowski, gm. Babice, potudniowa
Polska) celem kontroli oraz oceny efektéw wdrozonego wypasu kdz i owiec na wystepowanie
inwazyjnych nawtoci Solidago sp. Zarejestrowano stan zréznicowania sktadu gatunkowego
i udziatu nawtoci przed zabiegami ochronnymi i po zabiegach. Ponadto, zebrano informacje
na temat wystepowania osobnikdw/peddw nawtoci, sporzgdzono listy gatunkdw roslin niedo-
celowych z podaniem szacunkowego pokrycia powierzchni zajmowanej przez stwierdzone ga-
tunki w ocenianych powierzchniach, a takze wykonano dokumentacje fotograficzng.

Nawto¢ pdzna Solidago gigantea jest gatunkiem obcym, inwazyjnym i rozpowszech-
nionym w Polsce. Zajmuje rozlegte tereny réwniez wzdtuz Wisty, takze w poblizu Krakowa
(Marjanska i in. 2023). Wystepowata na catej powierzchni badawczej, tworzgc mniej lub bar-
dziej zwarte ptaty (fzw. nawtociowiska), a tylko miejscami pojedynczo. Nawtocie silnie konku-
rujg zrodzimymi roslinami dzieki szybkiemu i wysokiemu wzrostowi, duzej wytrzymatosci, moc-
nemu zageszczeniu peddw podziemnych i nadziemnych nawtoci, co powoduje, ze wewngtrz
jej ptatéw zwykle nie wystepujq inne gatunki roslin, a zwtaszcza dzieki znacznej liczebnosci po-
wstajgcych nasion i ich skutecznego rozsiewania (wiatr, zwierzeta). Wraz ze wzrostem zagesz-
czenia nawtoci maleje bioréznorodnos¢ flory w srodowisku, w ktérym wystepujq (Lenda i in.
2019), dlatego tak wazne jest ograniczanie ich ekspansji i zwalczanie.



Zaktady Naukowe

Rycina. 1. Mapa powierzchni doswiadczalnej w Rozkochowie — z podziatem na cztery pola badawcze.

Wykonanie prac terenowych obejmowato zatozenie czterech statych pdl monitoringowych,
zajmowanych przez inwazyjne gatunki z rodzaju Solidago w granicach dziatek ewidencyjnych
nalezqgcych do gospodarstwa rolnego i polegato na losowym wyborze, w kazdym terminie
konfroli, 40 poletek badawczych (po 10 dla kazdego pola) w ksztatcie kota o powierzchni 1m?
(koto o srednicy 1,1 m). Podziat na cztery state pola monitoringowe podyktowany byt réznymi
formami planowanego uzytkowania w kazdym z pél.

Na losowo rozmieszczonych poletkach badawczych okreslano sktad gatunkowy zbio-
rowisk roslinnych (spisy gatunkdéw) oraz szacowano pokrycie gatunkdw roélin zgodnie z 7-stop-
niowq skalg ilosciowosci Braun-Blanquet'a.

Wyniki przeprowadzonego monitoringu efektéw wypasu w redukcji wystepowania in-
wazyjnych nawtoci Solidago sp. wskazujq, ze najskuteczniejszym — najszybciej dajgcym satys-
fakcjonujgce efekty zabiegiem, jest wypas owiec (ok. 95% skutecznosc). W przypadku kdz sku-
teczno$¢ wynosita ok. 64,3%, a w przypadku samego koszenia ok. 70%. Jednak istotng kwestig
jest tfrwatos¢ przeprowadzonych zabiegdw, ktéra w przypadku pola koszonego (bez zbioru
siana) nie bedzie zadowalajgca, podczas gdy wypas kdz daje dosc trwate efekty w zwalczaniu
gatunkéw niepozgdanych. Kontynuacja badan niewgtpliwie umozliwitaby potwierdzenie za-
sadnosci tak postawionego zatozenia. Bezsprzecznie wypas skutecznie redukuje warstwe zale-
gajgcego wojtoku oraz znacznie podnosi wskazniki réznorodnosci biologicznej (lbogactwa ga-
tunkowego roslin). Najwiekszy wzrost liczby gatunkdéw zanotowano w polach, gdzie przebywaty
owce.

Zaleca sie kontynuacije doswiadczenia i dalsze obserwacje monitoringowe w kolejnym
sezonie wegetacyjnym. Szczegdlnie wskazana jest kontrola odrastania i pokrycia powierzchni
badawczych przez Solidago gigantea po okresie spoczynku zimowego, a przed wznowieniem
jakiejkolwiek formy uzytkowania. Istotne jest takze utrzymanie zabiegdw ochronnych celem
dalszej eliminaciji inwazyjnych nawtoci, az do catkowitej redukcji populacji Solidago na po-
wierzchniach badawczych oraz podtrzymania efektdw przyrodniczych uzyskanych dzieki
wdrozeniu zabiegdw ochronnych.

Podczas prac monitoringowych wykonano petng dokumentacje fotograficzng (ob-
szaru badawczego oraz kazdego poletka z osobna w kolejnych cyklach).
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Ponizej zamieszczono kilka wybranych fotografii obrazujgcych teren badan w réznych cyklach

oraz ptaty roslinnosci w wybranych poletkach.

Obszar badawczy — | cykl, 25.04.2024.
Na pierwszym planie pole nr 1. (Fot. 1. D. Suder)

Poletko z duzym udziatem traw i nawtoci — 25.04.2024

roku. (Fot. 2. D. Suder)

Poletko zdominowane przez Solidago gigantea
—25.04.2024 roku. (Fot. 3. D. Suder)

Obszar badawczy - Il cykl, 02.07.2024 oku.

Poletko z duzym udziatem traw i nawtoci — 02.07.2024

(Fot. 5. D. Suder)

Poletko o wysokim bogactwie gatunkowym, nawiqzu-

jace do tak trzeslicowych. Duzy udziat krwisciggu San-

roku. (Fot. 6. D. Suder)

Poletko z duzym udziatem Solidago gigantea. —
02.07.2024 roku. (Fot. 8. D. Suder)

guisorba officinalis — 02.07.2024 roku. (Fot. 7. D.Suder)
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Powierzchnie wypasane. Runh niska. Widoczny odrost
nawtoci — 02.07.2024 roku.
Fot. 9. D. Suder

Powierzchnie nieuzytkowane z duzymi ptatami naw-
toci - 02.07.2024 roku.

Powierzchnie koszone. Widoczna Scieta, sucha biomasa
nawtoci — 02.07.2024 roku. (Fot. 10. D. Suder)

Obszar badawczy - Il cykl, 21.09.2024 roku.
(Fot. 12. D. Suder)

Fot. 11. D. Sud

Poletko o wtasciwej strukturze gatunkowej, nawtoé
niemal catkowicie wyeliminowana - 21.09.2024 roku.
(Fot. 13. D. Suder)

Powierzcnie koszone mocno zbuchtowane przez
dziki, z panujgcg pokrzywqg — 21.09.2024 roku.
(Fot. 14. D. Suder)

Poletko o wysokim bogactwie gatunkowym. Duzy
udziat ostrozenia tgkowego Cirsium rivulare —

Poletko zdominowane przez pokrzywe —
21.09.2024 roku.
(Fot. 16. D. Suder)

21.09.2024 roku. (Fot. 15. D. Suder)
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Ocena jakosci mleka pozyskanego od kéz zywionych nawtociq

Materiat doswiadczalny

Stado kdz karpackich podzielone zostato na dwie grupy — grupe kontrolng, wypasang na tra-
dycyjnym pastwisku (15 kdz)oraz doswiadczalng na pastwisku z nawtociqg (15 kdz).

Wszystkie kozy po odsadzeniu kozlgt — w wieku okoto 100 dni — sg wypasane od maja
do wrzesnia. Podczas przeprowadzanej rutynowo (co miesigc) kontroli mlecznosci, od kazdej
kozy pobrano indywidulane préby mleka i przekazano do laboratorium. Préby zielonki pastwi-
skowej z pastwiska konfrolnego oraz nawtoci z pastwiska doswiadczalnego w celu oceny war-
todci po- karmowej zostang pobrano w na poczagtku i kohcu kazdego cyklu wypasowego.

Ocena jakosci mleka koziego karmionego pastwiskowo i z dodatkiem nawtoci

Ocene wykonano w Katedrze Przetworstwa Produktow Zwierzecych Uniwersytetu Rolniczego
w Krakowie. W badanych prébach okre$lono podstawowy sktad chemiczny: suchg mase,
biatko w tym zawartos¢ frakcji biatkowych oraz profil aminokwasowy, ttuszcz, laktoze, popidt.
Zbadano réwniez zawartos¢ polifenoli ogdtem i wiasciwosci przeciwutleniajgce.

Wyniki

Mleko kozie znajduje bardzo szerokie zastosowanie w zywieniu ze wzgledu wtasciwosci bioak-
tywne, niskg alergennosc¢ i wtasciwosci immunostymulujgce. Waznymi substancjami bioaktyw-
nymi mleka koziego sqg biatka, oligosacharydy i witaminy. Substancje te sg doskonale wchta-
niane przez organizm ludzki i mogq by¢ stosowane w profilaktyce wielu choréb. Sktad che-
miczny mileka jest $ciSle zwigzany z okresem laktaciji. Waznym elementem wptywajgcym na
sktad chemiczny mleka jest rowniez zywienie zwierzgt. W wielu badaniach dowodzi sie, ze sktad
mieszanki paszowej bogatej w polifencle (np. wyttoki z winogron, jabtek i innych owocdw oraz
ziét) wptywa bardzo pozytywnie na wtasciwosci antyoksydacyjne mleka jak réwniez produko-
wanych z niego serow. Moze réwniez wptywac korzystnie na organizm zwierzgt.

W badanych prébach wystepowato duze zréznicowane w obrebie sktadu podstawo-
wego suchej masy, gestosci oraz kwasowosci, jak réwniez profilu biatek mleka. Swieze mleko
kozie charakteryzuje sie pH w granicach 6,6-6,8 i kwasowoscig miareczkowq 6,5 -7,50SH. Kwa-
sowos¢ powyzej 80SH okresla lekkie nadkwaszenie mleka. Ponizej 6,4 moze by< wynikiem stanu
zapalnego wymienia. Badania wykazaty, ze znaczna cze$¢ badanych mlek nie miescita sie
w tych granicach, co moze mieé wptyw na stabilnos¢ biatek. Widoczny byt wzrost zawartosci
immunoglobulin, a co za tym idzie wzrost gestosci mleka, z kazdym kolejnym pobraniem. Wzrost
ten byt intfensywniejszy w przypadku mleka zwierzgt karmionych nawtociq. Wystepowaty takze
réznice w barwie mleka. Préby mleka od kéz karmionych nawtocig posiadaty barwe intensyw-
nie zotta.
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Zaktad Hodowli Drobnego Inwentarza
kierownik: prof. dr hab. Dorota Kowalska

Zadanie 01-14-05-11
Wptyw rolnictwa precyzyjnego na produkcje suma afrykanskiego w obiegu zamknietym.
kierownik zadania: dr inz. Przemystaw Pol

Na podstawie uzyskanych w pierwszych latach realizowanego zadania wynikdw, opracowano
dwa eksperymentalne systemy podchowu typu RAS.

Jeden obieg wyposazony byt jedynie w filtracje mechaniczng w postaci automatycz-
nych rolleréw oraz filtracje biologiczng, opartg o ptywajgce ztoza typu MBBR umieszczone
w szesciu szesnastolitrowych workach.

Drugi obieg posiadat dodatkowy, 80 lifrowy filtr z ruchomym ztozem oraz wysoki, skta-
dajgcy sie sze$ciu poziomdw zraszany filtr. Cztery z sze$ciu poziomdw zajmowaty ztoza MBBR,
natomiast dwa poziomu zostaty dostosowane do produkcji glondw nitkowatych. Do obu ba-
sendw podtgczono specjalistyczng aparature mierzgcg — w odstepach 5 minutowych — para-
mefry, takie jak tfemperatura, ORP i pH, TDS.

W kazdym basenie umieszczono po 200 sztuk narybku suma afrykanskiego clarias ga-
riepinus i rozpoczeto doswiadczenie. Jeden raz w tygodniu woda z kazdego obiegu byta tran-
portowana do analiz ICP, z dodatkowym pomiarem nasycenia tflenem wody.

Wykazano ogromne réznice w zachowaniu i dobrostanie zwierzat przetrzymywanych
w obiegu z typowym systemem filtracji, w stosunku do ryb przetrzymywanych w obiegu z zo-
wansowanym systemem filtracji. W warunkach stabej filiracji dochodzito do podgryzania oraz
aktow kanibalizmu u ryb. Wiekszy stres objawiat sie obijaniem ryb o boki basendw, jak réwniez
wyskakiwaniem z wody. Zaobserwowano takze zdecydowanie dtuzsze wyzeranie paszy przez
ryby w warunkach stabej filtracji. Jednoznacznie stwierdzono, ze staba filtracja wody ma bar-
dzo duzy wptyw na poziom stresu u ryb, skutkujgcy pogorszeniem dobrostanu zwierzat, ktéry
przektada sie na tempo wzrostu, kondycje oraz gotowo$¢ do rozrodu.

Do grudnia 2024 roku, ryby osiggnety $rednig mase 300 g.

Zadanie 01-14-06-11
Wptyw dodatku makuchu i oleju z nasion dyni na uzytkowosc krolikow.

kierownik zadania: prof. dr hab. Dorota Kowalska

W celu sprostania wymogom pokarmowym zwierzgt o wysokim potencjale produkcyjnym, ja-
kimi sg bezsprzecznie kroliki, nalezy zapewni¢ im dostateczng ilos¢ pasz jak najlepszej jakosci.
Dla hodowcy wazny jest rowniez aspekt ekonomiczny zywienia, ktére stanowi najwyzszy koszt
utrzymania krélikéw oceniany na okoto 80-85%.

Polska importuje corocznie ponad 75% biatka rolinnego — gtdwnie w postaci sruty
sojowej, ktérej import wzrést w ostatnim czasie do okoto 2,5 min ton. Sruta ta, wykorzystywana
w petnoporcjowych mieszankach paszowych dla krélikdw, jest najdrozszym komponentem.
W momencie wejscia w zycie przepisdw zabraniajgcych stosowania w zywieniu zwierzgt pasz
GMO, bedzie musiata by¢ zastgpiona innymi komponentami. Stgd obecnie prowadzone sq
liczne badania dotyczgce mozliwosci wykorzystania w hodowli krélikdw innych pasz biatko-
wych, jak i takich, ktérymi nie sg skarmiane pozostate gatunki zwierzgt gospodarskich (ziota,
chwasty, odpady sadownicze).
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Uwage zwraca sie rowniez na poprawe na drodze zywieniowej parametrow jakosciowych
produkowanego miesa, aby sprostac coraz wyzszym oczekiwaniom konsumentéw co do jo-
kosci produktu kohcowego.

Pestki dyni mogqg stanowic¢ jedng z alternatyw dla komercyjnie wykorzystywanych zré-
det biatka stosowanych w zywieniu zwierzgt gospodarskich, w tym réwniez krélikdw. Poziom
biatka w nasionach dyni niektérych odmian moze siegac¢ nawet 35%. Posiada ono pozgdany
zywieniowo sktad aminokwasowy z duzym udziatem aminokwasdw egzogennych (Jafari
i wsp.,2012).

W badaniach naukowych wykazano, ze biatko wyizolowane z nasion dyni ma bardzo
wysokqg biodostepnosc i przyswajalnose, pordbwnywalng z biatkiem pochodzgcym z nasion soi
(Rezigiwsp., 2013). Pestki dyni zawierajq w swoim sktadzie wszystkie 9 aminokwasdw egzogen-
nych: histydyne, izoleucyne, leucyne, lizyne, metionine, fenyloalanine, freonine, tryptofaniwa-
line (Singh i Kumar, 2023). Ponadto pestki sg bogate w wielonienasycone kwasy ftuszczowe —
kwas linolowy (LA, C18:2 n-6) i oleinowy (C18:1), ktére pokrywajq okoto 75% catkowitej zawa-
tosci wszystkich kwaséw ttuszczowych. Cechuje je takze bogactwo substanciji biologicznie
czynnych, takich jak: tokoferole, karotenoidy, terpenoidy, terpeny (kaburbitacyna), alkaloidy
(moschatyna), skwalany, fitosterole, fenole, kumaryny, prowitaminy, barwniki i flawonoidy.
Oprécztego sq zrédtem magnezu, zelaza, wapnia, potasu, fosforu oraz wielu mikroelementéw
(Dotto i Chacha, 2020).

Cel badah

Celem podjetych badan byto okreslenie wptywu 5i 10% dodatku makuchu z pestek dyni do
petnoporcjowej mieszanki paszowej podawanej krélikom na wyniki odchowu, uzytkowosé
rzeznq, jako$¢ miesa i zdrowotnosé zwierzgt.

Przeprowadzone do$wiadczenie moze przyczyni¢ sie do szerszego wykorzystywania
makuchu z nasion dyni w zywieniu krélikéw zaréwno w chowie intensywnym, jak i w gospodar-
stwach ekstensywnych czy ekologicznych, w ktérych konieczna jest selekcja podawanych
zwierzetom komponentéw paszowych.

Materiat i metody

W pierwszym kwartale 2023 roku pokryto 30 samic krolikdw rasy popielnianskie] biate] utrzymy-
wanych w fermie nalezgcej do Instytutu Zootechniki w Aleksandrowicach. Urodzone kréliczeta
odchowywano przy matkach, w kojcach na gtebokiej scidtce do wieku 35 dni, a nastepnie
przeniesiono do metalowych klatek przeznaczonych do odchowu towarowego zwierzgt. Utwo-
rzono trzy grupy kontrolng (K) i dwie doswiadczalne (D1 i D2) — po 20 sztuk kréliczgt w kazdej,
ktére zywiono do wieku 90 dni petnoporcjowymi mieszankami granulowanymi z 0, 5i 10% do-
datkiem makuchu z pestek dyni. W sktad podstawowej mieszanki paszowej wchodzita: poeks-
trakcyjna $ruta sojowa, susz z lucerny, otreby pszenne, $ruty: jeczmienna i kukurydziana, olej
rzepakowy, fosforan paszowy, NaCl, premixmineralno-witaminowy i arbocel. W grupie D2 ma-
kuch z dyni zastgpit w catosci poekstrakcyjng srute sojowqg. W 90. dniu zycia ubito po 10 sztuk
krélikéw z kazdej grupy. Podczas uboju pobrano tkanki niezbedne do dalszych analiz, takie jok:
mieso, krew, wagtrobe, nerki, jelita i Sledzione. Opisane analizy prowadzone byty w latach 2023-
2024.

Na pobranych prébkach miesnia najdtuzszego ledzwi (m. longissimus lumborum) wyko-
nano analize tekstury miesa oraz immunohistochemiczng analize sktadu wtdkien miesniowych.
W mieéniu najdtuzszym ledzwi (m. longissimus lumborum) i dwugtowym uda (m. biceps femoris)
okreslono sktad chemiczny i profil aminokwasowy miesa kréliczego.



Przeprowadzono réwniez analize morfologiczng pobranej poubojowo krwi krdlicze;.

Wyniki

Tabela 1. Wptyw dodatku makuchu z pestek dyni na wyciek termiczny, site ciecia i profilowq analize tekstury miesnia

najdtuzszego ledzwi (m. longissimus lumborum) — srednia + SEM.
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Grupa
Wyszczegdlnienie K D1 D2 p-value
n=10 n=10 n=10
Sita ciecia (kg) 0,967+0,082 1,661£0,16P 1,524+0,11p 0,001
Twardos¢ (kg) 8,753+0,85¢ 13,268+0,1,3%9° 10,897+1,26¢b 0,040
Spdjnosc 0,414£0,01¢ 0,487+0,01v 0,458+0,01p 0,000
Sprezystosc 0,488+0,02 0,537+0,01 0,504+0,01 0,086
ZUjnos¢ (kg) 1,871+0,27¢ 3,731£0,57v 2,704+0,42¢b 0,021
Wyciek termiczny (%) 16,906£2,46 22,287+0,66 18,452+1,536 0,092

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata, ze dodatek makuchu z pestek dyni wptywat
istotnie na site ciecia, a najwyzsza wartos$¢ tej cechy dotyczyta miesa zwierzgt z grupy D1. Z ko-
lei jej statystycznie najnizsza warto$¢ charakteryzowata mieso krélikéw z grupy kontrolnej. Naj-
wyzszg miare twardosci odnotowano w miesie krélikdw zywionych 5% dodatkiem makuchu
z pestek dyni. Wartos¢ ta byta istotnie wyzsza w poréwnaniu z miesem krolikdw z grupy kontrol-
nej. Najnizsza wielko$¢ spodjnosci i zujnosci zostata zmierzona w miesie combra krélikéw z grupy
kontrolnej, a najwyzsza z grupy D1. Nie wykazano wptywu dodatku makuchu z pestek dyni na
sprezysto$¢ miesa oraz na wyciek termiczny (Tabela 1.).

Tabela 2. Wptyw dodatku makuchu z pestek dyni na profil aminokwasdéw w miesniu dwugtowym uda (m. biceps
femoris) (g/kg proby) — srednia + SEM.

Grupa
Aminokwas K D1 D2 p-value
n=10 n=10 n=10

Seryna 7,927%0,0,40¢ 9,100+0,38 8,229+0,20¢ 0.056
Kwas asparaginowy 21,872010,62 20,898+0,35 20,601+0,49 0,190
Treonina 9,600+0,23 8,931+0,16 9,693+0,32 0,074
Kwas glutaminowy 34,299+1,37 31,931+0,72 31,641+0,85 0,150
Prolina 8,303+0,24 8,042+0,13 8,113+0,20 0,632
Glicyna 11,635£0,37 10,652+0,23 11,251£0,20 0,116
Alanina 11,798+0,30 11,357+0,19 12,141+0,24 0.097
Walina 10,954+0,22 10,233+0,20 10,872+0,23 0.049
Izoleucyna 9,826%0,20 9,368+0,22 9,754%0,21 0.274
Leucyna 16,992+0,35 16,001£0,28 16,291+0,30 0,086
Tyrozyna 10,770%0,23¢ 8,709+0,3%9 11,080+0,27¢ 0.000
Fenyloalanina 8,660+0,19¢ 7,289+0,20° 8,420+0,20s 0.000
Histydyna 7,334+0,34¢ 5,766+0,41v 6,958+0,30 0,011
Lizyna 20,479+0,64¢ 16,519£0,47° 21,168+0,38¢ 0.000
Arginina 16,713+0,48¢ 12,440+0,96P 15,521+0,65¢ 0.000
Cysteina 2,583+0,06 2,529+0,10 2,364+0,03 0.087
Metionina 6,502+0,10¢ 6,023+0,209 5,899+0,110 0,014
Tryptofan 2,866+0,18 3,116+0,20 2,660£0,13 0,189
Suma aminokwasdéw egzogen- 109,926+2,28¢ 95,686+2,360 107,236%2,26¢ 0,000
nych

Suma wszystkich aminokwaséw 219,113%4,10¢ 198,904+2,96> 212,656+4,45¢ 0.003

W miesniu dwugtowym uda (m. biceps femoris) (Tabela 2.), w grupie D1, stwierdzono istotny
wzrost zawartosci seryny, jak rdwniez obnizenie poziomu tyrozyny, fenyloalaniny, lizyny i argininy
w poréwnaniu z grupg kontrolng i grupq D2.
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Najwyzszy udziat histydyny w profil aminokwasowym odnotowano w grupie kontrolnej, a ngj-
nizszy w grupie zywionej paszg z 5% dodatkiem makuchu. Réwniez w grupie kontrolnej wyka-
zano najwyzszy udziat metioniny, natomiast najnizszy w grupie D2. W przypadku pozostatych
aminokwasdéw nie odnotowano istotnych statystycznie réznic. Podobnie jak w przypadku mie-
$nia combra, stwierdzono takze istotne obnizenie poziomu aminokwasdédw egzogennych w gru-
pie D1 w stosunku do pozostatych grup zywieniowych. Zalezno$¢ ta zostata takze wykazana
w przypadku sumy wszystkich badanych aminokwasdw.

Tabela 3. Wptyw dodatku makuchu z pestek dyni na sktad chemiczny miesnia najdtuzszego ledzwi (m. longissimus
lumborum) i dwugtowego uda (m. biceps femoris) (%) — Srednia + SEM.

Grupa
Wyszczegdlnienie K D1 D2 p-value
n=10 n=10 n=10
m. longissimus lumborum
Sucha masa 32,397%0,97 30,238+0,75 29,397+0,87 0,070
Biatko catkowite 21,009+1,58 19,277+1,87 20,316%2,73 0,203
Ttuszcz catkowity 0,895+0,06 0,995+0,03 1,015 £0,00 0,000
m. biceps femoris
Sucha masa 38,041£2,23 31,879+0,85 33,364+02,14 0,080
Biatko catkowite 23,120£1,93 21,21740,27 19,168+0,72 0,100
Ttuszcz catkowity 1,015+0,01 0,990+0,01 0,996 £0,02 0,335

Przeprowadzone doswiadczenie nie wykazato, aby dodatek zywieniowy wptywat istotnie na
zawarto$¢ suchej masy, biatka catkowitego i ttuszczu catkowitego w badanym miesie. Najwyz-
szq, cho¢ nie potwierdzonq statystycznie warto$¢ suchej masy i biatka catkowitego, stwier-
dzono w grupie K, natomiast ttuszczu catkowitego w miesniu najdtuzszym ledzwi w grupie D2
i mie$niu dwugtowym uda grupy K (Tabela 3.).

Tabela 4. Wptyw dodatku makuchu z pestek dyni na proporcje wtdkien miesniowych typu I, llA i 1IB mieénia najdtuz-
szego ledzwi (m. longissimus lumborum) — §rednia = SEM.

Grupa
Parametr K D1 D2 p-value
n=10 n=10 n=10
4] 48,09+1,06 48,79+1,35 47,78+1,38 0,865
DIA 50,67£1,76 49,74440,81 50,28+1,28 0,887
2IB 66,19%1,35 66,44+1,38 66,68+1,20 0,966
%l 5,87+0,58 6,49+0,48 6,44%0,47 0,637
%l A 23,32+1,05 23,37£1,16 23,10+0,91 0,981
%l1B 70,81+1,30 70,14+1,32 70,46%1,20 0,930
Objasénienie:

| —wtdkna typu | (oksydacyjne, wolne, czerwone) — wybarwione na brgzowo;

IIA — wtékna typu lIA (oksydacyjno-glikolityczne, posrednie) — wybarwione na niebiesko;

IIB — wtdkna typu IIB (glikolityczne, szybkie, biate) — brak reakcji, barwa biata.

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata wptywu stosowanego dodatku zywie-
niowego na proporcje wtdkien miesniowych w miesniu najdtuzszym ledzwi (m. longissimus

lumborum) (Tabela 4.).
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Rycina 1. Przekrdj porzeczny m. longissimus lumborum krélikdw rasy popielnianskiej biatej. Grupa kontrolna (A), grupa
zywiona 5% dodatkiem makuchu (B) oraz grupa zywiona 10% dodatkiem makuchu (C). Reakcja histochemiczna na
aktywnos¢ dehydrogenazy NADH-TR oraz reakcja immunohistochemiczna na obecnoé¢ izoformy miozyny wolne;j.
Wtdkna miesniowe czerwone (typu 1), posrednie (typu lIA) i biate (typu IIB). Skala 100 um.
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Tabela 5. Wptyw dodatku makuchu z pestek dyni na wyniki morfologii krwi kréliczej — srednia + SEM.

Grupa
Wyszczegdlnienie K D1 D2 p-value Normy
n=10 n=10 n=10
WBC (103ul) 8,460+1,24p 11,74+0,93¢ 10,3120,790b 0.089 2,0-15,0
LYM (%) 78,63+1,39¢ 68,43+3,81b 69,75%2,910 0,037 25,0-95,0
MON (%) 0,870+0,04 0,890+0,07 1,030+0,08 0.217 1,0-16,0
GRA (%) 20,66£1,37° 30,66+£3,80@ 29,18+2,83¢ 0,041 10,0-80,0
LYM (103l) 6,600%0,93 7,980£0,65 7,090+0,49 0.398 3.4-7.9
MON (103ul) 0,080+0,02 0,120+0,01 0,110+0,02 0.253 0,0-0,5
GRA (103ul) 1,820+0,31p 5,310+0,38¢ 5,690+0,13¢ 0.000 1,5-5,7
RBC (10¢l) 5,330+0,08 5,460+0,16 5,690+0,13 0,158 4,0-9.0
HGB (g/dl) 11,25+0,19 11,5240,32 11,86%0,28 0.284 9,0-19,0
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HCT (%) 33,06+0,53 33,86+0,97 34,95+0,72 0,229 30,0-53,0
MCV (um3) 62,58+0,77 62,14+0,33 61,54+0,38 0,394 60,0-80,0
MCH (pg) 21,29+0,26 21,09+0,16 21,40+0,59 0,846 16,0-30,0
MCHC (g/dl) 34,04+0,24 33,92+0,15 33,850,118 0,783 22,0-41,0
RDWC (%) 14,43+0,53° 14,90+0,36¢b 15,70+0,24¢c 0,087
RDWS (um3) 35,19+0,99 36,71£0,95 37,11+£0,85 0,321
PLT (103ul) 182,9+17,7° 308,3+25,2¢ 239,9+21,90 0,001 120-800
MPV (um3) 5,590+0,09 5,700£0,13 5,580+0,18 0,797
PCT (%) 0,101£0,01p 0,174+0,01¢@ 0,131£0,01b 0,001
PDW (%) 21,86%2,40 18,30£1,11 23,1442,12 0,212
P-LCR 4,880+0,46 4,740%0,53 4,64010,91 0,968 12,0-42,0
Objasnienie:

WBC - liczba biatych krwinek; LYM —limfocyty; MON — monocyty; RBC —liczba czerwonych krwinek; GRA — granulocyty;
HGB — hemoglobina; HCT — hematokryt; MCV — wskaznik sredniej objetosci krwinki czerwonej; MCH — wskaznik Sredniej
zawartos$ci hemoglobiny w krwince; MCHC - wskaznik Sredniego stezenia hemoglobiny w krwince czerwonej; RDWC —
wspodtczynnik zmiennosci rozktadu objetosci erytrocytdw; RDWS — wskaznik rozktadu objetosci erytrocytéw; PLT — trom-
bocyty; MPV - érednia objeto$¢ ptytek krwi; PCT — trombokryt; PDW — wskaznik anizocytozy (zréznicowania wielkosci)
ptytek krwi; P-LCR — odsetek ptytek krwi w prébce.

Wykazano, ze dodatek ten wptywa istotnie na ogdling liczbe biatych krwinek (WBC). Ich staty-
stycznie najwyzszq zawarto$cig cechowata sie krew krélikdw z grupy D1, a najnizszg z grupy
kontrolnej. Zauwazono rowniez wptyw badanego makuchu na procentowy udziat limfocytow
i granulocytdw oraz na liczbe granulocytdw. Statystycznie wyzszy (P<0,05) procentowy udziat
limfocytdéw i statystycznie nizszy procentowy i liczbowy udziat granulocytéw cechowat krew
krélikdw z grupy kontrolnej w stosunku do obydwu grup doswiadczalnych, pomiedzy ktérymi
nie wykazano istotnych réznic.

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata takze wptyw stosowanego dodatku zy-
wieniowego na wspdtczynnik zmiennosci rozktadu objetosci erytrocytdw (RDWC). Statystycznie
potwierdzona najwyzsza wartos¢ tego parametru zostata odnotowana w grupie zywionej 10%
dodatkiem makuchu z pestek dyni, a najnizsza w grupie kontrolne;.

llo$¢ ptytek krwi oraz hematokryt ptytkowy (frombokryt) réwniez réznity sie istotnie miedzy
poszczegdlnymi grupami zywieniowymi. Najwyzsza wartos¢ omawianych wskaznikdw zostata
odnotowana w grupie D1, a najnizsza w grupie nieotrzymujgcej dodatku makuchu w paszy
w stosunku do podawanych norm (Tabela 5.).
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Zaktad Ochrony Bioréznorodnosci Zwierzat Gospodarskich i Hodowli Koni
(do dnia 29 lutego 2024 roku Zaktad Hodowli Koni)
kierownik: dr inz. Agnieszka Chetminska

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

dr inz. Iwona Tomczyk-Wrona

W omawianym okresie sprawozdawczym uzupetniono materiat DNA do badan nad lipcdéwkq
U koni rasy huculskiej. Cze$¢ materiatu pochodzita z bazy Zaktadu Biologii Molekularne;.
Wstepna analiza potwierdzita, ze egzema letnia, potocznie zwana lipcdwkaq, to choroba poli-
genetyczna wymagajgca dalszych badan i analiz, w celu wyodrebnienia gendéw odpowie-
dzialnych za jej wystepowanie. U koni obarczonych egzemg skérng wyodrebniono miedzy in-
nymi ADAMTS2 odpowiedzialny za stany zapalne skéry, KCnT2 zwigzany z dziataniem pompy
sodowo-potasowej, mogqgcy powodowac nadwrazliwos¢ na bdél. KCnT2 oraz LhX9 u ludzi sg
powigzane z nowotworami. Mutacja w genie SH3PXD2B moze wywotywac rzadki zespot auto-
somalny recesywny i odgrywa role w przebudowie macierzy zewnagtrzkomadrkowej i migraciji
komoérek. Dodatkowo, analiza rodowoddw koni potwierdzita, ze wirdd przodkdw koni obarczo-
nych lipcodwkqg powtarza sie ogier Cukor-Gurgul-5 w liniach zarbwno po matce, jak i po ojcu.
Zagadnienie to bedzie poddane dalszej szczegdtowej analizie.

Wykres 1. Wyniki badan asocjacyjnych catego genomu (GWAS) ocenianej populacji koni huculskich.
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Badanie GWAS (Genome-Wide Association Study) przeprowadzone na koniach huculskich
wskazato istotne statystyczne polimorfizmy pojedynczych nukleotyddw (SNPs) na chromoso-
mach 11, 15 oraz 30 - zwigzane z wystgpieniem egzemy letniej. Wyniki te wymagajq dalszych
analiz, aby doktadnie zidentyfikowad¢ odpowiedzialne warianty genetyczne iich role w rozwoju
tej choroby.

Rownolegle prowadzone byty prace dotyczgce poszukiwania koni innych ras dotknie-
tych egzema letnig. Wyszukiwano hodowle i stajnie, w ktdrych znajdowaty sie konie z egzemqg
skorng. W okresie sprawozdawczym pozyskano materiat z osrodkdw hodowli koni rasy $lgskiej
do dalszych badan genetycznych. Zebrany materiat dotyczgcy koni rasy $lgskiej z objawami
egzemy letniej i koni zdrowych bedzie poddany dalszym badaniom genetycznym, podobnie
jak w populaciji koni huculskich.
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Dokonano przeglgdu literatury o badaniach ankietowych, ukierunkowanych na analize do-
brostanu koni, weryfikacje wiedzy wtascicieli koni oraz oséb pracujgcych z kohmi. Przeprowa-
dzono analize danych uzyskanych w wyniku przeprowadzenia ankiety dobrostanowej opraco-
wanej w jezyku polskim. Ankieta ta dostosowana byta do specyfiki naszego kraju i obecnych
systemdw utrzymania. Opracowane pytania dotyczyty danych socjo-demograficznych,
sprawdzajgcych poziom wiedzy i checi rozwoju oséb pracujgcych z kormi, a takze pytania
dotyczgce oceny koni, z ktérymi pracujg w danym oérodku. Badanie ankietowe przeprowa-
dzono wérdd 48 osdb, ktdre byty lub nie byty zwigzane z kormi.

Wykres 2. Zwigzek ankietowanych z kormi.

m Behawiorysta

m Instruktor jazdy konnegj
(rekreacja i niski sport)
= Wiasciciel konia

Nie mam doczynienia z
kornmi
m Po prostu jezdze konno
m Trener Jezdziectwa
Naturainego

m Trener sporfowy

m Wolontariat przy koniach

Wykres 3. Zwigzek ankietowanych ze §rodowiskiem jezdzieckim.

m Amatorzy

m Profesjonalisci

Ankietowane osoby podzielono na dwie grupy: amatorzy i profesjonalisci. Do grupy amatoréw
zaliczono osoby, ktére w ankiecie udzielity odpowiedzi: nie mam do czynienia z kohmi, po pro-
stu jezdze konno, wtasciciel konia, wolontariusze. Do grupy profesjonalistow zaliczono: beha-
wiorystéw, instruktordw jazdy konnej, instruktordw sportu i trenerdw jezdziectwa naturalnego.
Stosunek obu grup wynidst 46 % amatorzy do 54 % profesjonalisci.
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Wykres 4. Ocena mimiki (wyrazu) pyska konia bélowego.

B Dyskomfort/Niezadowolenie

minne

Ankietowanym przedstawiono zdjecie konia bdlowego z kolkg, z zadaniem okredlenia jego
stanu na podstawie mimiki (wyrazu) pyska. W dalszej analizie szczegdtowe oceny — bdl, oso-
wiaty lub niezadowolony zostaty potgczone w jednq kategorie — dyskomfort, natomiast spo-
kojny i skupiony w kategorie — inne. Wyniki przedstawiono na Wykresie 4.

Ponad potowa ankietowanych mylnie ocenita konia bdlowego wskazujgc na spokdj
czy skupienie. Rezultaty ankiety wykazaty brak rozpoznawania bdlu u koni, zaréwno w $srodo-
wisku profesjonalistow, jak i amatoréw. Prawdopodobnie wiekszo$¢ osdb nie ma nawyku my-
Slenia o mozliwosci wystgpienia bdlu u koni. Szukajg oni raczej innych wyttumaczen niepozag-
danego zachowania i postawy konia. Wynik ankiety potwierdzity, ze konie bdlowe mogg zostac
mylnie zinterpretowane jako zrelaksowane. Wskazuje to na potrzebe, aby wszystkie osoby pra-
cujgce i obcujgce na co dzien z kohmi ciggle poszerzaty swojq wiedze oraz dgzyty do stopnio-
wego podnoszenia poziomu dobrostanu koni.
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Zaktad Zywienia Zwierzat i Paszoznawstwa
kierownik: prof. dr hab. Beata Szymczyk

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

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

Realizowane zadania sktadajqg sie z dwdch niezaleznych, ale spdjnych przedmiotowo celdéw
szczegotowych. Zakres badan prowadzonych w obu celach dotyczy zagadnieh nowoczesnej
produkcii drobiarskiej — intensywnie odchowywanych kurczgt rzeznych (brojleréw) oraz inten-
sywnie uzytkowanych kur niesnych. Uwage skoncentrowano na wptywie dodatkdw fitobioty-
kéw (i ich interakcji z kokcydiostatykami stosowanymi w paszy dla brojleréw) w kontekscie od-
dziatywania na produkcyjnos¢ kurczgt i niosek, status zdrowotny ptakdw, jakos¢ produktow
orazich bezpieczenstwo dla konsumenta (cel 1.), a takze na wptywie uwarunkowan fizjologicz-
nych zwigzanych z rozwojem przewodu pokarmowego oraz wydajnosciqg sekrecyjng uktadu
enzymatycznego u kurczgt brojlerdw w wieku 10, 20 i 30 dni na strawnos¢ jelitowqg aminokwa-
sdw nasion krajowych niskotaninowych i wysokotaninowych odmian bobiku, w kontekscie uzy-
skania danych umozliwiajgcych optymalne wykorzystanie tych nasion w mieszankach paszo-
wych stosowanych w systemie wielofazowego zywienia brojlerow (cel 2.).

W roku sprawozdawczym kontynuowano badania zwigzane z realizacjg doswiadcze-
nia na kurczetach rzeznych, ktérego celem byto okreslenie skutecznosci preparatdw: z czosnku
(Allium sativum), oregano (Origanum vulgare), ostropestu (Sylibum marianum), karczocha (Cy-
nara scolymus), ostryzu dtugiego (Curcuma longa) w warunkach ciggtego stosowania jonofo-
rowego kokcydiostatyku paszowego monenzyny. Schemat doswiadczenia obejmowat réw-
niez grupy kontrolne — negatywnq bez dodatku i pozytywng z dodatkiem kokcydiostatyku.

Kurnik doswiadczalny ZZZiP. (Fot. 1. P. Zawiszal)

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

Grupa doéwiadczalna Kokcy;iios’ro’rykjonoforoyvy Preparat ziotowy )
W mieszance paszowej W mieszance paszowej
1 - -
2 Monenzyna -
3 Czosnek (Allium sativum)
4 Oregano (Origanum vulgare)
5 Ostropest (Sylibum marianum)
6 Karczoch (Cynara scolymus)
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W ramach badan przeprowadzono analize aktywnosci przeciwutleniajgcej oraz sktadu testo-
wanych ekstraktow roslinnych z: czosnku, kurkumy, ostropestu, oregano i karczocha pod kgtem
oznaczenia wiodgcych substancji bioaktywnych. Analizy aktywnosci przeciwutleniajgcej prze-
prowadzono z wykorzystaniem nastepujgcych metod: FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Po-
wer) oraz DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl).

Analiza metodami FRAP i DPPH wykazata, ze najwiekszg aktywnos¢ przeciwutleniajgcq
miat ekstrakt z kurkumy (160 umol TE/g w tescie FRAP, 73,1% inhibicji w tes$cie DPPH), natomiast
najnizszg czosnek (0,38 umol TE/g w tescie FRAP, 1,05% inhibicji w te$cie DPPH). Wysokq aktyw-
nos$¢ wykazat rowniez ostropest (2,63 umol TE/g w tescie FRAP, 55,3% inhibicji w teScie DPPH).

Tabela 2. Wyniki analizy aktywnosci przeciwutleniajgcej ekstraktdw ziotowych.

Ekstrakt ziotowy FRAP (umol TE/g) DPPH (% inhibiciji)
Czosnek 0,38 (¥0.01) 1,05 (+0,28)
Kurkuma 160 (£5.01) 73,1 (£0,56)
Ostropest 2,63 (x0,06) 55,3 (£9,28)
Oregano 1,63 (£1,72) 6,84 (£2,19)
Karczoch 0,38 (x0,04) 33,5 (£7.33)

Analiza sktadu zawartosci wiodgcych substancji bioaktywnych w testowanych ekstraktach zio-
towych:

— ostropest, zawarto$¢ sktadowych sylimaryny: najwyzsze stezenia miaty sylibina A
(55,8 mg/qg) i sylibina B (86,3 mg/g). Pozostate sktadniki: izosylibina A (19,2 mg/g), izosyli-
bina B (7,1 mg/g), sylikrystyna A (55,8 mg/q), izosylikrystyna (7,1 mg/g) oraz sylidianina
(152mg/g).

- czosnek, gtéwne produkty degradacii allicyny w ekstrakcie z czosnku: dwusiarczek diallilu
(1421 ug/q) itrisiarczek di-2-propenylowy (8029 ug/g); allicyny nie stwierdzono (substancja
o duzym stopniu labilnosci),

—  kurkuma, gtéwne kurkuminoidy: kurkumina (136,3 mg/g), desmetoksykurkumina
(74,4 mg/g) oraz bisdesmetoksykurkumina (35,9 mg/g),

— oregano, gtéwne zwigzki lotne: karwakrol (110,5 mg/g), tymol (73,0 mg/g) oraz p- cymen
(0,225 mg/qg).

— karczoch: kwas chlorogenowy (25,1 mg/g) oraz cynaryna (5,1 mg/g).

Analiza materiatu biologicznego zgromadzonego w doSwiadczeniu

Przeprowadzono analize struktury sluzéwki jelita cienkiego na odcinku pobranym w 35. dniu
zycia kurczgt na wysokosci jelita biodrowego, przy zastosowaniu standardowego barwienia
z uzyciem eozyny i hematoksyliny. Wyniki analizy histologicznej przedstawiono w tabeli 3. Zasto-
sowane dodatki paszowe wptynety w rézny sposéb na strukture Sluzowki jelita biodrowego.
Ostropest spowodowat istotne pogrubienie warstwy miesniowej wzgledem wszystkich testowa-
nych dodatkédw paszowych i grup kontrolnych. Zastosowanie dodatku karczocha lub ostryzu
w mieszankach paszowych z monenzyng wptyneto na skrécenie kosmkdw jelitowych, wyniki
uzyskane w tych grupach byty istotnie nizsze w poréwnaniu do grupy otrzymujgcej oregano
i grupy kontrolnej pozytywnej. Szerokos¢ kosmkodw zwiekszyta sie pod wptywem monenzyny sto-
sowanej samodzielnie lub tgcznie z ostryzem dtugim, a wyniki uzyskane w tych grupach réznity
sie istotnie w poréwnaniu do grupy kontrolnej negatywnej. Ponadto, stwierdzono istotny wptyw
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ostropestu na zwezenie kosmkow jelitowych. Pomimo braku réznic istotnych statystycznie, sto-
sunek VH/CD wzrést najbardziej w przypadku oregano, co sugeruje jego korzystny wptyw na
strukture jelita, natomiast karczoch wptyngt na jego obnizenie, co moze wskazywadé na mniej
efektywng organizacije struktury Sluzéwki. Co istotne, poza szerokoscig kosmkdw, nie stwier-
dzono réznic pomiedzy kontrolg negatywng a pozytywna, jedynie zastosowanie dodatkdw zio-
towych modulowato parametry struktury jelita.

Tabela 3. Wptyw dodatkdw paszowych na strukture $luzdwki jelita biodrowego.

Grupa | Dodatek Grubosc Grubosc¢ Dtugosc Szeroko$¢ | Gtebokos¢ | Szerokos¢ | VH/CD
btony warstwy kosmkow kosmkéw | krypt (CD) | krypt
Sluzowej miesniowe] | (VH)
1 M- 790 234 b 679 ab 82,3 bc 1353 39,1 5,41
2 M+ 799 227 b 699 a 101,8a 156,6 39,7 4,74
3 M+Czosnek 767 271 b 661 ab 84,1 bc 139.0 34,1 4,95
4 M+QOregano 799 234 b 684 a 93,7 ab 122,6 358 6,02
5 M+QOstropest 705 379 a 607 abc 78,5 ¢ 133,7 30,6
6 M+Karczoch 626 219 b 533 ¢c 86,3 bc 141,5 34,2 4,06
7 M+Ostryz dtugi | 693 274 b 554 bc 101,9 a 145,8 39,8 4,71
SEM 19.3 14,6 16,9 2,05 3,58 1,06 0,208

M — brak monenzyny w mieszankach paszowych- kontrola negatywna; M+- monenzyna stosowana przez caty okres
odchowu - kontrola pozytywna; a, b, ¢ — wartosci w kolumnach oznaczone réznymi literami rdzniq sie istotnie przy
P<0.05

Przeprowadzono analize parametréw biochemicznych krwi, ktérej wyniki przedstawiona w ta-
beli 4. Sposrdd analizowanych wskaznikdw istotne réznice stwierdzono jedynie w aktywnosci
enzymu aminotransferazy asparaginianowej (ASAT). Najwyzszy poziom tego wskaznika odno-
towano w grupie otrzymujgcej ostropest (570 U/L), co odrdzniato jg od grup kontrolnych i pozo-
statych grup eksperymentalnych. Wynik ten zaskakuje, bowiem ostropest ze wzgledu na za-
warto$¢ sylimaryny w swoim sktadzie jest postrzegany od dawna za zioto o dziataniu hepat
protekcyjnym. W pozostatych parametrach, takich jak aminofransferaza alaninowa, lipaza,
amylaza, glukoza, biatko catkowite, cholesterol oraz triglicerydy, nie stwierdzono istotnych roz-
nic miedzy grupami.

Tabela 4. Wptyw dodatkdw paszowych na parametry biochemiczne krwi.

Grupa | Dodatek ALAT ASAT LIPAZA | AMYLAZA | GLUC TP [g/dL] | CHOL G
[U/L] [U/L] [U/L] [U/L] [mmol/L] [mmol/L] | [mmol/L]

1 M- 3.86 307 b 17,2 400 10,1 2,29 2,85 0.325
2 M+ 4,35 476ab | 17,9 321 10,7 2,75 3,46 0,349
3 M+Czosnek 5,64 413ab | 18,4 368 11,2 2,86 3,68 0,409
4 M+Oregano 4,80 444 ab | 18,3 370 11,7 3,07 3.76 0,341
5 M+Ostropest 5,42 570 a 18.3 294 11.4 3,03 3,64 0,423
6 M+Karczoch 4,49 394 b 17.9 326 11,9 2,75 3,52 0,355
7 M+Ostryz

dtugi 3.70 384 b 17.5 355 12,1 2,36 3,05 0,343

SEM 0,210 | 21,9 0,191 27,8 0,335 0,083 0,116 0,013

M - brak monenzyny w mieszankach paszowych-kontrola negatywna; M+ — monenzyna stosowana przez caty okres
odchowu-kontrola pozytywna; a, b — wartosci w kolumnach oznaczone réznymi literami rézniq sie istotnie przy P<0.05.

Dane zgromadzone w trakcie do$wiadczenia sq w trakcie zestawiania i obrobki statystyczne;j,
a zabezpieczone podczas doswiadczenia probki materiatu biologicznego sq sukcesywnie
poddawane dalszym analizom. Analizowane sq takie parametry, jak hormony uktadu pokar-
mowego, wskazniki redoks, a takze pozostatosci kokcydiostatyku w tkance watrobowe.
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Po uzyskaniu petnych wynikéw mozliwe bedzie sformutowanie ostatecznych wnioskéw doty-
czqgcych wptywu jednoczesnego stosowania ekstraktdw ziotowych i jonoforowego kokcydio-
statyku paszowego, co odzwierciedla praktyke powszechnie stosowang na fermach.

W ramach celu dotyczgcego wptywu wieku kurczgt brojleréw na standaryzowang
strawnos¢ jelitowg aminokwasdw nasion krajowych odmian bobiku o zréznicowanej zawartosci
tanin na podstawie wczesdniej zaraportowanych wynikdw w roku sprawozdawczym przygoto-
wano publikacje naukowqg pt. The Impact of Broiler Chicken Age on the Standardised lleal
Amino Acid Digestibility of Two Faba Bean (Vicia faba L. var. minor) Cultivars Differing in Their
Seed Condensed Tannin Content. Skupiono sie tu na wspotczynnikach strawnosci jelitowej (SID)
dziewieciu aminokwasdw z grupy niezbednych dla drobiu, obejmujgcej lizyne (Lys), metionine
(Met), tfreonine (Thr), arginine (Arg), izoleucyne (lle), leucyne (Leu), histydyne (His), waline (Val)
i fenyloalanine (Phe) oraz na wartosci SID usrednionej dla ogdtu tych aminokwasdw.

Analiza uzyskanych wynikdw pozwolita na sformutowanie kilku istotnych dla praktyki wnioskdw:

1. W oparciu o poréwnanie réznic w wartosci wspdtczynnikdw SID, mozna oczekiwac znacznie
lepszego wykorzystania aminokwasdw z biatka surowych nasion bobiku (zarébwno odmiany
niskotaninowej, jak i wysokotaninowej), przez kurczeta brojlery w wieku 20 i 30 dni, niz przez
mtodsze ptaki.

2. W poréwnaniu z odmiang wysokotaninowq, nasiona bobiku niskotaninowego sg bogatszym
zrdédtem strawnych aminokwasdw, zwtaszcza metioniny, lizyny, treoniny, waliny i leucyny, dia
10- i 20-dniowych kurczgt brojlerow.

3. Z wyjgtkiem argininy i metioniny, u kurczgt w wieku 30 dni standaryzowana strawnos¢ jeli-
towa niezbednych aminokwasdw nasion bobiku niskotaninowego i wysokotaninowego nie
rézni sie znaczgco.

4. U kurczat brojlerow w wieku 101 20 dni, dobrej jakosci poekstrakcyjna sruta sojowa cechuje
sie zdecydowanie wyzszq jelitowq strawnoscig niezbednych aminokwasdw niz surowe (nie-
przetworzone) nasiona bobiku obu testowanych odmian.

Bobik odmiany Bobas. [Fot. 2. W. Szczurek) Eruia sojowa. (Fot. 3. W. Szczurek)




Zaktady Naukowe

Zadanie 01-16-09-21
Opracowanie panelu badan kompleksowej oceny wtasciwosci i efektywnosci czynnikdw
Zywieniowych z wykorzystaniem testéw in vitro, w tym hodowli komdrkowych i organoidow
oraz weryfikacji na poziomie testow na zwierzetach monogastrycznych.

kierownik zadania: prof. dr hab. Matgorzata Swigtkiewicz

W Polsce, jak i w catej Unii Europejskiej, istnieje potrzeba zwiekszenia swiadomosci i wdrazania
zasad 3R (zastepowanie, ograniczenie, udoskonalenie) w badaniach zootechnicznych. Obec-
nie, wiele badan nad czynnikami zywieniowymi, w tym nad dodatkami paszowymi i ich wpty-
wem na zwierzeta gospodarskie, nadal polega gtdwnie na testach na zywych zwierzetach
docelowych, co budzi etyczne i praktyczne obawy.

Czesto badania te mogg powodowacd stres lub naruszac dobrostan zwierzgt Od wielu
lat toczy sie burzliwa dyskusja odnosnie ograniczenia, a nawet zakazania badan na zwierze-
tach. Jedng z mozliwosci ograniczenia cierpienia zwierzgt oraz zminimalizowania ich udziatu
w doswiadczeniach jest poszukiwanie metod alternatywnych, do ktérych nalezg réznego ro-
dzaju testy in vitro, w tym prowadzone na kulturach komdrkowych. Tego rodzaju badania
wigzg sie jednak z wieloma ograniczeniami, gdyz dwuwymiarowe (2D) systemy oparte na li-
niach komadrkowych nie pozwalajg na precyzyjne odzwierciedlenie procesdéw zachodzgcych
w ztozonych uktadach bioclogicznych. Z tego powodu poszukuje sie bardziej doktadnych i nie-
zawodnych modeli.

Celem zadania jest opracowanie kaskadowej Sciezki badawczej do oceny wptywu do-
datkdw paszowych na zdrowie i produkcyjno$¢ monogastrycznych zwierzgt gospodarskich,
Z zatozeniem wdrozenia w badaniach zywieniowych wiekszego zakresu wstepnych badan mi-
krobiologicznych i hodowli komdrkowych 2D i 3D - jako pewien standard metodologiczny da-
jacy naukowe podstawy do ograniczenia udziatu zwierzgt w doswiadczeniach zywieniowych,
przy zachowaniu wiarygodnych wynikéw. Docelowo, opracowana metodologia przyczyni sie
do redukciji wykorzystania zwierzgt doswiadczalnych w badaniach zywieniowych zgodnie z za-
sadami 3R (zastepowanie, ograniczenie i udoskonalenie).

Zaplanowane badania obejmujq szereg dziatan, od weryfikacji rodzaju i efektywnosci
metod/czynnikdw zywieniowych, ktére w warunkach krajowych mogqg by¢ uznane za ko-
rzystne i skuteczne (pod wzgledem prozdrowotnym i przeciwdrobnoustrojowym), poprzez do-
bdr analiz chemicznych, testow skutecznosci antybakteryjnej (minimalne stezenie hamujgce
(MIC) oraz minimalne stezenie bakteriobdjcze (MBC)), poprzez testy in vitro na hodowlach ko-
morek 2D i 3D organoiddw jelitowych, a na do$wiadczeniach z udziatem zwierzgt docelowych
skonczywszy. Jak dotqd, wiekszo$¢ badan nad organoidami dotyczyta hodowli uzyskiwanych
z komadrek mysich bgdz ludzkich, jednak brak jest modeli in vitro dla zwierzgt gospodarskich, co
ogranicza nasze obecne mozliwosci prowadzenia badan zywieniowych u tych gatunkdw.
Istotnym etapem zadania bedzie préba rozwigzania problemdw modeli hodowli jelitowych or-
ganoiddw 3D kury, ktéry wcigz wymaga dopracowania, w tym okreslenia optymalnego srodo-
wiska hodowli, istotnie réznego od specyfiki hodowli organoiddw ssaczych, a nastepnie wyko-
rzystanie tego modelu do badania potencjalnych dodatkéw paszowych. Tego rodzaju bada-
nia cechuje oryginalno$¢ i innowacyjnosé, gdyz organoidy zwierzgt gospodarskich nie byty do
tej pory powszechnie stosowane w zootechnicznych badaniach naukowych.

W 2024 roku, ktory byt pierwszym rokiem realizacji zadania, wytypowano kilka gatunkéw
ro$lin zielarskich o potencjalnie wysokich wtasciwosciach prozdrowotnych, mozliwych do wy-
korzystania jako czynniki doswiadczalne do badan zywieniowych.
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Wraz z partnerem z Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie, przeprowadzono rozpoznanie rodzaju
i poziomu wiodgcych substanciji bioaktywnych odpowiedzialnych za efektywnosé ekstraktow
ziotowych, jako ewentualnych dodatkéw paszowych o dziataniu prozdrowotnym, antyutlenia-
jgcym czy przeciwmikrobiologicznym. W tym celu przeprowadzono analizy chemiczne i ozno-
czono dominujgce komponenty biologicznie czynne metodami chromatograficznymi. Dla kaz-
dego ekstraktu ziotowego wykonano analize zwigzkdw lotnych oraz zwigzkdw polifenolowych.

W kolejnej czesci badan skoncentrowano sie na ocenie aktywnosci przeciwutleniajgcej
wytypowanych ekstraktow ziotowych. Badanie wtasciwosci przeciwutleniajgcej jest istotne,
poniewaz pozwala oceni¢ zdolnos¢ ekstraktdw do neutralizowania wolnych rodnikéw
i ochrony organizmu przed stresem oksydacyjnym. Opracowano zatem zestaw analiz chemicz-
nych, wtasciwych dla danego rodzaju ekstraktu ziotowego, jego sktadu chemicznego i zawar-
tosci wiodgcych substancji aktywnych. Ze wzgledu na duze zréznicowanie gatunkowe i czyn-
nosciowe ekstraktéw, zdecydowano sie okresli¢ ich aktywnos¢ przeciwutleniajgcq trzema réz-
nymi metodami: FRAP, DPPH oraz ABTS.

W trzecim etapie realizacji zadania, przeprowadzono ocene aktywnosci mikrobiologicz-
nej ekstraktéw ziotowych w kierunku redukowania rozwoju bakterii patogennych, m.in. bedg-
cych przyczyng schorzen (w tym biegunek) i w konsekwencji stosowania terapii antybiotykowe;j
w produkcji $win i drobiu. Ponadto, oceniono wptyw ekstraktdw na bakterie kwasu mlekowego,
bedqgce pozgdanym elementem mikrobiomu jelit $wir i drobiu. W tym etapie prac badaw-
czych opracowano metody okreélenia aktywnosci przeciwmikrobiologicznej ekstraktéw roslin-
nych wzgledem wybranych kultur patogennych i probiotycznych mikrobioty jelitowej $win i dro-
biu. Aktualnie wszystkie otrzymane wyniki badanh sg opracowywane.

aboratorium hodowli komdrkowych ZZZiP. (Fot. Kinga Szczepanik)

Zadanie 01-16-10-21
Wykorzystanie swini jako modelu w badaniach nad zaburzeniami funkcjonowania
bariery jelitowe.

kierownik zadania: prof. dr hab. Marek Pieszka

Celem etapu badawczego byta ocena przydatnosci modelu $wini stuzgcego do analizy
wprzepuszczalnosci' jelit.

Doswiadczenie wykonano w dwdch powtdrzeniach na 18 knurkach i sktadato sie
z okresu przygotowawczego polegajgcego na socjalizacji zwierzgt z personelem i oswoje-
nia sie z kojcami metabolicznymi (Rycina. 1.).
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Prosieta ofrzymywaty pasze prestarter odsadzeniowy bez dodatku antybiotykéw w okresie od
28. do 42. dnia. Natomiast od 43. do 56. dnia zwierzeta otrzymywaty mieszanke starter (To-
bela 1). Od poczgtku badan, tj. od 28. dnia byty podawane z paszg dodatki: grupa | - kontrola
bez dodatku, grupa Il - suszona siara (colostrum) oraz grupa Il — maslan sodu. Okres wtasciwy
badan rozpoczagt sie w 43. dniu. Test absorpcii cukréw i kolekcja moczu wykonano w 48. i 55.
dniu zycia prosigt. W 56. dniu zwierzeta zostaty usmiercane metodq standardowaq. Krew, probki
katu i tkanek zostaty pobrane celem dalszych analiz (zotgdek cze$¢ oddzwiernikowa, dwunast-
nica, jelito czcze cze$c poczatkowa, srodkowa i kohcowa, jelito biodrowe, jelito krete).

Rycina 1. Schemat badanh.

—— — &

BADANIA NA ZWIERZETACH

Okres przygotowawczy Okres doswiadczalny

GRUPA | KONTROLNA, n =3 x 2 powt.
GRUPA Il COLOSTRUM, n =3 x 2 powt.

| GRUPA IIl MASLAN SODU, n=3 x 2 powt.
Dzien: 28 42 48 55 56

l ‘ Uspienie,
pobranie jelit,

%/—} kalu i krwi

Kolekcja moczu

Tabela 1. Dawkowanie dodatkdw paszowych.

Rodzaj dodatku Dawkowanie preparatdw gram/prosie
Grupall Grupal ll Grupallll
(konftrola) (colostrum) (madlan sodu)
Colostrum bydlece (g) 0 20 0
Maslan sodu (g) 0 0 1,0

W takcie doswiadczenia okre$lano parametry wzrostowe prosigt m.in. mase ciata, srednie
przyrosty dzienne, wykorzystanie paszy (FCR).

Analizy instrumentalne

Test absorpcji cukréw i analize chromatograficzng zawartosci: mannitolu, laktulozy, rafinozy
i sacharozy w moczu prosigt wykonano wedtug metodyki Kubica i wsp. (2012). Morfologie krwi
wykonano na analizatorze Mythic 18 (Chiny). Analize wybranych parametréw biochemicznych
surowicy krwi przeprowadzono metodq spektrofotometryczng wykorzystujgc dedykowane ze-
stawy diagnostyczne firmy PZ Cormay SA, (Warszawa, Polska) postepujgc zgodnie z instrukcjg
producenta. Natomiast analizy CRP, IgG, i IgA wykonano za pomocg metody ELISA wykorzy-
stujgc zestawy diagnostyczne ELISA Kit (BT-Lab, Shanghai, Chiny), pomiaréw dokonano na czyt-
niku ELISA-Magellan™ firmy Tecan Trading AG, (Szwajcaria). Aktywno$¢ sacharazy, laktazy
i maltazy w homogenatach btony $§luzowej oznaczono wedtug zmodyfikowane] metody
Dahlquist’a (1964), zkolei aktywno$¢ aminopeptydaz Ai N oraz dipepeptylopetydazy IV wedtug
zmodyfikowanej metody Marouxiin. (1973). Analize histologiczng tkanek przewodu pokarmo-
wego wykonano klasycznymi metodami barwienia tkanek wykorzystujgc eozyne i hematoksy-
kline. Ocenie zostaty poddane parametry, takie jak: wysoko$¢ kosmkow jelitowych, gtebokose
krypt, grubos¢ btony Sluzowej i miesniowej, stosunek dtugosci kosmkoéw do gtebokosci krypt
(Bancroft i Gamble, 2002). W badanych prébkach tresci jelita grubego oznaczono sktad mi-
krobiomu wykorzystujgc technike (NGS — ang. nexf-generation sequencing).
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Obliczenia statystyczne

Analize statystyczng dla parametréw zootechnicznych i fizyko-chemicznych wykonano stosu-
jac jednoczynnikowqg analize wariancji ANOVA zastosowano testy post-hoc Tukeya z po-
prawkqg Bonferroniego lub test Kruskal-Wallisa z korektg Dunna, gdy zmienne nie spetniaty roz-
ktadu normalnego. Uzyskane dane byty analizowane przy uzyciu ogdlnej procedury modelo-
wania liniowego programu SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA). Dane wyrazone byty jako srednie
* odchylenie standardowe (SD). We wszystkich analizach wartos¢ P<0.05 uznano za statystycz-
nie istotng.

Analize statystyczng dla mikrobioty jelitowej przeprowadzono przy uzyciu oprogramowa-
nia statystycznego R (wersja 4.2.2). Metrykiréznorodnosci alfa obliczono po rozrzedzeniu na gte-
bokosci 88175 przy uzyciu pakietu rtk 0.2.6.1. Obliczone metryki obejmowaty wskazniki Richness,
Evenness, Simpsona i Shannona. Aby rozrézni¢ istotne réznice miedzy grupami, zastosowano
nieparametryczny test Kruskala-Wallisa. Do oceny réznorodnosci beta metryke odmiennosci
Braya-Curtisa obliczono z rozrzedzonych danych przy uzyciu pakietu vegan (wersja 2.6-4). Roz-
nice miedzy analizowanymi grupami oceniono przy uzyciu festu PERMANOVA.

Analiza réznicowej liczebnosci — rozrzedzone dane dotyczqce liczebnosci poddano
transformacii na wzgledne liczebnosci. Wartosci srednie w grupach badawczych poréwnano
przy uzyciu testu Kruskala-Wallisa. Wizualizacja wynikdw zostata wykonana poprzez wygenero-
wanie wykresu Manhattan, przedstawiajgcego skorygowany -log10(p.value) wzgledem cech.
Na wykresie wyrdzniono odrebny prog -log10 (p.value) w celu okreslenia istotnosci (kolor zie-
lony).

Wyniki badanh

Obserwacje dotyczgce masy ciata prosigt oraz pobrania i wykorzystania paszy zostaty przed-
stawione w tabeli 2. Suplementacja diety prosigt colostrum bydlecym (gr. II.) wykazata istotny
wptyw na kohcowq mase ciata prosigt w poréwnaniu do grupy kontrolnej (I.) i grupy lll., ofrzy-
mujgcej maslan sodu (P<0.001). Stwierdzono takze istotne réznice w przyrostach masy ciata
prosigt w okresie od odsadzenia do 56. dnia zycia pomiedzy grupg Il. a grupg kontrolng i grupg
dos$wiadczalng lll. (P<0.001). Obserwowano istotne réznice pomiedzy wszystkimi grupami zwie-
rzgt we wskazniku wykorzystania paszy FCR, gdzie stwierdzono nastepujgce wartoséci, odpo-
wiednio: gr.1-2,12; 1,32; 1,83 kg/kg.

Tabela 2. Parametry produkcyjne prosigt, srednie + SD.

Parametry Wyszczegdlnienie lywieniowa P-value | SD SEM
Masa koncowa, 12.57 a= 14.07 = 11.97¢ 0.079 1.702 | 0.401
ki
S?edni przyrost masy ciata, tqczny 3890 6.140 4.13¢ 0.000 1.145 0.270
kg dzienny 0.160 = 0.256¢ 0,172+ 0.000 0.048 0.011
do 42. dnia 1.872« 3.032¢ 1.943 0.000 0.668 | 0.157
dzienny 0.117 = 0.189¢ 0.121 = 0.000 0.042 | 0.010
43.-56. dzien 2.027 = 3.110¢® 2.183 ¢ 0.002 0.657 | 0.155
dzienny 0.253 @ 0.389¢0 0.273< 0.002 0.082 |0.019
Pobranie paszy, prestarter 492 4.63 4,43 0.291 0.530 0.125
kg grower 3.33 3.50 3.07 0.163 0.397 | 0.094
razem 8.25 8.13 7.49 0.275 7.956 | 0.854
FCR, FCR razem 2.128 @ 1.321¢ 1.829 < 0.000 0.369 | 0.087
kg/kg masy ciata FCR prestarter 2.690 @ 1.531e  [2357= 0000 [0.597 |0.141
FCR starter 1.721 = 1.129 1.426 == | 0.002 0.333 | 0.078

ADG - przyrosty masy ciata; ADFI - dzienne zuzycie paszy; FCR — wspdtczynnik konwersji paszy.
ab—warto$ci w wierszach oznaczone réznymi literami rdézniq sie statystycznie przy P<0.05.
AB— wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie przy P<0.01.
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Tabela 3. Wyniki analizy chromatograficznej zawartosci mannitolu, laktulozy i sacharozy w moczu $win metodqg

LC- MS.
Grupa Mannitol Sacharoza Laktuloza Rafinoza
png/mL = SD png/mL = SD png/mL = SD pg/mL = SD

I 156,37£9,05A 102,674£2,77 A 149,13£3,58 A 112,85£2,22 A
Il 213,50+8,30B 183,38+5,68 B 251,43+6,85B 199,10£1,67 B
I 148,51£6,77A 103,85£3,93 A 153,23+£5,82 A 110,42+1,46 A
P 0,001 0,001 0,001 0,001

SEM 17,25 11,26 18,28 12,48

A.B —wartoéci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie przy P<0.01.

Rycina 2. Przyktadowy chromatogram analizy zawarto$ci mannitolu, laktulozy, rafinozy i sacharozy w moczu prosigt
metodqg LC-MS.

{100,000

T:Mannitol 181 2000-89.0000() CE: 16.0
1:Mannitol 181 2000=58 9500(-) CE-23.0
2:3acharoza 341.1000>179.0000(-)CE: 15.0
3:Laktulo= 341.1000=1610000(-}CE:9 0
4Rafinoz 503.1000>179 f000(- CE:24.0
4:Rafinoz 503.1000=221P000(-} CE: 31.0
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W wyniku przeprowadzonego test absorpciji cukrow, przeanalizowano mocz prosigt pod kgtem
zawartosci mannitolu, sacharozy, laktulozy i rafinozy metodg LC-MS. Stwierdzono wysokoistotng
zawartos¢ wszystkich w/w cukrow w grupie Il. otrzymujgcej dodatek colostrum bydlecego,
w poréwnaniu do grupy |. (kontrolnej) i grupy lll. suplementowanej maslanem sodu (P<0.01).
W tabeli 4. przedstawiono wyniki pomiardw histometrycznych btony Sluzowej dwunastnicy, je-
lita cienkiego oraz jelita kretego. Suplementacja diety prosigt colostrum bydlecymi maslanem
sodu nie wptyneta na dtugosc kosmkdw jelitowych dwunastnicy, nie spowodowata wzrostu
gtebokosci krypt jelitowych, grubosci btony Sluzowej, a takze grubosci btony miesniowej dwu-
nastnicy — w zadnej z wyodrebnionych grup. Wyniki analiz morfometrycznych srodkowego od-
cinka jelita czczego wszystkich badanych parametréw wykazaty istotne zrdznicowanie pomie-
dzy grupami, m.in. w szerokosci kosmkdw, gtebokosci krypt jelitowych i grubosci btony Sluzowej
i miesniowej miedzy grupg kontrolng (I.) a grupami do$wiadczalnymi (P<0.05).
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Analiza mikroskopowa pomiardw histometrycznych budowy sciany jelita biodrowego nie wyka-
zata réznic w dtugosci kosmkow, gtebokosci krypt jelitowych i grubosci btony Sluzowej, nato-
miast stwierdzono istotnie wiekszg grubos$¢ btony miesniowej miedzy grupami doswiadczalnymi
ll.illl. a grupq kontrolng (P<0.05). Grupa lll. charakteryzowata sie istotnie nizszg zawartoscig wté-
kien kolagenowych w poréwnaniu do grup 1. i ll. (P<0.05) — Tabela 5.

Tabela 4. Analiza histometryczna bton Sluzowych i mieéniowych réznych odcinkdw przewodu pokarmowego prosigt

w 56. dniu zycia (um).

Wyszczegdlnienie Grupa p-value SEM
[ | [ i
dwunastnica
Dtugo$¢ kosmka 348.63 462.53 564.80 0.168 43.09
Szeroko$¢_kosmka 541.17 617.03 553.78 0.416 24.25
Grubos¢ btony_sluzowej 308.07 319.37 306.02 0.913 13.00
Gtebokose_krypty 132.34 126.24 131.43 0.831 417
Szeroko$¢_krypty 266.27 341.74 286.36 0.147 16.29
Grubo$¢ miesnidwki 39.51 41.07 40.03 0.733 0.78
Stosunek kosmka/krypty 1.271 1.041 1.167 0.624 0.09
jelito czcze
Dtugo$¢ kosmka 397.64 319.65 419.32 0.194 23.44
Szeroko$¢ kosmka 411.43¢ 570.88 0 497.4] ob 0.004 19.29
Grubos¢ btony Sluzowej 286.09 @ 397.35b 309.56 @ 0.005 16.26
Gteboko$¢ krypty 111.83¢ 124.23 ab 125.16 b 0.062 2.65
Szerokos$¢ krypty 192.27 @ 225.11 @b 243.22 b 0.074 9.45
Grubo$¢ miesnidwki 36.30 39.55 ab 41.650 0.067 0.97
Stosunek kosmka/krypty 1.573¢b 1.886 @ 1.34b 0.088 0.10
jelito krete
Dtugo$¢ kosmka 454.13 571.24 395.99 0.153 37.54
Szeroko$¢_kosmka 418.88 457.75 471.34 0.448 16.93
Grubos$c¢ btony_sluzowej 285.90 287.19 286.85 0.999 10.29
Gteboko$¢_krypty 118.21 120.73 125.66 0.692 3.43
Szeroko$¢_krypty 185.27 203.37 233.64 0.181 10.71
Grubo$¢ miesnidwki 36.37 @ 40.93p 41.590 0.003 0.78
Stosunek kosmka/krypty 1.65 1.475 1.36 0.259 0.07

ab _ wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie przy p<0.05.

a.b _ wartoéci w wierszach oznaczone réznymi literami rdézniq sie statystycznie przy P<0.05.

Rycina 3. Przyktadowe obrazy mikroskopowe pokazujgce przekrdj jelita czczego Sekcje zostaty wybrane losowo.
(I kontrola, ll-colostrum, ll-maslan sodu). Barwienie H&E, powiekszenie 5-krotne.
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Tabela 5. Zawarto$¢ procentowa wtdkien kolagenowych w jelicie czczym (Srednia, +SD).

Grupa zywieniowa % zawartos¢ wtékien kolagenowych
| 2,026 + 1,058
I 2,117+£0,94¢
1] 1,301+ 1,034

AB- warto$ci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie przy P<0.01

Tabela 6. Aktywno$¢ enzymdw rgbka szczoteczkowego jelita czczego prosigt (nM/min/mg biatkal).

Enzymy Grupy zywieniowe
Czesc jelita | +SD I +SD Il +SD SEM p-warto$e
Prosietq, szt. 6 6 6
Sacharaza Prox 0,45 0,09 0,48 0,10 | 046 | 012 0,11 0,125
Mid 0,700 0,11 1,65 | 0,09 | 0,892 | 0,11 0,068 0.012
Dist 0.30 0,01 0,28 0,02 | 026 | 002 0,013 0,298
Laktaza Prox 10,540 | 3,11 | 20,440 | 3,31 | 11,96 | 4,02 2,05 0,042
Mid 16,54¢ 1,64 29,2820 | 1,99 | 17,112 | 1,89 0,98 0.016
Dist 11,12 2,04 | 1490 | 1,41 10,86 | 1,16 1,01 0,084
Maltaza Prox 7.22 1,34 6,84 1,52 7,48 1,68 0,92 0.774
Mid 4,94 1,18 8.86 1,10 6,91 1,05 0,48 0.016
Dist 3.02 0,41 4,68 0,48 | 4,98 | 0,66 0,32 0,218
Dipeptydaza IV Prox 1,68 0,55 1,86 0,58 1,81 0,60 0.33 0,116
Mid 1,64 0,62 2,44 070 | 298 | 070 0,22 0,051
Dist 2,02 0,66 2,56 0.71 2,88 | 071 0.24 0.254
Aminopeptydaza N Prox 5,52 1,48 6,42 1,58 6,18 1,59 0,66 0,064
Mid 5,44 1,70 6,00 1,70 6,96 1,69 0.81 0,056
Dist 6,64 1,66 7,44 1,84 7.36 1,91 0.8% 0,099
Aminopeptydaza A Prox 6,50 1,09 7.35 1,22 7,12 1,08 0,70 0,116
Mid 4,80 1,07 5,28 1,04 | 5,68 1,14 0,57 0,296
Dist 3.84 0,89 4,36 0,92 | 502 1,16 0,41 0,362

Tabela 6. Aktywnos¢ enzymdw rgbka szczoteczkowego jelita czczego prosigt (nM/min/mg biatka).
* jok w tabeli 1.
ab— warto$ci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie przy P<0,05.
AB— wartosci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie przy P<0,01.

W tabeli 6. zamieszczono wyniki analizy aktywnosci enzymdw rgbka szczoteczkowego jelita
czczego prosigt. Stwierdzono istotny wzrost aktywnosci laktazy w czesci poczgtkowej i srodko-
wej jelita czczego w grupie Il. w pordwnaniu do grupy kontrolnej 1. i grupy lll. — odpowiednio
(P<0,042iP<0,016). Obserwowano takze w grupie Il. istotnie wyzszg aktywnos¢ sacharazy w po-
réwnaniu do grupy L. illl. (P<0,012).

Tabela 7. Zawarto$¢ immunoglobulin IgG i IgA oraz biatka CRP w surowicy krwi prosigt w 56. dniu zycia (ug/ml).

Grupa CRP ng/ml 19G pg/mi
I 3,073 76,16
Il 3.813 68,13
Il 3,629 81,09
P 0,638 0.66
SD 1,343 23,76
SEM 0,317 5,60
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Rycina 4. Poréwnanie zréznicowania alfa w grupach 1., ILi lll.
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Rycina 5. Analiza wspotrzednych gtéwnych (PCoA)odmiennosci Braya-Curtisa z wynikami PERMANOVA.
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Wyniki analizy mikrobiologiczne wykonanej metodq NSG przedstawiono na wykresie 2. i 3.
W odniesieniu do réznorodnosci alfa badanej mikrobioty jelitowej, nie zaobserwowano staty-
stycznie istotnych réznic w metrykach réznorodnosci alfa — bogactwie, rdbwnosci, wskaznikach
Simpsona i Shannona (Rycina 1.) — pomiedzy badanymi grupami (wszystkie P>0,05). Podobnie
w odniesieniu do wynikdw rdoznorodnosci beta, pomiedzy grupami nie wykryto znaczgcych roz-
nic w réznorodnosci beta, mierzonej za pomocg odmiennosci Braya-Curtisa (Rycina 2., P>0,05).
Analiza liczebnosci réznicowej srednich wartosci cech w grupach nie wykazaty znaczqgcych
réznic w zréznicowanej liczebnosci zadnej cechy, jak pokazano na wykresie Manhattanu,
wszystkie p>0,05, -log10(0,05)=1,3.

Tabela 8. Zawarto$¢ wybranych wskaznikdw biochemicznych w surowicy krwi prosigt 56 dniu zycia.
Grupa CHOL G ALB P ALT AST ALP GLU CaARS UREA
mg/dL mg/dL g/dL g/dL u/L u/L u/L mg/dL mg/dL mg/dL
| 77.750 37.255 2.786 4,702 82.292 84.971 290.667 | 110.750 | 10.190 3.225
I 77.083 45.548 2.619 3.877 78.108 79.516 | 349.000 | 109.833 | 10.322 3.108
I 62.333 40.268 2.407 3.885 70.183 | 106.661 | 269.583 | 92.750 9.974 2.225
P-value 0.349 0.656 0.732 0.378 0.646 0.686 0.202 0.308 0.925 0.533
SD 20.22 15.09 0.79 1.14 21.70 52.31 78.92 22.33 1.45 1.62
SEM 4.77 3.56 0.19 0.27 5.12 13.08 18.60 5.26 0.34 0.38
* —jak w tabeli 1.

Analiza wybranych wskaznikdw biochemicznych w surowicy krwi, m.in. przemian weglowoda-
néw, ttuszczow oraz biatek, nie wykazata istotnych réznic pomiedzy grupami zywieniowymi.

Tabela 9. Analiza hematologiczna krwi prosigt w 56. dniu zycia prosigt.

Grupy  WBC* [ [YM% : MON = GRA LYM | MON GRA RBC HGB HCT | MCV i MCH { MCHC RDWC RDWS PLT MPV PCT PDW PLCR
0%
| 81899 | 58,619 | 4.200 | 37.181 [4.736° | 0.289¢|3.172 | 5.850 | 9.737 | 32.492 | 59.769 | 17.964 | 27.939 | 17.983 | 3/.264 | 242.633 | 7.850 | 0.163 | 35.486 | 13.167
I 1041495 | 57.403 | 4.411 | 38.208 | 5.917°° | 0.403 ¢ | 4.108 | 5.690 | 9.286 | 33.775 | 59.647 | 16.447 | 27.550 | 17.864 | 37.781 | 166.472 | 7.794 | 0.131 | 39.339 | 13.558
i 152222 | 57.778 | 7.086 | 35.114 | 8.9889° | 1.097°= | 5.136 [ 6.219 | 9.900 | 34.747 | 58.847 | 15.978 | 27.125 | 18.353 | 38.453 | 202.167 | 7.844 | 0.159 | 40.306 | 12.653
P 0.035 0922 |0.123 |0730 |0.037 |0.001 |0.180|0.667 0.787 | 0.869 |0.853 |0.585 |0.423 |0707 |0.547 |0.521 |0.963|0.802|0.619 |0.899
N 5023 5042 | 2737 | 6528 3115 | 0461 [1.826|0997|1.518|6.979 | 2904 3321 |1.039 |1.007 |1.801 |105.469|0.362|0.086|8.602 |3.218
SEM | 1.184 1,188 | 0.645 [ 1.539 (0734 |0.107 |0.430{0.235| 0358 | 1.645 | 0.684 | 0.783 0245 |0.237 |0.424 |25.580 |0.085(0.020|2.027 |0.758

a,b — warto$ci w wierszach oznaczone réznymi literami rézniq sie statystycznie przy P<0.05.

** WBC - liczba biatych krwinek, RBC - liczba czerwonych krwinek, HGB - ilo§¢ hemoglobiny, HCT — hematokryt, MCV
- $rednia objetos¢ erytrocytéw, MCH — zawarto$¢ hemoglobiny w erytrocytach, MCHC - stezenie hemoglobiny w ery-
frocytach, PLT - liczba ptytek krwi; RDW to test zawartosci czerwonych krwinek we krwi badanego z uwzglednieniem
objetosci MPV — objeto$¢ ptytek krwi. Podawanie prosietom maslanu sodu (grupa ll) spowodowato istotny wzrost po-
ziomu biatych krwinek (WBC), limfocy- téw (LIM) i monocytéw (MON) w poréwnaniu do grup . i lll. P<0.

Whnioski

1. Opracowana procedura potwierdzita przydatnosé wykonanego testu do analizy ,,prze-
puszczalnosci' jelit na przyktadzie rosngcych prosiat.

2. Zastosowania dodatku do diety prosigt suszonej siary bydlecej zwieksza przepuszczal-
nos¢ jelitowq i poprawia wchtanianie sktadnikdw pokarmowych.

3. Zastosowanie dodatku do diety szczegdinie maslanu sodu, powoduje pozytywne
zmiany w strukturze nabtonka jelitowego jelita czczego.

4. Zastosowanie w diecie prosigt dodatku siary bydlecej powoduje istotng poprawe
przyrostu masy ciata oraz wykorzystania paszy (FCR) w okresie okotoodsadzeniowym.
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Zaktad Systeméw i Srodowiska Produkcji
kierownik: dr inz. Elzbieta Sowula-Skrzynska

Zadanie 01-17-05-11
Ekonomiczny wymiar realizacji wybranych zatozert Green Deal w gospodarstwach
rolnych ze zréznicowanq produkcjq zwierzecq.

kierownik zadania: dr inz. Elzbieta Sowula-Skrzynska

Transformacja rolnictwa w kierunku zréwnowazonego rozwoju stata sie jednym z kluczowych
priorytetdw Unii Europejskiej w ramach strategii Zielonego tadu (Green Deal).

Nadrzednym celem tej inicjatywy jest osiggniecie neutralnosci klimatycznej do 2050 roku,
co wymaga fundamentalnych zmian w sektorze rolnym, obejmujacych redukcje emisji gazéw
cieplarnianych, ochrone bioréznorodnosci, zrdwnowazone gospodarowanie zasobami natu-
ralnymi oraz zwiekszenie udziatu rolnictwa ekologicznego. Readlizacja tych zatozen jest szcze-
gdlnie istotna w gospodarstwach rolnych o zréznicowanej produkcji zwierzecej, ktére zna-
czqco oddziatujq na srodowisko, zarbwno w zakresie emisji metanu i amoniaku, jak i intensyw-
nosci wykorzystania zasobdéw takich jak gleba, woda czy energia.

Gtoéwnym celem badan byta ocena dziatan i naktaddw finansowych skierowanych na
redukcje niekorzystnych oddziatywan produkcji zwierzecej na $rodowisko w obrebie rodzin-
nych gospodarstw rolnych. Badania prowadzono w latach 2021-2024. Dane gromadzono
w 450 gospodarstwach utrzymujgcych bydto mleczne (208 gospodarstw), owce (120 gospo-
darstw) oraz $winie (122 gospodarstw).

Analizowane obiekty potozone byty w obrebie Polski potudniowej, pdtnocno-wschodniej
i pétnocno-zachodniej, poniewaz sg to regiony predestynowane do utrzymywania wskaza-
nych gatunkdw zwierzgt gospodarskich. Dane gromadzono bezposérednio u rolnikdw. W trakcie
realizacji omawianego zadania wspodtpracowano z Podkarpackim Osrodkiem Doradztwa Rol-
niczego w Boguchwale, Dolnoslgskim Osrodkiem Doradztwa Rolniczego we Wroctawiu oraz
Podlaskim Osrodkiem Doradztwa Rolniczego w Szepietowie.

1 przeprowadzonej analizy wynika, ze wiekszo$¢ rolnikdw dostrzega negatywny wptyw
rolnictwa na $rodowisko, szczegdlnie w konteksécie intensywnych metod produkciji. Rozbiezno-
$ciregionalne wskazujg na rézne poziomy swiadomosci ekologicznejiintensyfikacii dziatalnosci
rolniczej. Przyktadem jest wojewddztwo podlaskie, gdzie odnotowano wyzszg $wiadomose
skutkéw rolnictwa, podczas gdy w dolnoslgskim wiecej oséb kwestionuje ten wptyw. Produ-
cenci rolni, identyfikujgc gtdwne zagrozenia srodowiskowe, wskazujg przede wszystkim na ero-
zje gleb, monokultury oraz wypalanie $ciernisk. Zagrozenia te sq szczegdinie odczuwalne w re-
gionach o intensywnym charakterze produkcji, co podkresla potrzebe wdrazania praktyk rol-
nictwa regeneracyjnego i ochrony gleby.

Rolnicy w wiekszosci oceniajg swojg wiedze na temat zasad Dobrej Praktyki Rolniczej jako
dobrg lub bardzo dobrg, co $wiadczy o pozytywnych efektach edukacii w tym zakresie. Nie-
mniej jednak istnieje potrzeba dalszego wsparcia w regionach, gdzie odsetek osdb z wysokq
swiadomosciqg jest nizszy.

Zachety finansowe stanowig kluczowy czynnik motywujgcy rolnikdw do wprowadzania
ekologicznych praktyk (64,42%), podczas gdy ched poprawy srodowiska jest istotna, ale mniej
dominujgca (30,77%). Wyniki te wskazujg na konieczno$¢ dalszego rozwijania programdow
wsparcia finansowego, szczegdlnie w kontekscie realizacji zatozeh Zielonego tadu.

Wiekszo$¢ rolnikdw ocenia zagrozenie erozjg wodng jako srednie lub mate, co sugeruje
umiarkowangq $wiadomos¢ problemu.
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 kolei erozja wietrzna jest postrzegana jako mniej istotna, cho¢ w regionach o Izejszych gle-
bach, takich jak dolnoslgskie, jej znaczenie moze by¢ niedoszacowane.

Rolnicy wykazujg otwarto$¢ na modernizacje swoich gospodarstw, szczegdlnie w za-
kresie produkcii rodlinnej i zwierzecej. Najwieksze potrzeby dotyczqg inwestycji w maszyny i urzg-
dzenia (57,69%), zwiekszenia powierzchni gospodarstw (42,79%) oraz modernizaciji pomiesz-
czenh gospodarskich (38,94%).

W zakresie efektywnosci energetycznejiredukcji emisji gazéw cieplarnianych rolnicy wy-
kazujg duze zainteresowanie odnawialnymi zrédtami energii, zwtaszcza fotowoltaikg (70,67%).
Dziatania zwigzane z redukcjg emisji gazdéw cieplarnianych i amoniaku koncentrujg sie gtéwnie
Nna zmniejszeniu nawozenia (43,27%) oraz przestrzeganiu zasad ptodozmianu (40,87%), co wska-
zuje na potencjat dalszego rozwoju w tym zakresie.

Gtéwne bariery rozwoju gospodarstw to wysokie koszty produkcii (62,02%) oraz niskie
ceny produktéw rolnych (51,44%). Sprzyjajgcymi czynnikami sg natomiast wsparcie unijne
(51,44%) oraz dostep do wiedzy i szkolen. Brak srodkdw finansowych wcigz ogranicza wielu rol-
nikdw, co podkresla konieczno$é efektywnego wdrazania mechanizmdw wsparcia.

Analizujgc ekoschematy i praktyki prosrodowiskowe, stwierdzono, ze najwieksze zainte-
resowanie budzg dziatania takie jok wapnowanie gleb (58,17%), przyorywanie obornika
(51,92%) oraz miedzyplony ozime (46,63%). Wyniki te wskazujg na gotowos¢ rolnikdw do imple-
mentacji zrdwnowazonych praktyk, jesli bedqg one wspierane finansowo i edukacyjnie.

W opinii respondentdéw zachety finansowe powinny by¢ kluczowym elementem
wdraza- nia Zielonego tadu w rolnictwie, szczegdlnie dla matych i srednich gospodarstw, aby
utatwi¢ adaptacje zréwnowazonych praktyk w regionach mniejrozwinietych. Z przeprowadzo-
nej analizy wynika, ze strategie Zielonego tadu muszg by¢ dostosowywane do regionalnych
potrzeb, uwzgledniajgc specyfike gospodarstw w rdznych czesciach kraju.

Problem podsumowuje wykres 1., ktdéry pokazuje zréznicowane dziatania rolnikéw
na rzecz ochrony $rodowiska w ich gospodarstwach. Dane procentowe wskazujg na réznice
w poziomie zaangazowania w poszczegdlne praktyki. Kluczowe obszary, ktére dominujg, do-
tyczg racjonalnego nawozenia i zarzgdzania odpadami. Jednoczesnie niektére dziatania
zwigzane z ochrong bioréznorodnosci i utrzymywaniem ekologicznego charakteru gospo-
darstw sqg marginalizowane.

Planowanie nawozenia azotowego (17,24%), to najczesciej podejmowana praktyka
przez rolnikdw. Swiadczy o wysokiej swiadomosci ekologicznej w zakresie optymalizaciji uzycia
nawozdw, co ma kluczowe znaczenie w kontekscie ochrony gleby i minimalizacji strat azotu
do atmosfery oraz wéd gruntowych. Drugie najpopularniejsze dziatanie, wskazujgce na troske
o witasciwe przechowywanie nawozow naturalnych (8,62%) w celu unikniecia ich negatyw-
nego wptywu na glebe i wody gruntowe. Mniej popularng praktykg byto np. wtasciwe stoso-
wanie i przechowywanie srodkéw ochrony roélin (6,03%) czy ptodozmian (4,31%).

Sporadycznie odnotowano dziatania zwigzane z utrzymaniem ras zachowawczych czy
uprawg roslin bobowatych drobnonasiennych.
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Wykres 1. Dziatania rolnikdw na rzecz ochrony srodowiska naturalnego w gospodarstwach rolnych.
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frédto: badanie wtasne; E. Sowula-Skrzynska, Anna Borecka.

Pozyskane dane wskazujg réwniez na koniecznos$¢ zwiekszenia inwestyciji w Osrodki Doradztwa
Rolniczego oraz szkolenia, szczegdlnie w zakresie redukcji emisji, ochrony gleby i zréwnowazo-
nej produkcii.

Reasumuijgc, implementacja zatozen Zielonego tadu w Polsce, wymaga komplekso-
wego podejicia, ktdre obejmuje finansowanie, edukacije i promocje zréwnowazonych tech-
nologii, aby skutecznie przyczynic sie do realizacji celdow klimatycznych i srodowiskowych Unii
Europejskiej.
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Zadanie 01-17-07-11
Przyrodniczo-produkcyjne nastepstwa procesdw recesywnych o charakterze dezagraryza-
cji i dezanimalizacji w obszarach chronionych Wyzyny Krakowsko-Czestochowskiej.

kierownik zadania: dr Kamila Musiat

W 2024 roku zostat wykonany drugi etap badan dotyczgcych nastepstw procesdw recesyw-
nych w rolnictwie. Kontynuowane zadania obejmowaty dalszg analize danych zebranych
w gminach rejonu badan, ktérych celem byta m.in. ocena zaawansowania i tendenciji w prze-
biegu dezagraryzaciji w odniesieniu do rolniczej przestrzeni produkcyjnej, gospodarowania zie-
miq rolniczg w aspekcie trwania gospodarstw i zrdwnowazenia gospodarowania ziemig rolng
oraz analogicznie do udziatu ziemi znajdujgcej sie w dzierzawie. Przeprowadzone zestawienia,
analizy i syntezy oparto o dane zrédtowe pochodzgce z 84 ankiet, obejmujgcych 44 gminy
znajdujgce sie w obrebie Wyzyny Krakowsko-Czestochowskie;j.

Jest to region specyficzny pod wzgledem zagospodarowania rolniczego, ze wzgledu
na potozenie pomiedzy dwiema duzymi aglomeracjami miejskimi. W rezultacie przeprowadzo-
nych badan ok. 30% respondentdw wskazato, ze porzucanie rolniczego uzytkowania ziemi na
terenie poszczegdlnych gmin Wyzyny Krakowsko-Czestochowskiej jest zjawiskiem czestym,
a kolejne 15,5%, ze bardzo czestym. Jednakze réznice pomiedzy badanymi gminami w ukta-
dzie wojewddztw sg znaczgce. Respondenci ocenili udziat porzuconych gruntéw ornych (GO)
w badanych gminach érednio na 11,5% na obszarze woj. matopolskiego oraz 17,5% w woj.
Slgskim. Szczegdtowa analiza w uktadzie gmin wskazata na wysoki udziat porzuconych GO oraz
jednoczesdnie na wystepowanie wzrastajgcego problemu ich zakrzaczenia, na drodze zaawan-
sowanej sukcesji widrnej roslinnosci w nastepujgcych gminach woj. $lgskiego: Zarki (36%), Wto-
dowice (34%) oraz Poczesna (32%). W analizowanej czesci obszaru obejmujgcej woj. matopol-
skie, nie stwierdzono w zadnej gminie wskaznika porzucania uzytkowania gruntéw ornych, ktory
oceniono jako bardzo wysoki (>30%). W licznych gminach z tego obszaru oszacowano nato-
miast wysoki udziat porzuconych GO, dla ktérego najwyzsze wskazniki zanotowano w gminach:
Alwernia (30%), Chrzandéw i Bukowno (po 28%).

Pod wieloma wzgledami podobnie przedstawia sie problem nieuzytkowanych w po-
szczegdblnych gminach trwatych uzytkéw zielonych (TUZ), w tym takze cze$ciowo porosnietych
roslinnosciqg krzewiastq. Analogiczne usrednione wskazniki procentowe, wynoszq tutaj 11,0% dla
gmin matopolskich oraz 23,3% dla gmin potozonych na obszarze woj. slgskiego. Réznice pole-
gajqg jednak na tym, ze na terenie wojewddztwa $lgskiego wyszacowano wiekszq liczbe gmin
z bardzo wysokim wskaznikiem porzucania uzytkowania TUZ niz GO. Z kolei innym problemem
czesto spotykanym w realiach gmin potudniowej Polski, w ktérych liczba i obsada zwierzgt to-
warowych jest zbyt niska w stosunku do dostepnej tam bazy paszowej, jakg stanowiq zbiorowi-
ska tgkowe i pastwiskowe jest skrajna ekstensyfikacja ich uzytkowania. Przy braku inwentarza
duza czes¢ rolnikdw wykasza znajdujgce sie w ich posiadaniu trwate uzytki zielone jedynie
w celu pozyskania naleznej wéwczas ptatnosci bezposredniej obszarowej. Respondenci wyka-
zali, ze w badanych gminach $rednio 34,9% TUZ jest wykaszanych jedynie w celu uzyskania
wsparcia finansowego, w ramach ptatnosci pochodzgcych z WPR. Réznice w tym zakresie po-
miedzy gminami matopolskimi i sigskimi nie sqg zbyt duze, gdyz wskazniki te wynoszg odpowied-
nio 36,1% oraz 33,7%. Jednakze w czesci gmin regionu $lgskiego, ktdre sg okreslane jako zde-
cydowanie bezinwentarzowe, udziat ten jest dominujgcy, a nawet zadziwiajgco wysoki. Przy-
ktadowo w gminach Kamienica Polska i Olsztyn wartosci te stanowiqg 70% wszystkich uzytkowa-
nych TUZ.
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Kolejnym aspektem prowadzonych badan byto okredlenie jaki jest udziat gospodarstw, ktére
pomimo ze formalnie istniejg, a zatem np. optacajg podatek rolny i sktadajg do ARIMR wnioski
o ptatnosci obszarowe, w rzeczywistosci nie prowadzi samodzielnie produkcijirolne;.

Jednoczesnie ziemia rolnicza, ktéra jest w ich posiadaniu jest faktycznie uzytkowana przez
kogo$ innego, np. przez sgsiaddw ktdérzy nadal prowadzg czynne gospodarstwa rolne. Z wy-
konanych analiz wynika, ze taki status mozna wskazac¢ w ponad 25% wszystkich gospodarstw
znajdujgcych sie w regionie badan. W tym lokalni eksperci wyszacowali, ze udziat formalnie
istniejgcych gospodarstw, ktére porzucity produkcje w obrebie gmin slgskich wynosi ok. 30,5%,
natomiast w obrebie woj. matopolskiego wskazniki te okreSlone byty na 22,5%. Dla po- szcze-
gdélnych gmin w wojewddztwie Slgskim bardzo wysoki udziat podmiotdw rolnych istniejg- cych
tylko formalnie oszacowano dla gmin: Zarki (75%), Wtodowice (70%) oraz Kamienica Polska,
Stawkow i Myszkdw (po 55% w kazdej). Dla woj. matopolskiego najwiecej takich gospodarstw
lokalni eksperci wyszacowali w gminach Libigz (65%) oraz Bukowno (60%). Ofert dzierzawy ziemi
na rynkach lokalnych tego regionu jest niewiele, a 70,9% wskazan respondentéw potwierdza,
ze mozliwos¢ wydzierzawienia ziemi rolniczej jest po prostu mata. Jako Sladowe mozliwosci czy
tez szanse na wydzierzawienie nowej ziemi w woj. matopolskim wskazato 14,3% respondentdw,
natomiast dla subregionu $lgskiego byto to 13,0% badanych pod tym kgtem lokalnych eksper-
tow.

Badania wskazuja, ze $rednio 38,5% transakcji obrotu ziemig stanowiq w istocie jej sgsiedzkie
uzyczenia, przy czym w gminach $lgskich jest to az 43,5%. Jednakze ziemia, ktéra jest oddana
w dzierzawe lub w uzyczenie, stanowi pewnqg zamknietq pule ilosciowq gruntéw, ktére juz znaj-
dujq sie w uzytkowaniu zaleznym.

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

kierownik zadania: dr inz. Anna Borecka

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

Cel realizowany jest poprzez oszacowanie:

- wydajnosci srodowiskowej,

- Srodowiskowej intensywnosci produkcii,

—  kosztéw poprawy efektu srodowiskowego,
- efektywnosci kosztow Srodowiskowych.

Zakres realizowanych badanh:

— przeprowadzenie badan w 75 gospodarstwach utrzymujgcych bydto, $winie oraz dréb,
- gromadzenie danych ww. obiektach o produkcyjnosci, kosztach i przychodach,

- gromadzenie informacji o obcigzeniu Srodowiska naturalnego przez poszczegdine
obiekty w oparciu o przygotowany wczesniej dedykowany kwestionariusz ankiety ce-
lem oszacowania wptywu produkciji zwierzecej na srodowisko w ujeciu kosztowym.
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Kwestionariusz ankiety dla poszczegdlnych dziatalnosci miat za zadanie dostarczy¢ infor-
maciji z zakresu: obsady i stanu Sredniorocznego zwierzat gospodarskich w kazdym z go-
spodarstw, powierzchni gruntéw ornych, udziatu trwatych uzytkdw zielonych w po-
wierzchni uzytkdw rolnych, udziatu zbdz w zasiewach, $rednich plondw poszczegdinych
roslin uprawnych, pokrycia gleby roslinnosciq w ciggu roku, skali produkcii oraz towarowo-
§ci produkcji poszczegdlnych gospodarstw, przychoddw uzyskiwanych przez gospodar-
stwa, zuzycia enerdii elektrycznej i innych nosnikdéw energii w gospodarstwie rolnym, zuzy-
cia paliw, zuzycia nawozdw naturalnych, zuzycia nawozéw mineralnych oraz srodkdw
ochrony roélin, wartosci pienieznej wydatkéw na nawozy azotowe, fosforowe i wielosktad-
nikowe, zuzycia wody w gospodarstwie, wysokosci naktaddw poniesionych na ochrone
srodowiska w poszczegdlnych obiektach oraz informacji szczegdtowych o organizacii pro-
dukciji zwierzece.

Syntetyczny opis wynikéw zadania

Najliczniejszg grupe w strukturze badanej zbiorowosci gospodarstw stanowity obiekty utrzymu-
jace bydto mleczne (45) oraz $winie (20). Najmniej liczng czescig proby badawczej byty go-
spodarstwa z drobiem kurzym (10). Wybrane do badan gospodarstwa zlokalizowane byty w
wojewddztwie podlaskim oraz podkarpackim. Podstawowe informacje o objetej badaniami
prébie gospodarstw w podziale wedtug specjalizacji zostaty zamieszczone w tabeli 1.

Tabela 1. Podstawowe informacje o gospodarstwach objetych badaniami.

Wyszczegdlnienie Srednio Gospodarstwa Gospodarstwa Gospodarstwa
razem z bydtem ze Swiniami z drobiem

Liczba gospodarstw(szt.) 75 45 20 10
Okres prowadzenia gospo- 22,4 26,5 19,5 23,1
darstwa rolnego (lata)
FWU* 1,96 2,03 1,89 1,93
AWU* 2,02 2,05 1,93 1,98
Uzytki rolne (ha) 31.7 32.3 2.1 2.5
Wskaznik bioréznorodnosci (pkt.) 41 49 4.4 31
Procentowy udziat zbdz w zasie- 62,4 61,5 64,8 52,9
wach (%)
Zuzycie nawozdéw azotowych w 87,0 89,2 95.4 63.8
przeliczeniu na czysty sktadnik na

1Tha UR
Zuzycie nawozdw fosforowych w 27.0 28,7 20,6 36,3
przeliczeniu na czysty sktadnik na

1Tha UR
Zuzycie naw. potasowych w 34,6 51,0 31,1 29,6
przeliczeniu na czysty sktadnik na

Tha UR
Zuzycie nawozdw wapniowych w 81,8 80,3 85,8 77.5
przeliczeniu na czysty sktadnik na

1ha UR

L . . 92,5 98.5 100,0 85,1
Ziemia wtasna w uzytkowaniu (%)
DJP w gospodarstwie ) S 19:6 65,6

Irédto: badania wtasne
*FWU — Family Work Unit, **AWU — Annual Work Unit

Jednym z czynnikdw determinujgcych specjalizacje gospodarstwa rolnego jest powierzchnia
uzytkdw rolnych jaokg dysponujg gospodarstwa. W kazdej z wydzielonych grup gospodarstw
zaobserwowano duze zréznicowanie obszarowe. Srednia powierzchnia uzytkéw rolnych byta
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wieksza niz srednia krajowa. Srednia wielko$é powierzchni UR w gospodarstwie wyniosta 31,7 ha
i byta wynikiem blisko trzykrotnie wyzszym w poréwnaniu ze $redniq krajowqg (11,3 ha).

Powierzchnia uzytkéw rolnych (UR) w analizowanej grupie 75 gospodarstw wynosita od
3.7 do 68,0 ha. Najwieksze gospodarstwa wystepowaty w grupie gospodarstw utrzymujgcych
bydto (srednio — ponad 32 ha) natomiast mniejsze w utrzymujgce dréb (srednio - 20,5 ha).

Poprawnos$¢ zmianowania roslin oraz stopien bioréznorodnosci biocenozy uprawne;j
determinowana jest przez udziat zbdz w strukturze zasiewdw. Nalezy unikac wiekszego ich
udziatu w strukturze zasiewdw niz 66%. Najkorzystniejszy udziat zbdz w zasiewach wystepowat
w gospodarstwach jednokierunkowych z drobiem (0k.53%) (Tabela.1). Niewielki odsetek trwa-
tych uzytkdw zielonych (3,4%) w strukturze uzytkowania gruntéw i uproszczone zmianowanie
ztozone  z roélin towarowych wykazywaty gospodarstwa z drobiem. Schemat ten ma zdecy-
dowanie negatywny wptyw na réznorodnos¢ biologiczng. Waznym czynnikiem majgcym
wptyw na srodowisko naturalne jest ilo$¢ aplikowanych nawozéw w gospodarstwie. W gospo-
darstwach z bydtem w 82,2% obiektach stosowano nawozy mineralne, w przypadku gospo-
darstw utrzymujgcych swinie byto to 85%, a w gospodarstwach z drobiem 80%. Srednio wszyst-
kie gospodarstwa w poszczegdinych specjalizacjach zuzywaty wiecej nawozdw mineralnych
i wapniowych w przeliczeniu na czysty sktadnik na Tha UR w poréwnaniu ze $srednig krajowqg
jakg podaje GUS.

Stosowane dawki nawozéw azotowych przektadajq sie na wielko$¢ emisji gazéw cie-
plarnianych. Srednie ich zuzycie w badanej grupie gospodarstw byto wyzsze o ponad 23% od
Sredniej krajowej wynoszgcej w roku gospodarczym 2022/2023 - 70,7kg/1ha UR. Jedynie w go-
spodarstwach utrzymujgcych dréb byto ono srednio nizsze (Tabela 1.).

Przychody ogdtem w przypadku gospodarstw z drobiem ksztattowata warto$e produk-
cji drobiarskiej, ktéra stanowita ponad 91%. Wysokos¢ ptatnosci w przychodach odnotowano
na najwyzszym poziomie w gospodarstwach utrzymujgcych $winie (12,3%), a na najnizszym
w gospodarstwach z drobiem niesnym. W przypadku gospodarstw z bydtem w strukturze przy-
choddw dominowata rowniez sprzedaz produkcji roslinnej (Wykres 1.).

Wykres 1. Struktura procentowa przychoddw w badanych gospodarstwach (%).
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Wartosé Doptaty i Sprzedaz irédta dochodu Niezarobkowe Pozostate
sprzedady Hywca subsydia produkciji spoza rodta przychody***
wieprzowego/ roslinnej gospodarstwa* dochodu**

mileka/ jaj

W Gospodarstwa z bydtem m Gospodarstwa ze Swiniami mGospodarstwa z drobiem

Irédto: badania wiasne
* praca zarobkowa, wynagrodzenie nieletnich, wynajem maszyn i urzgdzen, ustugirolnicze.
**renta, emerytura, zasitki celowe, 500+, swiadczenia spoteczno-socjalne.
**xzwrot podatku VAT, zwrot podatku akcyzowego, przychody z tytutu posiadanych udziatéw w spotdzielni.
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We wszystkich gospodarstwach najwyzszy udziat w strukturze kosztéw bezposrednich stanowity
koszty pasz. W gospodarstwach produkujgcych na wiekszqg skale koszty pasz pochodzgcych z
zakupu stanowity ok. 46% w strukturze catkowitych kosztéw bezposrednich. Wyliczona zostata
réwniez wysokos$¢ kosztdw produkciji, ktdrg odnotowano na poziomie 6 080 zt w przeliczeniu na
krowe, 8 297 zt/loche oraz 42,30 zt na 100 jaj (Tabela 2.).

Tabela 2. Koszty produkcji w badanych gospodarstwach (zt).

Wyszczegdlnienie Gospodarstwa Gospodarstwa Gospodarstwa
z bydtem ze Swiniami z drobiem
(zt/krowe) (zt/loche) (zt/100 jaij)

Koszty bezposrednie 4920,3 5547,2 32,8

Koszty posrednie 11593 27493 9.5

Koszty catkowite 6079.6 8296,5 42,3

Irédto: obliczenia wiasne

Najwyzszy udziat w strukturze kosztéw ,,Srodowiskowych” ponoszonych w gospodarstwach
specjalizujgcych sie w produkcji zwierzecej miaty koszty paliw. W obiektach wyspecjalizo-
wanych w produkcji mleka stanowity one ponad 35% ,.kosztow srodowiskowych”, ogdtem
wynoszqgc Srednio na obiekt 30 008,80 zt. W gospodarstwach ze $winiami stanowity odpo-
wiednio 30,3% 26 355,70 zt (Rysunek 1.).

Wptyw badanych gospodarstw na srodowisko oceniono na podstawie analizy kosztéw
nawozow i srodkdw ochrony roslin oraz ilo$ci zastosowanych nawozdw azotowych, fosforo-
wych oraz potasowych w odniesieniu do 1 ha UR. Najwyzsze koszty nawozdw oraz srodkodw
ochrony roélin w przeliczeniu na 1 ha UR poniosty srednio gospodarstwa utrzymujgce $winie
(1168,40 zt/ha) a najnizsze z drobiem (577,83 zt/ha). W przypadku produkcji drobiarskiej najwyz-
sze koszty ponoszono na energig elektryczng i inne noéniki energii oraz na wode do produkcji
rolne;j.

Zadanie 01-17-09-11
Ocena efektywnosci metod mitygacji GHG w pastwiskowym utrzymaniu
matych przezuwaczy.

kierownik zadania: dr Wojciech Krawczyk

Doswiadczenie w realizowanym zadaniu zostato przeprowadzone na 40 sztukach owiec ma-
ciorek rasy suffolk i owca pomorska, przy rdwnym udziale zwierzgt kazdej rasy. Zostaty one wy-
brane na zasadzie analogdw — zblizony wiek (druga lub ew. trzecia laktacja), masa ciata i kon-
dycja. Zwierzeta pierwszej z grup — alkierzowej (A; 10 sztuk — suffolk, 10 sztuk — owca pomorska)
przebywaty catodobowo w owczarni, z dostepem do okdlnika. Zywienie ich odbywato sie
z udziatem pasz objetosciowych konserwowanych oraz mieszanki tresciwej, bez suplementacii
zielonkqg pastwiskowq, zgodnie ze standardami wynikajgcymi z aktualnych norm Zywienia IZ
INRA. Zwierzeta drugiej grupy — pastwiskowej (P; 10 sztuk — suffolk, 10 sztuk — owca pomorska)
w miesigcach maj — pazdziernik (180 dni) przebywaty 10-12 godzin na pastwiskach o dominu-
jacym udziale runi zycicowej, w systemie wypasu kwaterowego (6 kwater, rotacja 24-dniowa),
a zielonka pastwiskowa stanowita podstawe ich zywienia (z suplementacjg paszqg tresciwg,
zgodnie z normami Zywienia 1Z INRA). Poza sezonem pastwiskowym oraz w okresie nocnym
zwierzeta byty zlokalizowane w budynku owczarni. W poczgtkowej fazie realizacji zadania spo-
rzgdzono stacjonarng instalacje doswiadczalng.
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W budynku owczarni stanowiq jg trzy komplety przewoddw ciSnieniowych mocowanych pod-
kalenicowo (pobdr zbiorczych préb), z punktem pomiarowym dostepnym z poziomu podtogi
owczarni. Na potrzeby obiektéw pastwiskowych opracowano sondy do szacowania emisji CH4
w wydychanym przez zwierzeta powietrzu. W obydwu lokalizacjach instalacja zostata uzupet-
niona o rejestratory mikroklimatyczne.

Podczas redlizacji do$wiadczenia zgromadzono dane pomiarowe dotyczgce mikrokli-
matu pastwisk oraz budynku owczarni (parametry tta: temperatura, wilgotnos¢ wzgledna oraz
ruch powietrza), realizowane przy uzyciu elektronicznych miernikdw mikroklimatycznych: Del-
taOHM HD37, Logger S3121 (zapis ciggty) oraz Testosterm, mod. Testo 9610.

Pomiar emisji gazowych GHG i amoniaku, w tym najwazniejszego z nich u przezuwaczy,
metanu, zrealizowano z wykorzystaniem aparatury Gasmet GT5000 Terra i Tiger Optics i-2000,
stezenie gazdw towarzyszgcych okreslono z wykorzystaniem elektronicznego miernika gazéw
Multiwarn Il firmy Drager, Gasmet GT5000 Terra oraz Horiba APNA-370.

Wyniki przeprowadzonych w 2024 roku badanh wskazujqg, iz parametry mikroklimatyczne
objetego doswiadczeniem pomieszczenia owczarskiego oraz stwierdzone stezenie domieszek
gazowych we wszystkich przeprowadzonych pomiarach, cho¢ zréznicowane, ksztattowaty sie
na korzystnym poziomie.

Stezenie amoniaku byto zmienne w zaleznosci od terminu pomiaru i w owczarni wyniosto
1-4 ppm (najwyzsze wartosci wystepujgce sporadycznie), nie wykazujgc rownoczesnie jakiej-
kolwiek zaznaczonej tendencji. W obiekcie pastwiskowym, w wiekszosci pomiardw nie stwier-
dzono jego obecnosci, a najwyzsza zmierzona warto$¢ wyniosta 1 ppm (Tabela 2.).

Warto$ci NOx zmierzone na pastwisku — okoto 1 ppb - byty kilkakrotnie nizsze od ustalo-
nych w owczarni, gdzie uzyskiwaty najwyzszy poziom 9,6 ppb, przy czym udziat NO byt zazwy-
czaj co najmniej 2-krotnie wyzszy od stezenia NO2. Pomiary udziatu zwigzkdéw azotu w alkierzu
i na pastwisku odznaczyty sie najwiekszg zmiennosciq, nie wykazujgc przy tym zadnej zazna-
czonej fendenciji.

Pomiaréw emisji zwaczowej u owiec przebywajgcych zarédwno na pastwisku, jak i w al-
kierzu, dokonywano w przepedach, gdzie zwierzeta byty unieruchomione podczas rejestracii.
Kazda seria pomiardw realizowana byta w interwatach dwugodzinnych tak, aby zarejestrowad
catodobowy, zmienny przebieg emisji gazu, poczynajgc od najwyzszego jego udziatu w wydy-
chanym powietrzu — szczytowa aktywnos$é zwaczowa, az do najnizszych jego stezen — kolejne
oraz kohcowe etapy trawienia, okres przed podaniem paszy/ przed wypasem. Kazdy z pomia-
row dla grupy pastwiskowej i alkierzowej byt przeprowadzony w jak najbardziej zblizonych wa-
runkach mikroklimatycznych i przy najmniejszym ruchu powietrza.

Uzyskane podczas sezonu pastwiskowego wyniki wskazujg na duze zréznicowanie emisji
metanu pomiedzy grupq przebywajgcg na pastwisku a zwierzetami utrzymywanymi alkierzowo
(Tabela 1.).

Tabela 1. Emisja metanu od owiec podczas okresu pastwiskowego (kg/szt./60 dni).

Wariant
Okres (mies.)
Pastwisko Alkierz
V-VI 3.9 3.2
VII-VII 4,3 2,9
IX-X 4,6 3,0
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Podczas sezonu pastwiskowego dystans ten ulegat stopniowemu powiekszeniu. Podczas, gdy
emisja zwaczowa grupy A wykazywata wzgledng stabilno$¢ w tej cesze, odnotowano wyrazng
tendencje wzrostowq u zwierzgt zywionych zielonkg w ujeciu emisyjnosci w nastepujgcych po
sobie dwumiesiecznych okresach trwania sezonu pastwiskowego.

Poczatkowo wartosci emisji byty najnizsze, a nastepnie wykazywaty konsekwentng ten-
dencje wzrostowq. Jej przyczyng byt postepujacy wzrost udziatu wtdkna w zielonce w miare
uptywu sezonu wegetacyjnego runi, przy rGwnoczesnym obnizaniu sie jej strawnosci, co powo-
dowato dtuzsze zaleganie paszy w przedzotgdku i intensyfikacje procesdw metanogenezy.
Z tego powodu caty proces trawienia ulegt rowniez znaczgcemu wydtuzeniu.

Tabela 2. Catkowita emisja metanu podczas okresu pastwiskowania owiec (kg/ szt./80 dni).

Wariant
Cecha
Pastwisko Alkierz
Catkowita emisja 12,8 9.1
Wzgledna zmiana emisji metanu (%) +40,7 0

Niemniej jednak, we wszystkich okresach sezonu pastwiskowego uzyskane wartosci emisji me-
tanu byty znaczgco wyzsze od ustalonych dla owiec przebywajgcych w alkierzu (Tabela 1.),
co miato swe bezposrednie przetozenie na wolumen produkcji tego gazu, podczas catego
omawianego poétrocznego okresu. Wartosci te byty o ponad 40% wyzsze w grupie spasajgcej
zielonke pastwiskowq (Tabela 2.).

Roczna emisja metanu jest powszechnie uznawana za podstawowy wskaznik wykorzy-
stywany w kontekscie szacunkdw ucigzliwosci dia srodowiska oraz przy realizacji celdéw reduk-
cyjnych, natomiast sposdb zywienia zwierzgt, a posrednio i system utrzymania majqg istotny
wptyw na wolumen emisji zwaczowe.

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

Cecha Wariant

Pastwisko Alkierz
Catkowita emisja 21,9 18,2
Wzgledna zmiana emisji +20,3 0
metanu (%)

Wyniki uzyskane dla tej cechy w ujeciu rocznym sq zbiezne z prezentowanymi w — decydujg-
cym w kontekscie catorocznej emisji — okresie wypasu. Dla grupy alkierzowej wyniosty 18,2 kg
NH4/szt., natomiast zwierzeta pastwiskowe podczas roku emitowaty do atmosfery o 3,7 kg/szt.
wyzszq ilo$¢ tego gazu (Tabela 3.).

Wartos¢ omawianego wskaznika pastwiskowej emisji metanu byta dwukrotnie wyzsza
od ustalonejza caty okres trwania omawianego etapu badan (emisja roczna), co wynikato
z profilu zywienia zwierzgt poza sezonem pastwiskowym, tozsamego z zywieniem grupy utrzy-
mywanej wytgcznie w owczarni.



Zaktady Naukowe

Zaktad Biologii Molekularnej Zwierzat
kierownik: prof. dr hab. Katarzyna Ropka-Molik

Zadanie 01-18-14-21
Model badawczy odwirusowej neoplazji skory oraz analiza syntetycznych wysokoimmuno-
gennych biatek jako narzedzia do walki z wirusowymi zmianami skdrnymi.

kierownik zadania: dr inz. Wojciech Witarski

Cel zadania zaktadat opracowanie modelu in vitro sarkoidu kohskiego (neoplazji skéry pocho-
dzenia wirusowego), jako zblizonego do rzeczywistosci, uwzgledniajgcego trojwymiarowq
strukture tkanki oraz niedobdr cisnienia parcjalnego tlenu w przestrzeni miedzykomadrkowej. Ce-
lem byto pozyskiwanie pierwotnych linii komdrkowych, ktdére uzupetniajg obecnie posiadang
kolekcje. Zwiekszona kolekcja tkanek jest odpowiedzig na rdézne manifestacje kliniczne cho-
roby i postuzy do okreslenia zmiennosci fenotypowej komorek. W ramach prowadzonych analiz
opracowano metody trojwymiarowych hodowli symulujgcych charakter litego guza wraz
z otaczajgcg go stromq, a takze hodowle komdrkowe prowadzone w warunkach obnizonej
zawartosci tlenu.

Zatozenia metodyczne

Rozszerzono kolekcje pierwotnych linii komédrek sarkoidu konskiego, analizujgc réznice fenoty-
powe i wydzielnicze miedzy klinicznymi postaciami choroby. Przeprowadzono hodowle tréjwy-
miarowe w warunkach hipoksji, badajgc tempo wzrostu i charakter kolonii. W pdzniejszych eta-
pach oceniono wptyw hipoksji na ekspresje gendw i wybrane biatka. Przeprowadzono takze
ko-transfekcje komdrek HEK293 plazmidami kodujgcymi biatka kapsydu BPV L-1 i L-2, ktdérych
produkcja miata miejsce na kolejnych etapach projektu. Nastepnie, biatka kapsydu i synte-
tyczne immunogenne poddano analizie IVCAA, oceniajgc ich zdolno$¢ aktywaciji limfocytéw
T CD4+ i CD8+, mierzong jako dziatanie mitogenne i indukcje wydzielania interleukin.

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

Rycina 1. Sekwencja plazmidu pSHELL wraz z opisem miejsc kodujgcych.
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Syntetyczne omdwienie wynikéw zadania

Badania pozwolity na uzyskanie pierwotnych linii sarkoidéw konskich, dodatkowej linii sarkoi-
ddéw konskich oraz dwie linie fibroblastéw skdry konia. Wszystkie pozyskane linie poddano pro-
cesom bio-bankowania komdrkowego. Komérki linii sarkoidu konskiego (3 linie), komorki fibro-
blastéw konskich (traktowane jako negatywna kontrola inwazyjnosci oraz komadrkowy odpo-
wiednik niepatologicznego stanu tkanki), dwie linie wysoce inwazyjnego nowotworu szyjki ma-
cicy (HelLa oraz SiHa) zostaty hodowane w biatkowym zelu (Geltrex Thermofisher) odpowiadao-
jgcym formie trojwymiarowej tkanki. W obrebie tych trzech grup badawczych analizowano
proces wzrostu komérek w trzech rezimach stymulaciji: 1) bez stymulacii, 2) przy uzyciu 20 ng/ml
bFGF (Thermofisher) oraz jako ko-kultura na monolayerze komaérek fibroblastéw. Pomimo faktu,
ze kazda z grup odpowiedziata na stymulacje (najsiiniej w przypadku parakrynowej stymulaciji
ko-kultury fibroblastowe), to komorki sarkoidu kohskiego wykazywaty niewielkie cechy inwazyj-
nosci bedqgc fenotypowo zblizone do fibroblastdw skéry konia (Rycina 2.).

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

Kokultura z fibroblastami Monokultura z 20 ng/ml bFGF Monokultura

sarkoid konski
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Na pozyskanym materiale przeprowadzono wysokoprzepustowq analize sekwencjonowania
NGS na czterech tkankach zdrowych oraz na o$miu tkankach sarkoidu konskiego, utozonego
w profilach ekspresji — spodziewanym profilu ekspresji tagodnej neoplazji skdry oraz zblizonym
do tkanek kontrolnych. W skrajnych grupach uzyskano po kilka tysiecy gendw podlegajgcych
réznicowej ekspresji. Przy poréwnaniu grupy tkanek sarkoidowych oraz kontrolnych, zblizonych
do siebie profilem ekspresji, uzyskano jedynie 162 DEG. Ofrzymane w eksperymencie geny za-
wiadywaty szeregiem szlakdw sygnalizacyjnych w organizmie, w tym tych, ktére odpowiadajg
za procesy transformacji nowotworowe;.

W kolejnym etapie badan, przeprowadzono proces ko-transfekcji komaorek HEK293 pla-
zmidami produkujgcymi biatka ptaszcza kapsydowego, BPV L-1 oraz L-2, ktérych produkcija,
wraz z syntetycznymi immunogennymi biatkami, postuzyta analizie IVCAA. Przesledzona zo-
stata ich zdolno$¢ aktywaciji, mierzona joko dziatanie mitogenne. Przy pomocy dziatania anty-
biotyku i uwzglednieniu pozytywnego sygnatu dziataniem biatka fluorescencyjnego przepro-
wadzono selekcje najodpowiedniejszego klonu. Miano biatek wirusa wykonano na lizatach ko-
modrkowych przy pomocy testu ELISA, gdzie poziom wirusa mierzono sygnatem aktywnosci prze-
ciwciata (#PA5-35416, Thermofisher). Analiza IVCAA polegata na poddaniu ekspozyciji na
biatka immunogenne komérek uktadu odpornosciowego wyizolowanych z krwi obwodowe;j.
Mitogennos$¢ mierzono jako funkcje aktywnosci komodrek odpornosciowych oraz jako zdolnosci
do agregacji komérek. Tempo podziatdéw mierzono przy pomocy zestawu Celltitterblue firmy
Promega, ktéra wykazata pozytywng korelacje pomiedzy mianem biatek wirusa (lizaty komor-
kowe), a tempem podziatdéw komodrek odpornosciowych. Testy agregacji nie wykazaty istot-
nych réznic miedzy badanymi probokami.

Zadanie 01-18-14-21
Polimorfizm i tkankowo specyficzna ekspresja gendw warunkujgcych miesnos¢ jako kryteria
selekcyjne w doskonaleniu cech produkcyjnych gesi.

kierownik zadania: dr inz. Anna Koseniuk

Celem zadania byto okreslenie polimorfizmu wybranych gendw warunkujgcych miesnos$c gesi
oraz okredlenie zwigzku zidentyfikowanych wariantéw polimorficznych z cechami uzytkowosci
miesnej okreslanej przyzyciowo (wyrazonej: masqg ciata, gtebokosdciq miesnia klatki piersiowe],
dtugosciq grzebienia mostka, dtugoscig przedramienia oraz tempem przyrostu masy ciata)
i poubojowo (uwzgledniajgcej mase miesnia piersiowego, mase miesni udowych, ocene jako-
sci i profil biatkowy miesa), a takze analiza ekspresji tych gendéw w réznych tkankach i na tej
podstawie ustalenie najkorzystniejszych formut genotypowych przydatnych w selekcji prowa-
dzgcej do modelowania poszczegdlinych partii miesni i jakosci miesa u badanych rasgesi.

Zatozono cele dwa cele szczegdtowe:

1.Okreslenie markerdw genetycznych i tkankowo specyficznej ekspresji gendw warunkujg-
cych miesno$¢ gesi.
2.0cena uzytkowosci miesnej gesi oraz charakterystyka proteomiczna i jako$ciowa miesa.

Chcac zredlizowac powyzsze cele badawcze przeprowadzono analizy jokosciowe tkanek po-
branych od gesi landes i gesi biatej kotudzkiej® w Zaktadzie Doswiadczalnym Instytutu Zoo-
techniki PIB w Kotudzie Wielkiej. Ponadto, przeprowadzono analizy molekularne tkanek u ba-
danych ras. Préobki do analiz jakosciowych i molekularnych zostaty pobrane od gesi landes
i gesi biatej kotudzkiej® w listopadzie 2023 roku. Wyniki analiz uzyskano w 2024 roku.
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Analizy jako$ciowe

Badania jakosciowe obejmowaty szczegdtowq analize parametrdw rzeznych gesi. Wyliczenia
statystyczne wykazaty istotny wptyw rasy gesi na mase ciata i mase tuszki oraz na wydajnos$é
rzeznq i wyniki analizy rzeznej.

Analizy molekularne

Przeprowadzono analize globalnej ekspresji gendw w tkankach pobranych od gesi rasy po-
morska i gesi biata kotudzka® (pobranie z 2022 roku) oraz gesi landes i gesi biata kotudzka®
(pobranie z 2023 roku). W ramach analiz wykonano biblioteki, ktére nastepnie zostaty przeana-
lizowane w aparacie NovaSeq X Plus Series (llumina, USA). Wyniki ekspresji uzyskano grudniu
2024 roku. Wstepna analiza bioinformatyczna pozwolita na okreslenie réznicujgcych gendw
(DEGs) w prébkach watroby gesi pomorskiej i gesi biatej kotudzkiej® (pobranie z 2022 roku).
Dla gendw o najwyzszym stopniu zréznicowania (top 20 gendw) mozna wytypowad dwa geny,
.. HOGA1iSCD. Gen SCD pojawia sie tez w wynikach analiz proteomicznych. Wyniki analiz bia-
tek pozwolity na zidentyfikowanie szeregu biatek majgcych wptyw na przemiany ttuszczowe,
m.in.: indukujgcych biosynteze ttuszczy (SCD i FASN]).

Whnioski

Uzyskane wyniki jako$ciowe pobranego materiatu od gesi landes i biata kotudzka® wskazuijg,
ze poddane kilkudziesiecioletniej selekcji gesi biatej kotudzkie® osiggajg istotnie wyzszg mase
ciata i wiekszg wydajnosc rzezng w poréwnani z nieselekcjonowanymi gesiami landes. Analiza
globalnej ekspresji tkanek gesi z dwdch pobran pozwala na identyfikacje gendw o réznicujgcej
ekspresji, ktére dajg podstawe do poszukiwania markerdw cech jakosciowych i wydajnosci
rzeznej. Wyniki ekspresji gendw, w duzej mierze znajdujg swoje odzwierciedlenie w rezultatach
uzyskanych z badan proteomicznych.

Zadanie 01-18-17-21
Molekularne tto potencjatu komadrek chrzestnych konia w hodowli in vitro po
wprowadzeniu fiziologicznych czynnikdw wzrostu.

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

Celem badania byta analiza transkryptomu chondrocytéw koni w hodowli in vitro z wykorzy-
staniem osocza bogatoptytkowego (PRP), aby molekularnie oceni¢ wptyw biogennych czyn-
nikdw wzrostu na stopien zrdéznicowania komadrek chrzgstki stawowej koni. Badaniu poddano
chondrocyty pobrane post-mortem z chrzgstki szklistej stawdw pecinowych czterech niespo-
krewnionych koni zimnokrwistych w wieku pottora roku. Komorki namnazano przez trzy kolejne
pasaze w warunkach monowarstwy, a gtéwny eksperyment rozpoczeto na etapie 500 000 ko-
morek z czwartego pasazu. Osocze bogatoptytkowe (PRP) przygotowano z petnej krwi siedmiu
koni w ramach rutynowych procedur weterynaryjnych. Stymulacje chondrocytdw za pomocqg
PRP przeprowadzono przy wykorzystaniu dwdch podejsé. Pierwszy eksperyment miat na celu
wykorzystanie efektu powolnego uwalniania PRP w podtozu hodowlanym, poprzez wprowa-
dzenie kulek alginianowych przygotowanych z rézng zawartosciq PRP.

W drugim podejsciu osocze bogatoptytkowe (PRP) wprowadzono bezposrednio do
podtoza hodowlanego chondrocytdw.
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Dwanascie bibliotek RNA-seq dla chondrocytdw stymulowanych kulkami alginianowymi z PRP
i dziewiec¢ bibliotek dla chondrocytéw bezposrednio indukowanych PRP zostat utworzonych
przy uzyciu zestawu VAHTS Universal V8 RNA-seq Library Prep Kit dla llumina (VA- ZYME). Tryb
pair-end NGS zostat zastosowany w systemie Novaseq X Plus (llumina). Analiza RNAseq pozwo-
lita zidentyfikowac 5797 gendw podlegajgcych réznicowej ekspresji (DEGs). Charakterystyka
funkcjonalna zidentyfikowanych DEGs wykazata, ze zastosowanie fradycyj- nych surowic lub
PRP w hodowli komérek chrzgstki stawowej skutkowato miedzy innymi nadre- prezentacjg DEGs
w szlakach molekularnych zwigzanych z interakcjg ECM-receptor (ecb04512), starzeniem sie
komorek (ecb04218), adhezjg komdrek do ECM (ecb04510) i sygnalizacjg PI3K-Akt (ecb04151).

Uzyskane informacije podkreslajg znaczenie osocza PRP w utrzymaniu potencjatu chon-
drocytdw do syntezy macierzy ECM poprzez stymulacje proliferacii i réznicowania komaorek
chrzgstki. Zmniejszona ekspresja gendw kodujgcych czynniki prozapalne dodatkowo potwier-
dza zdolno$¢ osocza PRP do hamowania procesu zapalnego, ktéry jest powszechnie zwigzany
z degeneracjg chrzgstki stawowej. Uzyskane wyniki badan molekularnych mogqg by¢ przy-
datne dla modyfikacji procedur z zakresu stosowania osocza bogatoptytkowego w leczeniu
zwyrodnieh stawdw u koni.

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

kierownik zadania: dr hab. Matgorzata Natonek-Wisniewska

Cel zadania

- opracowanie i walidacja metody wykrywania miodu na podstawie markerdw moleku-
larnych,

— opracowanie i walidacja metod molekularnych rozrézniania podgatunkdw pszczdt za-
mieszkujgcych Polske (pszczota srodkowoeuropeijska/Apis mellifera mellifera/, pszczota
krainska /Apis mellifera carnica/, pszczota kaukaska /Apis mellifera caucaica/) od po-
zostatych podgatunkdw pszczoty miodne;,

- zastosowanie metody do identyfikacji i rozrézniania produktdw pszczelich.

Zatozony cel obejmowat dostosowanie metody identyfikacji miodu do badania zréznicowa-
nego materiatu badawczego praz przeprowadzenie monitoringu skali zafatszowan produktow
dla wegan.

Zatozenia metodyczne

Problem fatszowania dotyczy zaréwno samych mioddw poprzez dodatek do nich obcych sub-
stanciji, jak réwniez fortyfikowanie miodami produktéw, ktére zgodne z informacjg od produ-
centa nie powinny go zawiera¢. Dotychczas nie ma oficjalnych metod zatwierdzonych urze-
dowo do kontroli tego typu produktdw. Rozporzgdzenia UE dotyczgce badan zywnosci i pasz
(UE 51/2013, EURL-AP) wskazujg na wyrazne trendy do wykorzystywania analiz opartych na
DNA. Za metodami molekularnymi przemawia réowniez fakt, ze zgodnie z rozporzgdzeniem UE
(WE 882/2004), dotyczgcym analiz produktéw zywnosciowych i pasz, stosowane do analizy me-
tody powinny sie cechowac¢ co najmniej 13 parametrami. Wiekszos¢ z nich, miedzy innymi za-
kres stosowania, limit wykrywania/oznaczania czy powtarzalnos¢ osiggajg bardzo dobre war-
tosci dla analiz DNA.
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Syntetyczny opis wynikdw zadania i podsumowanie

W ramach realizaciji badan udoskonalono metode wykrywania miodu. Metoda oparta jest na
wykryciu DNA specyficznego gatunkowo dla pszczoty miodnej (Apis mellifera) przy zastosowa-
niu techniki real-time PCR. Sktada sie z dwdch etapdw: reakcji specyficznej gatunkowo oraz
przeprowadzenia krzywej fopnienia. Drugi etap stuzy dodatkowemu potwierdzeniu specyficz-
nosci reakcji. Metoda jest specyficzna gatunkowo - specyficznosé biologiczna wynosi 100%.
W poréwnaniu do klasycznego PCR-u, metoda wykorzystujgca real-time PCR jest szybsza
i mniej pracochtonna.

Sprawdzenie i dostosowanie metody dla zréznicowanego materiatu badawczego

W celu sprawdzenia metody dla zréznicowanego materiatu badawczego przeprowadzono jej
walidacje dla: rozcienczen mioddw w zakresie od 0,1-100%, prébek produktdw roslinnych for-
tyfikowanych miodami w ilosci 1% i 10% oraz komercyjnych produktdw spozywczych dla we-
gan. We wszystkich przypadkach reakcje przeprowadzono analogicznie jak dla czystych mio-
déw.

Wykonane analizy pozwolity zauwazyg, ze:
- metoda jest powtarzalna,
- czuto$¢ metody jest na poziomie 0,1%,
- przetestowane komercyjne produkty spozywcze dla wegan (50 réznych produktdw) nie
zawierajg dodatkédw miodu.

Do badan wykorzystano fragment podjednostki | (COIl) mitochondrialnej oksydazy cyto-
chromu c. Przebadano tgcznie 20 rodzajéw miodu, prébek roslinnych i mieszaniny obu rodzajéw
prébek (1% i 10%) z réznych regiondw kraju oraz 50 produktéw dla wegan. Dla badanych pré-
bek wykonano ilosciowo-poréwnawczg reakcje cT z krzywq topnienia (SybrGreen). Uzyskane
wyniki wskazujg na rézne wartosci cT dla miodu i bez miodu. Wartosci cT uzyskane dla miodu
byty ponizej 23 cykli, podczas gdy dla prébek bez miodu cT wynosito ponad 30 cykli. Krzywa
topnienia rowniez odrézniata obie grupy prébek. Dla préobek pszczdt miodnych wynosita ona
okoto 74°C, natomiast dla kontroli negatywnej ponad 83°C. Uzyskane wyniki pozwalajg przy-
puszczac, ze opracowana metoda moze by¢ stosowana do identyfikacji prébek zawierajg-
cych midd.

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 zadania byta szczegdtowa analiza wptywu suplementacji witaming D3 diety na ekspre-
sie gendw i biatek w jelicie cienkim szczura i $wini, a takze na sktad mikroflory jelitowej $wini.
Uzyskane wyniki pozwolity na weryfikacje obowigzujgcych zaleceh odnosnie stosowania wita-
miny D3 w hodowli zwierzgt. Dostarczyty rdwniez informacii, na ile suplementacja witaming D3
wptywa na funkcjonowanie jelita, a tym samym moze przeciwdziataé schorzeniom powodu-
jagcym straty w hodowli, jak np. biegunki prosigt.



Zaktady Naukowe

Figura 1. Zatozenia metodyczne i schemat planowanych analiz.
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Syntetyczny opis wynikdw zadania

Wyizolowano RNA z prébek jelita grubego (30 prébek) oraz jelita cienkiego (28 probek) 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
koncentraciji RNA. Nastepnie utworzono biblioteki cDNA typu 3'Tag mRNA z zastosowaniem
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 genomu referencyjnego oraz identyfikacje gendéw o zréznicowanej ekspresji w kilku réznych
poréwnaniach. W poréwnaniu — jelito cienkie versus jelito grube zaobserwowano 815 gendw
o podwyzszonej ekspresiji 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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7 kolei poréwnania pomiedzy grupami otrzymujgcymi rézne dawki witaminy D w diecie wyka-
zaty bardzo niewielkq ilos¢ gendw przy powyzszym zatozeniu. Dlatego zdecydowano sie zta-
godzi¢ prog istotnosci dla tych pordwnan 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 zwierzat bez suple-
mentaciji (Figura 3.). Geny te w gtdwnej mierzy odpowiedzialne sq za regulacje podziatdéw ko-
morek. W pordwnaniu: grupa | vs grupa |l zidentyfikowano 341 geny o zmienionej ekspresji,
z czego 148 miato ekspresje obnizong, a 193 podwyzszong w grupie ofrzymujgcej 5000 U/kg
witaminy D w paszy (Figura 4.). Geny te, podobnie jak w poprzednim poréwnaniu, zwigzane sq
z cyklem komdrkowym oraz z migracja komorek. Z kolei w poréwnaniu: grupa Il vs grupa il
zidentyfikowano 171 gendw o obnizonej ekspresji oraz 359 gendw o podwyzszonej ekspresji
u zwierzgt ofrzymujgcych wysokg dawke witaminy D (10000) w stosunku do grupy ofrzymujgcej
dawke 5000 U/kg. Jednak analiza funkcjonalna tych gendw nie wykazata wyraznego wptywu
na okreslone procesy biologiczne.

Figura 3. Analiza PCA poréwnania franskryptomu jelita grubego $wini otrzymujacej w diecie 10000 U/kg witaminy D
i bez suplementaciji.
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Figura 4. Analiza PCA poréwnania transkryptomu jelita grubego $wini otrzymujacej w diecie 5000 U/kg witaminy D
i bez suplementaciji.
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W obrebie jelita cienkiego, przy poréwnaniu grupy | z Il zidentyfikowano 89 gendw o obnizonej
ekspresiji oraz 330 gendw o podwyzszonej ekspresji — w grupie otrzymujgcej dawke (5000 U/kg)
witaminy D w porédwnaniu z grupg niesuplementowang (Figura 5.). Natomiast w poréwnaniu
grupy | z grupq 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 é.). Geny
zidentyfikowane w obu poréwnaniach w przewazajgcej liczbie regulujg biosynteze steroli oraz
procesy zwigzane z odpornosciq.
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Z kolei pordwnanie grupy otrzymujgcej dawke 5000 U/kg z grupg ofrzymujgcg dawke
podwyzszong witaminy D pozwolito na zidentyfikowanie 116 gendw o podwyzszonej ekspresii
i 112 o obnizonej ekspresji u zwierzgt otrzymujgcych 10000 U/kg witaminy D.

Figura 5. Analiza PCA poréwnania transkryptomu jelita cienkiego $wini otrzymujgcej w diecie 5000 U/kg witaminy D

i bez suplementaciji.
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Figura 6. Analiza PCA poréwnania transkryptomu jelita cienkiego $wini ofrzymujgcej w diecie 10000 u/kg witaminy D

i bez suplementaciji.
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Podsumowanie

Przeprowadzone badania wskazujg na odmienng role suplementacii diety witaming D w jelicie
grubym i cienkim. W jelicie grubym zaobserwowano zmiany w genach regulujgcych podziaty
komoérkowe, a wiec potencjalnie powigzane z nowotworzeniem, podczas gdy w jelicie cienkim
stwierdzono aktywacije gendw regulujgcych procesy odpornosciowe organizmu. Niemniej jed-
nak, aby ocenié, czy zaobserwowane zmiany w poziomie ekspresji gendw sg na tyle duze, aby
wywotaé zauwazalng poprawe kondycji zwierzgt potrzebne sq dalsze badania.
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Zadanie 01-18-20-21
Epigenetyczne modyfikacje genomu indukowane wysitkiem fizycznym zwykorzystaniem
modelu zwierzecego.

kierownik zadania: dr hab. Monika Stefaniuk-Szmukier, prof. IZ PIB

Celem badan jest ustalenie i optymalizacja modelu hipoksiji in vitro maksymalnie zblizonego do
warunkdw tlenowych w mieéniach szkieletowych oraz okreslenie, jaki wptyw majg warunki hi-
poksji na ekspresje gendw zwigzanych z metabolizmem kwasdw ttuszczowych, utylizacjg glu-
kozy, apoptozg indukowang hipoksjg u gotebia pocztowego oraz konia rasy czystej krwi arab-
skiej lub petnej krwi angielskiej.

Nadrzednym celem jest poszerzenie aktualnej wiedzy w tym zakresie oraz dalszej eks-
ploracji zagadnienia przy wykorzystaniu technologii sekwencjonowania nastepnej generacii
w kolejnych etapach badan.

Zatozenia metodologiczne

1. Pozyskanie i zabezpieczenie mioblastdw z miedni szkieletowych: m. pectorallis (columba
livia) i m. gluteus medius (equus caballus) oraz hodowle w celu uzyskania odpowiednigj
liczebnosci komérek (okoto 3 pasaze).

2. Hodowla komoérek in vitro w réznych warunkach tlenowych.

Analiza ekspresji gendw — PCR w czasie rzeczywistym (gPCR).

4. Sekwencjonowanie nastepnej generaciji mioblastow poddanych réznym warunkom tle-
nowym.

w

Syntetyczny opis wynikéw zadania

W roku sprawozdawczym przeprowadzono i opracowano warunki dla testéw hipoksii in vitro.
Catos¢ procedur wykonano dwukrotnie, testujgc powtarzalnos¢ otrzymanych wynikdw ho-
dowli komérkowych. Przeprowadzono dysekcje m. pectoralis wedtug opracowanych proce-
dur i pobrano 6 fragmentéw tkanki o wadze po okoto 1 g. Tkanki przeptukano w PBS z antybio-
tykiem, rozdrobniono przy uzyciu nozyczek oraz strawiono poprzez godzinng inkubacje w 37°C
w roztworze kolagenazy Il. Nastepnie, komorki przeptukano w medium hodowlanym, zwiro-
wano i przefiltrowano przez 40 mm memlbrane oraz 70 mm sitko. Komaérki zawieszono w medium
hodowlanym, przeniesiono na nieoptaszczong ptytke hodowle i inkubowano przez 1 h w 37°C.
Po tym czasie, supernatant przeniesiono na ptytke hodowlang optaszczong 2% roztworem ze-
latyny. Komorki hodowano w 37°C, w medium DMEM z wysokqg zawartoécig cukru, z dodatkiem
surowicy bydlecej, antybiotykéw oraz czynnika wzrostu EGF Komorki inkubowano przez 72 h
w odpowiednim medium oraz temperaturze. Po tym czasie, w zaleznosci od konfluenciji, zmie-
niono medium komdrkowe lub przeprowadzono pasaz komorek z uzyciem trypsyny na nowe
ptytki hodowlane, réwniez stosujgc metode pre-platingu (najpierw inkubacja na nieoptaszczo-
nej ptytce w celu oczyszczania populacji komaorek z fibroblastdéw, nastepnie na ptytce optasz-
czonej zelatyng). Komérki przeprowadzano przez kolejne pasaze w celu ustabilizowania ho-
dowli. Prowadzono réwniez hodowle komorek C2C12 (joko komérki kontrolne) w medium ho-
dowlanym DMEM z dodatkiem surowicy bydlecej. Cze$¢ kombrek poddano procesowi mroze-
nia (w roztworze DMEM oraz surowicy bydlecej) w celu zbankowania.
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Po uzyskaniu odpowiednigj liczby komodrek doswiadczalnych oraz kontrolnych, hodowle prze-
niesiono do komory hipoksyjnejiinkubowano w 3% O2 przez 3, 6, 12, oraz 24 h. W odpowiednich
punktach czasowych komorki zbierano w celu wyizolowania RNA. Przetestowano trzy kity do
izolacji — A&A Biotechonology, Invitek oraz Qiagen. Najlepsze rezultaty uzyskano przy uzyciu
zestawu Qiagen RNeasy.

W celu oszacowania proliferacji komodrek miogennych przeprowadzono analize gPCR
otrzymanych hodowli komérkowych dla gendw: MyoD, MYOG, Myf5, MRF4, Pax-7, Pax-10 oraz
kontroli endogennych GAPDH i ACTB., z wykorzystaniem odczynnikdéw Eva Green.

Zadanie 01-18-21-21
Analiza profilu proteomicznego plemnikdéw knura poddanychprocedurom
biotechnologicznym.

kierownik zadania: dr Grzegorz Smotucha

Gtownym celem zadania jest identyfikacja rdéznic 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 kriokonserwaciji.

Plemniki, niezaleznie od zastosowanych procedur biotechnologicznych, poddawane sg oce-
nie:
1. standardowych parametréw za pomocgqg systemu CASA (ang. Computer Assisted
Semen Analysis) w celu okredlenia odsetka plemnikéw wykazujgcych ruch catkowity
i postepowy,
2. parametréw strukturalno-funkcjonalnych, takich jak integralnosci bton komorko-
wych, uszkodzeh chromatyny plemnikowej, stanu przepuszczalnosci bton akrosomal-
nych plemnikdéw oraz zmian w mitochondrialnym potencijale transbtonowym (AWm).

Kolejnym celem badan jest analiza modyfikacji potranslacyjnych (PTMs; ang. post-translational
modifications) biatek w plemnikach traktowanych NaBu. Kazda z grup doswiadczalnych jest
réwniez poddana ocenie jakos$ciowej. Dzieki cato$ciowemu ujeciu stanu biologicznego komé-
rek plemnikowych mozna precyzyjnie okresli¢ ich zdolnosci zaptadniajgce oraz powigzac moz-
liwe modyfikacje potranslacyjne z parametrami strukturalno-funkcjonalnymiplemnikéw.

Szczegdtowy opis przeprowadzonych prac

Analiza statystyczna parametrédw nasienia traktowanego réznymi stezeniami maslanu sodu
(NaBu). Andlizie poddano takie parametry, jak: ruchliwo$¢ po 24 h lub po rozmrozeniu [%] (TM -
ruch catkowity PM-ruch postepowy), JC-1 [%] (Wysoki potencjat, Niski potencijat), integralno$é
bton [%] (zywe, zamierajgce, martwe), apoptoza [%] (zywe, apoptotyczne, nekrotyczne), chro-
matyna [%] (prawidtowa, uszkodzona).

Wyniki ANOVA wskazujq, ze nie ma statystycznie istotnych réznic (p>0,05p > 0,05p>0,05)
miedzy stezeniami NaBu dla zadnego z mierzonych parametroéw w $wiezych probkach.

Wartosci p dla wszystkich parametréw sg dos¢ wysokie, co sugeruje, ze stezenie NaBu

nie wptywa znaczgco na te parametry nasienia.
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Rysunek 1. Wykresy pudetkowe dla wszystkich mierzonych parametréw w $wiezych probkach, pogrupowane wedtug
stezenia NaBu.
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Nastepnie sprawdzono réznice miedzy knurami a stezeniem NaBu i parametrami w $wiezych
prébkach.

Wyniki dwukierunkowej ANOVA wskazujqg:

Inaczgce roéznice miedzy knurami w $wiezych prébkach:

1. Przy 0 mM NaBu (grupa kontrolna)

- zywad btona (p=0.0351p=0.0351p=0.0351) — istotne réznice miedzy knurami,

— chromatyna prawidtowa (p=0.000265p=0.000265p=0.000265) — wysoce istotne réznice mie-
dzy knurami,

- uszkodzona chromatyna (p=0.000265p=0.000265p=0.000265) — wysoce istotne réznice mie-
dzy knurami,

- martwa btona (p=0.0614p=0.0614p=0.0614) — bliskie istotnosci.

2. Przy 0,5 mM, 0,75 mM i 1,0 mM NaBu

- brakistotnych réznic (p>0,05p>0,05p>0,05) dla wszystkich parametréw jakosci nasienia.

Sugeruije to, ze réznice w jakosci nasienia zwigzane z knurem sq widoczne tylko w grupie kon-
trolnej (0 MM NaBu), ale zmniejszajg sie wraz z koncentracjg NaBu. Wyniki testu post-hoc Tukeya
HSD dla grupy 0 mM NaBu (kontrolnej) dla istotnych parametrow (zywa btona, prawidtowa
chromatyna i uszkodzona chromatyna).
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Wyniki testu post-hoc HSD Tukeya dla 0 mM NaBu (grupa kontrolna)

1.

O

w o O O

O

Zywotnos$c btony (%)
znaczqgca réznica miedzy Jukon (J) i Kopan (K) (p=0,0387p=0,0387p=0,0387),
brak innych znaczgcych réznic miedzy knurami.

. Prawidtowa chromatyna (%)

Jukon (J) ma znacznie nizszq integralno$¢ chromatyny niz:
Bielik (B) (p=0.0041p=0.0041)

Kopan (K) (p=0.0004p=0.0004p=0.0004),

Tenorek (T) (p=0.0004p=0.0004p=0.0004),

brak znaczgcych réznic miedzy B, Ki T.

. Uszkodzona chromatyna (%)

Jukon (J) ma znacznie wyzsze uszkodzenia chromatyny niz:
Bielik (B); (p=0.0041p=0.0041),

Kopan (K) (p=0.0004p=0.0004p=0.0004),

Tenorek (T) (p=0.0004p=0.0004p=0.0004)

brak znaczgcych réznic miedzy B, Ki T.

Rysunek 2. Wykresy pudetkowe wizualizujgce znaczgce wyniki HSD Tukeya dia grupy 0 mM NaBu (kontrola). 1.Zywot-
nos¢ btony (%): Znaczgca réznica miedzy Jukon (J) i Kopan (K). 2. Prawidtowa chromatyna (%): Jukon (J) ma znacznie
nizszq integralno$¢ chromatyny niz Bielik (B), Kopan (K) i Tenorek (T).3. Uszkodzona chromatyna (%): Jukon (J) ma zna-
czqco wyzsze uszkodzenia chromatyny niz Bielik (B), Kopan (K) i Tenorek (T).
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Kolejng analizg byta ocena wptywu stezenia NaBu na parametry w zamrozonych préobkach.
Sprawdzano, czy stezenie NaBu (0, 0,5, 0,75, 1,0 mM) ma statystycznie istotny wptyw na para-
metry jakosci nasienia w zamrozonych prébkach.

Kluczowe wyniki

. Istotny wptyw (p<0,05p< 0,05p<0,05) stwierdzono dla:

™ total movement (p=0,0204p=0,0204p=0,0204) — NaBu znaczgco wptywa na catkowitq
ruchliwo$¢ plemnikow,

ruch progresywny PM (p=0,0217p=0,0217p=0,0217) — NaBu znaczgco wptywa na progre-
sywnq ruchliwos¢ plemnikéw.
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2. Bliski istotnosci (p<0,1p<0,1p<0,1):

— JC1 high potential (p=0,0685p=0,0685p=0,0685) — potencjalny frend, ale nieistotny staty-
stycznie,

— JCI1 niski potencjat (p=0,0685p = 0,0685p=0,0685) — podobny nieistotny trend.
3. Brak znaczgcego wptywu (p>0,05p>0,05p>0,05) na:

- integralno$¢ bton (zywe, umierajgce, martwe),

— apoptoze (zywe, apoptotyczne, nekrotyczne),

- integralno$¢ chromatyny (prawidtowa, uszkodzona).

Sugeruje to, ze NaBu wptywa przede wszystkim na parametry ruchliwosci plemnikéw w zamro-
zonych prébkach, podczas gdy inne miary jakosci nasienia pozostajg niezmienione.

Rysunek 3. Wykresy pudetkowe dla ruchu catkowitego (TM) i ruchu postepowego (PM) w zamrozonych prébkach,
pogrupowane wedtug stezenia NaBu.
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W nastepnej kolejnosci przeanalizowano réznice pomiedzy prébkami Swiezymii po mrozeniu
dla wszystkich stezeh NaBu.

Kluczowe obserwacje

1. Ruchliwo$¢ plemnikdw (TM, PM)
— zamrozone proébki wykazujg wiekszg zmiennos¢ TM i PM —w pordwnaniu do probek $wiezych,

- PMznaczgco wzrasta przy 0,5 mM NaBu w zamrozonych prébkach, ale nie w §wiezych prob-
kach.

2. Aktywno$¢ mitochondridw (wysoki/niski potencjat JC-1)

- wysoki potencjat JC-1 wyddaije sie nieznacznie spadac w zamrozonych probkach, co suge-
ruje nizszq aktywnos¢ mitochondridéw po rozmrozeniu,

- niski potencjat JC-1 wzrasta w zamrozonych prébkach, wspierajgc frend dysfunkcji mito-
chondriéw po zamrozeniu.
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Integralnos¢ btony (zywe, umierajgce, martwe)

brak wyraznego wptywu NaBu na zywotnos¢ plemnikdw (zywe, umierajgce, martwe),
zamrozone probki majqg nizszy odsetek zywych plemnikdw.

Apoptoza (zywe, apoptotyczne, martwe)

brak siinego wptywu NaBu na plemniki apoptotyczne lub martwe,

zgodnie z oczekiwaniami, zamrozone probki zawierajg wiecej plemnikdw apoptotycznych
i nekrotycznych niz probki Swieze.

Integralno$¢ chromatyny (prawidtowa, uszkodzona)

uszkodzenia chromatyny sq nieco wieksze w zamrozonych prébkach, co jest zgodne z ocze-
kiwanym stresem zamrazania,

brak wyraznego wptywu NaBu na integralnos¢ chromatyny.

Tak jak w przypadku $wiezego nasienia sprawdzono réznice miedzy knurami w zamrozonych
probkach przy réznych stezeniach NaBu.

Inaczgce roéznice miedzy knurami

1.

Przy 0,0 mM NaBu (grupa konfrolna)

TM ruch catkowity (p=0,0007p=0,0007p=0,0007) — knury réznig sie znaczgco pod wzgledem
catkowitej ruchliwosci plemnikow,

PM ruch progresywny (p=0.0183p= 0.0183p=0.0183) — znaczgca réznica w ruchu progre-
sywnym,

JC1 high potential (p=0.0010p = 0.0010p=0.0010) — znaczqgca réznica,

niski potencijat JC1 (p=0,0010p = 0,0010p=0,0010) — znaczgca réznica,

apoptoza apoptotyczna (p=0,0026p=0,0026p=0,0026) — istotna réznica.

2. Przy 0,5 mM NaBu
— brak statystycznie istotnych réznic (p>0,05p > 0,05p>0,05) dla jakichkolwiek parametréw
CASA,

— sugeruje to, ze NaBu w stezeniu 0,5 mM moze zmniejszy¢ zmiennos¢ zwigzang z knurem
w zamrozonych prébkach.

3. Przy 0,75 mM NaBu

- brak znaczgcych réznic (p>0,05p>0,05p>0,05) dla jakichkolwiek parametréw nasienia.

- efekty knura wyddaijg sie zanikac¢ przy tym stezeniu.

4. Przy 1,0 mM NaBu

- TM total movement (p=0,0352p=0,0352p=0,0352) — znaczgca réznica w catkowitej ruchli-
WOSCi,

- wysoki potencjat JC1 (p=0,0050p=0,0050p=0,0050) — istotna réznica w aktywnosci mito-
chondriéw,

— niski potencijat JC1 (p=0,0050p=0,0050p=0,0050) — istotna réznica.

Whnioski

1. Zmienno$¢ zwigzana z knurem jest najwyzsza w zakresie ruchliwosci i funkcji mitochondridw,
szczegdlnie przy 0 mMi 1,0 mM NaBu.

2. NaBu w stezeniu 0,5-0,75 mM wydgaije sie stabilizowac jako$¢ nasienia u knurdw, zmniej-
szajgc zmiennose.

3. NaBu nie ma silnego wptywu na integralno$¢ chromatyny lub apoptoze.
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Analiza proteomiczna modyfikacji potranslacyjnych

Na tym etapie przeprowadzono analize acetylacji na probkach grupy kontrolnej (stezenie
NaBu 0 mM) $wiezych i mrozonych. Przeprowadzono izolacje biatek zgodnie z metodykg opra-
cowang w poprzednim roku sprawozdawczym.

W celu analizy modyfikacji potranslacyjnych (acetylacja) przeprowadzono préby po-
taczenia i wykorzystania metody 2D zeli z analizg Western blot, do identyfikacji pojedynczych
biatek. Zastosowano przeciwciata wykrywajgce acetylacije lizyny (Anti-Kié7 antibody, Abcam).
Na tym etapie analiz opracowano i zoptymalizowano potgczong metodyke 2D zeli z Western
Blottem oraz dopracowano stezenia przeciwciat wykorzystywanych w metodyce. Dalsze ana-
lizy proteomiczne sg w trakcie.

Z analizy zeli pomiedzy prébkami (Swiezymii mrozonymi) o stezeniu 0OmM NaBu wybrano
4 biatka réznigce sie najbardziej stopniem acetylacji. Spoty biatkowe wycieto i wystano do
identyfikacji.

Zidentyfikowano:

— NDUFA10 - cze$¢ kompleksu tancucha oddechowego |,

— ATP5A1 - podjednostka kompleksu syntazy ATP transportujgcego proton,

— PSMADS5 - Sktadnik kompleksu proteasomu,

— PDIA3 (ERpS7) - bierze udziat w interakcji plemnik- oocyt i reakcji akrosomu.

Zadanie 01-18-22-21
Ocena wptywu INncRNA MALATI na proces adipogenezy z wykorzystaniem swinskich
komorek pierwotnych adipocytdw.

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

Celem badan jest analiza regulacji ekspresji gendw przez czgsteczke dtugiego, niekodujgcego
RNA (long-non coding RNA, INcRNA), zidentyfikowanego u $wini domowej, wykazujgcego wy-
sokg homologie z czgsteczkqg ludzkiego INcCRNA — MALATI . U $wini domowej w poprzednim ba-
daniu ustalono, ze czgsteczka ta ulega réznicowej ekspresji w podskdrnej tkance ttuszczowej
w zalezno$ci od grubosci stoniny. U cztowieka oraz myszy MALATI byt wczesniej analizowany
w kontekscie ottuszczenia oraz odktadania tkanki ttuszczowej. Jednak uzyskane wyniki nie od-
powiedziaty jednoznacznie czy rzeczywiscie ma ona wptyw na proces adipogenezy, czy jest
obojetna. Poszukiwanie genetycznego podtoza procesdw zwigzanych z odktadaniem tkanki
ttuszczowej umozliwia dostarczenie nowych informacj pomocnych przy opracowaniu skutecz-
nych narzedzi do regulacji poziomem tkanki ftuszczowej u zwierzgt czy cztowieka.

Zatozenia metodyczne

W eksperymencie uwzgledniono 8 wieprzkdw rasy ztotnicka pstra i pietrain (Swinie eksperymen-
talne) oraz 2 loszki do testéw (1 szt. pbzi 1 szt. wbp). Prébki od swih testowych zostaty pobrane
w celu dopracowania metodyki izolacji preadipocytéw. Poubojowo, przy wadze okoto 100 kg,
pobrano od wieprzkdw materiat (tkanka watrobowa, ttuszczowa z czesci brzusznej i grzbieto-
wej, fragment miesnia poledwicy oraz fragment wgtroby) do badania ekspresji INCRNA MA-
LAT1, ktére zostaty ustabilizowane w buforze RNAlater oraz w ciektym azocie (kolejne powtd-
rzenie).



Zaktady Naukowe

Od wszystkich swin testowych i eksperymentalnych pobrano materiat do wyprowadzenia ho-
dowli preadipocytéw w celu przeprowadzenia réznicowania i pdzniejszej transfekcji. Probki do
hodowli komdrkowych (prébki od 2 pietrain i 2 ztotnikdw) poddano izolacji na trzy sposoby ki-
tem do izolacji Preadipocyte Isolation kit (ab196988), metodq swim-up oraz metodg enzyma-
tycznqg z zastosowaniem kolagenazy | i filiracji na 70 um nylonowej siatce. Kolejno preadipocyty
poddano w kulturach proliferacijii przeniesiono w celu réznicowania. Do réznicowania wybrano
kitu 3T3-L1 Differentiation Kit (abcam) oraz Preadipocyte Differentiation Medium
(C-27436, Sigma Aldrich). Po réznicowaniu poddano ocenie z wykorzystaniem barwienia Lipid
Staining Kit (abcam), a takze z wykorzystaniem markeréw dla adipogenezy (LPL, SCD).

Ocene profilu ekspresji MALAT1 przeprowadzono dla réznych tkanek w/w pobranych
od $wini rasy ztotnicka pstra (n=4) oraz pietrain (n=4), uwzgledniajgc izoformy MALAT1. Dodat-
kowo, na prébkach RNA na ktérych testowano postep adipogenezy, zostat oceniony poziom
ekspresji genu MALAT1 z podziatem na izoformy. RNA z tkanek zostato wyizolowane za pomocg
Trisol, specjalnego zestawu Synegen do tkanki ttuszczowej oraz zestawu Purelink RNA. Ocene
jakosci i ilosci RNA wykonano na urzgdzeniu Nanodrop2000 oraz TapeStation2200. Nastepnie
RNA zostato 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 IncCRNA genu MALATI (isoforma 1 — Forward Primer:
CGGGAGCCATGCGATGTG, Reverse Primer: AAACAAAGCAGAACCCACGA, Probe Sequ-
ence: GATAGAGCGICCTAGAGCGG, izoforma 2-Forward Primer: TCATGGTCTGCGTTTCTCAT-
TATC, Reverse Primer: GCAATACTGCAGATGCAAGITAAACT, Probe Sequence: AAGAGITT-
GCTTCATATCAT). Kolejno oszacowano wzgledny poziom ekspresji genu MALAT1 (uwzglednia-
jac jego izoformy). llosciowa ocena transkryptu zostata przeprowadzona na urzgdzeniu Quant
Studio? flex. Jako kontrole endogenng wykorzystano geny RPL27, RPS29 i OAZ1. Metoda Sanger
postuzyta jako metoda pomocnicza przy ustalaniu obecnosci poszczegdinych izoform. Z wy-
korzystaniem sekwencjonowania metodq Sangera, w celu oceny sekwenciji regulatorowych
Swinskiego genu MALATI, przeprowadzona zostata ocena jego sekwencji promotorowych. Do
analizy proczrasy pietrain i ztotnicka pstra wtgczono takze inne rasy, jak: duroc, ztotnicka biata,
PBZ oraz WBP. Dla 24 osobnikdw z kazdej z ras wyznaczono frekwencje zidentyfikowanych w se-
kwencjach promotorowych zmian polimorficznych. Zaprojektfowano metode do identyfikacii
zmian polimorficznych w oparciu o metode sekwencjonowania Sangera. Dodatkowo dla kul-
tur preadipocytdw pierwotnych uzyskanych z tkanki podskdrnej grzbietowej, przeprowadzono
w frzech powtdrzeniach namnazanie (dzien 0.) oraz réznicowanie do dnia 12. W czterech
punktach czasowych (dzieh 0., 4., 7. i 12.) z komorek izolowano RNA w celu przygotowania
bibliotek cDNA i globalnej oceny zmian w INCRNA w procesie postepu adipogenezy. Biblioteki
wystano do sekwencjonowania.

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

Ocenie poddane zostaty tkanki podskdrne ttuszczowe od strony brzuszneji grzbietowe;. Istotne
réznice pomiedzy badanymi rasami uzyskano dla stoniny oraz podskdrnej tkanki ttuszczowej
pobranej z brzucha dla izoformy ENSSSCT00000080860, dla izoformy ENSSSCTO0000077869, nie
zaobserwowano istotnych réznic przy zastosowaniu detekcji niespecyficznej. Przy zastosowaniu
detekciji specyficzneji sond Tagman (primery lub sondy na tgczeniach exon-exon) zaobserwo-
wano poziom ekspresji wytgcznie dla izoformy ENSSSCTO0000080860.
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Figura 1. Poziom ekspresji izoform ENSSSCT00000080860 i ENSSSCT0000007786%9 genu MALAT1 w zaleznosci od rodzaju
tkanki oraz rasy badanach $wih z wykorzystaniem techniki gPCR i detekcji niespecyficznych (barwnik EvaGreen).
W analizie uwzgledniono 4 $winie rasy pietrain i 4 $winie rasy ztotnicka pstra.
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Figura 2. Ocena Ekspresji obu izoform MALAT1 z wykorzystaniem techniki digital PCR z wykorzystaniem detekcji specy-
ficznej (sondy TagMan).
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Dodatkowo dla izoformy ENSSSCTO00000808460 genu MALATI przeprowadzono ocene ekspre-
sji podczas réznicowania preadipocytdw z wykorzystaniem preadipocytdw wyizolowanych
z tkanki podskdrnej grzbietowej (stonina) pobranej od $wih rasy ztotnicka pstra. Ocena ekspresji
ENSSSCT00000080860 genu MALATI1 wykazata istotny skok ekspresji w 3. dniu w odniesieniu do
dnia przed réznicowaniem (dzien 0.) i w kolejnych dniach spadek w odniesieniu do 3. dnia, ale
ekspresja byta nadal wyzsza w poréwnaniu z dniem 0.

Figura 3. Rdznicujgce kultury pierwotne adipocytdéw na réznym stadium adipogenezy. W 3., 7. i 12. dniu na pozywce
réznicujqce;. Linie byty wyprowadzane z komébrek wyizolowanych z tkanki ttuszczowej podskérnej, grzbietowej pobra-
nej zaraz poubojowo od $wini rasy ztotnicka pstra.
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Figura 4. Poziom ekspresji genu MALAT1 izoformy ENSSSCTO0000080860 (1is) w zaleznosci od postepu adipogenezy
w kulturach pierwotnych adipocytéw uzyskanych z podskdrnej tkanki ttuszczowej grzbietowej $wini ztotnicka pstra. Pro-
liferacja, komérki namnozone na pozywce wzrostowej, przed przetozeniem na pozywke rdznicujgcg. LPL — marker po-
stepu adipogenezy.
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Identyfikacja mutaciji w sekwencji promotorowej genu MALATI

Ocene mutacji w sekwencji promotorowej przeprowadzono z wykorzystaniem dwdch par star-
teréw dla promotora jednej i drugiej izoformy MALATI. Zidentyfikowano w sumie 10 zmian poli-
morficznych, w tym dwie nowe. Do oceny frekwencji wszystkich zmian polimorficznych wyko-
rzystano 7 ras Swih — po 24 osobniki w kazdej rasie.
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Co ciekawe, rasa ztotnicka biata czesto charakteryzowata sie najwyzszym udziatem procen-
towym dla danego polimorfizmu (rs338099140, rs695444210, rs333963848) i obserwowana fre-
kwencja zmian polimorficznych w obrebie genu MALAT1 byta widocznie rézna od rasy ztot-
nicka pstra, ktéra to rasa najwyzszg frekwencje sposérdéd badanych prezentowata dla polimor-
fizmu rs321550593 (18,8%) (Tabela 1.).

Tabela 1. Frekwencje zmian polimorficznych w obrebie sekwencji promotorowej genu MALATI, dla izoformy
ENS- SSCTO0000080860 oraz ENSSSCTO0000077869, z uwzglednieniem 7 ras $wih nalezgcych do ras hodowlanych i za-

chowawczych.
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putawska 0 68.8 2,1 0 0 10,4 8.3 81.3 18,8 18,8
duroc 0 6,3 0 0 8.3 29,2 2,1 4,2 46,7 46,7
Wbp 2,1 60,4 0 2,1 0 4,2 0 62,5 18,8 18,8
pietrain 0 58,3 6,3 0 0 4,2 21 58,3 37.5 35.4
Pbz 4,2 2,1 2,1 4,2 0 23 0 52,1 18,8 22,9
ztotnicka pstra 0 14,6 18,8 0 4,2 8.3 0 39.6 8.3 8.3
ztotnicka biata | 27,1 16,7 8.3 31,3 0 31,3 0 33,3 0 31,3
Razem (%) 4,8 32,4 5,4 5,4 1.8 15,8 4,5 46,7 19 23,8

Projekt plazmidu do transfekcji na bazie wektora lentivirusowego

Plazmid zostat zaprojektowany tak, aby zawierat geny kodujgce biatka odpornosci na anty-
biotyki, ktdre bedqg wykorzystywane podczas selekcji komérek transferowanych i dodatkowo
gen kodujgcy fluorescencyjne biatko GFP, co umozliwia wizualizacje transferowanych komé-
rek w $wietle UV. Plazmid bedzie zawiera¢ jedng izoforme genu MALATT ENSSSCTO0000080860
(Figura 5.). Dodatkowo, w firmie projektujgcej ten plazmid oraz przygotowujgcej wektor lentivi-
rusowy (Creative Biogene), zamdwiony zostat pusty plazmid zawierajgcy wszystkie kompo-
nenty procz genu MALATI, ktéry zostanie wykorzystany joko dodatkowa kontrolanegatywna.

Figura 5. Zaprojektowany plazmid z wbudowanym genem MALAT1 izoforma ENSSSCTO0000080860, ktéry zostanie
umieszczony w wektorze lenfivirusowym.
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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 hab. Ewelina Semik-Gurgul, prof. IZ PIB

Ze wzgledu na to, ze kannabidiol (CBD) staje sie obecnie substancjg powszechnie stosowanq
do celéw leczniczych, badania majg na celu okreslenie wptywu podawania kanbidiolu na
aktywnos$¢ transkrypcyjng komorek sarkoidu korskiego. Trwajg prace nad ustaleniem, czy
dawka i czas podawania CBD sq istotnymi czynnikami modulujgcymi jego wptyw na komorki
sarkoidu konhskiego. Co wiecej, przeprowadzane badania pomagajg oceni¢ efekt antyprolife-
racyjny, proapoptotyczny i cytotoksyczny kannabidolu na komérki nowotworowe. Analiza
obejmuje réwniez wptyw CBD na inwazyjno$¢ komorek sarkoidu, poprzez zastosowanie testow
inwazyjnosci komorek, jak i poprzez pomiar sekrecji biatek odgrywajacych role w degradacji
macierzy zewngtrzkomorkowej (MMP-1, MMP-2 i MMP-9).

Nadrzednym celem prowadzonych badanh jest okreslenie sity i sposobu oddziatywania
CBD na transkrypty tych komorek, czyli parametry, ktére pozwalajg zaproponowadé komplek-
sowy mechanizm wptywu CBD na metabolizm i funkcjonowanie komdrek nowotworowych
w tfrakcie stosowanej terapii. Hipoteza badawcza zaktada, ze podanie CBD spowoduje zna-
czgce zmiany w poziomie transkrypcii wielu gendw, a ich intensywnos¢ i profil bedq zalezec
od dawki i czasu podania. Zaktadamy réwniez, ze bedziemy mogli zaobserwowaé wyrazny
spadek proliferacji komadrek nowotworowych i wzrost aktywnosci apoptotycznej prowadzgcej
do $mierci komodrek. Uzyskane wyniki dostarczg cennych informacii niezbednych do oceny po-
tencjatu i zakresu zastosowan CBD nie tylko w medycynie ludzkiej, ale takze medycynie wete-
rynaryjnej i leczeniu sarkoiddw konskich. Bedq tez podstawqg do dalszych badan dotyczgcych
analizy zmian w epigenomie i proteomie pod wptywem dziatania kannabidolu.

Zatozenia metodyczne

Badania przeprowadzone zostaty na trzech linii komdrkowych sarkoiddw konskich traktowa-
nych kannabidiolem. Ocenie poddano zaréwno efekt antyproliferacyjny jok i proapopto-
tyczny CBD na komorki sarkoidowe. Eksperyment uwzglednit takie aspekty, jak: dawkowanie
(CBD w stezeniach 20,0; 6,75; 2,251 0,75 uyM) i czas traktowania komaorek (6, 24, 48 lub 72 go-
dziny). Analiza obejmowata wptyw CBD na: (I) podstawowe parametry komdrkowe (zywot-
nos¢, cytotoksycznos$é oraz apoptoze komodrek), (ll) inwazyjnos¢ komadrek oraz (lll) na sekrecje
trzech metaloproteinaz -1, -2 i -9 zwigzanych z macierzg zewnagtrzkomoérkowqg (ECM). Co wie-
cej, zastosowane podejscie RNA-Seq, pozwolito na obiektywnqg obserwacje kohcowego
efektu CBD na ekspresje gendw w analizowanych liniach komdrek nowotworowych.

Wptyw CBD na zywotnos¢ komorek, cytotoksycznose i apoptoze

Do jednoczesnego pomiaru zywotnosci, cytotoksycznosci i apoptozy komérek traktowa-
nych CBD w okre$lonych warunkach eksperymentalnych zastosowano test ApoTox-Glo.
Wszystkie pomiary poréwnano do komadrek kontrolnych, ktérych zywotnos$¢ ustalono na
poziomie 100%. Wyniki wskazujq, ze zywotnos¢ komdrek malata stopniowo wraz ze wzro-
stem stezenia CBD i wydtuzaniem czasu inkubacji. Cytotoksycznos$¢ zmieniata sie w zalez-
nosci od dawki i czasu inkubacji, a istotne efekty zaobserwowano w réznych punktach
czasowych. Apoptoza, mierzona aktywnosciq kaspaz-3/7, byta zalezna zardbwno od dawki
jakiczasu (Figura.1).
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Ze wzgledu na znaczny spadek zywotnosci po 72 godzinach inkubacji z CBD, wszystkie
dalsze eksperymenty przeprowadzono bez uwzgledniania punktu czasowego 72 h. Po-
nadto, dawke 2,25 uM CBD wykluczono z dodatkowych analiz, poniewaz wykazywata
efekty poréwnywalne z dawkami 0,75 uM i 6,75 uM.

Wptyw CBD na zdolno$¢ do inwazji/migracji komérek sarkoidu konskiego

Sarkoid konski charakteryzuje sie miejscowq inwazyjnosciq, polegajgcg na zdolnosci komadrek
sarkoidowych do naciekania okolicznych tkanek. Dlatego, w przeprowadzonych analizach
zZbadano réwniez wptyw kannabidiolu na migracje i inwazyjno$¢ komorek sarkoidowych. Wy-
niki wykazaty, ze po 24 godzinach wszystkie trzy stezenia CBD znaczgco zmniejszyty inwazyjnosé
0 okoto 34-59% (p<0,01) w poréwnaniu z komdrkami kontrolnymi, co sugeruje potencjalne za-
hamowanie migracji komérek. Po 48 godzinach tylko najwyzsza dawka (20,0 uM) wykazata
znaczgcq redukcje inwazyjnosci (23%, p<0,05) (Figura 2.).

Wptyw CBD na wydzielanie metaloproteinazy -1,-2 i -9 przez komarki sarkoidu

Wptyw CBD na wydzielanie biatek MMP-1, MMP-2 i MMP-9 oceniano przy uzyciu metody ELISA.
Uzyskane wyniki wykazaty, ze wszystkie testowane stezenia CBD doprowadzity do istotnego
zmniejszenia wydzielania MMP-1 (p<0,001) we wszystkich okresach inkubacji. Ponadto, wyzsze
stezenie CBD réwniez istotnie hamowato wydzielanie MMP-2 (0<0,05) we wszystkich punktach
czasowych, przy czym najbardziej znaczgcy efekt obserwowano po é godzinach. Uzyskane
dane wskazujqg réwniez, ze CBD wykazato hamujgcy wptyw na wydzielanie biatka MMP-9. Ste-
zenie 20,0 yM CBD istotnie zmniejszato wydzielanie MMP-9 we wszystkich punktach czasowych
(Figura 3.).

Wptyw kanabidiolu na profil franskrypcyjny komadrek sarkoidu kohskiego

Sekwencjonowanie bibliotek cDNA wygenerowato srednio 65,1 miliona odczytdw sekwencyj-
nych na prébke. Procent odczytdéw zmapowanych do genomu referencyjnego Ensembl Equ-
Cab3.0 wahat sie od 89,2% do 96,5% na prébke, z czego od 51,31 do 80,51% stanowity sekwen-
cje zmapowane do sekwencji genu (infron+egzon), a od 19,5% do 48,7% do regionu miedzy-
genowego. Analiza réznicowej ekspresji gendw (DEG) w zaleznosci od stezenia CBD i czasu
inkubaciji wykazata zréznicowane odpowiedzi komdrek sarkoidowych. Na podstawie przepro-
wadzonych analiz zidentyfikowano od 3 do 1591 DEG (FDR<O0,1; FC>2,0). W przypadku stezenia
6,75 UM zaobserwowano znaczny wzrost liczby DEG po 6 godzinach (700 gendw), ktéry dra-
stycznie spadt po 24 godzinach (3 geny) i utrzymywat sie na niskim poziomie po 48 godzinach
(3 geny). Moze to sugerowac szybkie, ale przejsciowe dziatanie tej dawki. Najnizsze stezenie
(0,75 uM) wykazato niewielkqg liczbe DEG po é godzinach (19 gendw), ale ich liczba znacznie
wzrosta po 24 godzinach (432 geny) i osiggneta maksimum po 48 godzinach (1591 gendw).

Dane te mogg sugerowacé opdznionq, lecz bardziej rozlegtg odpowiedz komadrek na ni-
skg dawke CBD. Stwierdzono rowniez, iz wytypowane DEG réznig sie w zaleznosci od dawki
CBD iczasu traktowania. Liczba wspdlnych DEG byta niewielka i wahata sie od 1 do 99 gendw,
w zaleznosci od porownywanych parametrdéw (dawki lub czasu traktowania komaérek), co su-
geruje specyficzng odpowiedz komdrek na rézne warunki eksperymentalne.

Wsréd zidentyfikowanych DEG znalazty sie m.in. PIK3CA, VEGFA, LAMAS, MCM2, POLAT,
FOS. Wymienione geny odgrywajq istotne role w kluczowych procesach nowotworowych, ta-
kich jak: proliferacja, angiogeneza, inwazyjnos¢ i unikanie apoptozy.
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Na podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono réwniez spadek ekspresji gendw kodujg-
cych metaloproteinazy (MMP-2, MMP-12, MMP-14 i MMP-19) w komdrkach sarkoidu inkubowa-
nych z CBD przez 48 godzin. Nie zaobserwowano jednak zmian w poziomie ekspresji gendw ko-
dujgcych wczesniej ba- danych biatek MMP-1 i MMP-9. Wyniki te sugerujg, ze CBD moze od-
dziatywac na poziom tych biatek w komorce bez zmiany ekspresji ich gendw, poprzez przykta-
dowo modulacije translaciji, stabilnosci biatek, posttransiacyjnych modyfikacji i aktywnosci mi-
kroRNA.

Analiza adnotacji funkcjonalnej i klasyfikacja ontologiczna gendéw DEG umozliwita
identyfikacje 3 514 wzbogaconych terminéw GO (FDR<0.05), w tym 1-1000 termindw procesdw
biologicznych (BP), 1-132 termindw sktadnikdw komdrkowych (CC) oraz 3-160 terminéw funkciji
molekularnej (MF). W przypadku dawki 20,0 uM i 24 godzinnej inkubaciji oraz 6,75 uM i 48 h, nie
wykryto zadnych istotnych Sciezek KEGG i termindw klasyfikaciji ontologicznej GO. Dla stezenia
CBD 0,75 uMi 6 h fraktowania oraz 6,75 uM i 24 h wykryto tylko nieliczne terminy GO.

Walidacja wynikéw sekwencjonowania NGS

Do potwierdzenia danych uzyskanych z sekwencjonowania bibliotek cDNA wybrano szes¢ zi-
dentyfikowanych gendw o réznicowej ekspresji (PIK3CA, VEGFA, NFKBIZ, HAS2, THBS2, FOS). Wa-
lidacja z wykorzystaniem metody gPCR wykazata zgodnose z wynikami NGS dla pieciu z szeSciu
badanych DEG, dla ktérych odnotowano ten sam kierunek zmian ekspresji. Ponadto korelacja
pomiedzy tymi warto$ciami byta dodatnia, a wspdtczynniki miescit sie w przedziale 0,826-1
(p<0,05). Tylko w przypadku NFKBIZ odnotowano stabg, nieistotng statystycznie korelacje oraz
niezgodno$¢ poziomu ekspresji okreslonego z wykorzystaniem metody NGS oraz gPCR.

Podsumowanie

Reasumujgc, uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazujg na zalezny od dawki i czasu spadek
zywotnosci komoérek sarkoidu konskiego, przy czym istotna redukcja wystepujqg przy wyzszych
stezeniach i przedtuzonej ekspozyciji na kanabidiol (CBD). Otrzymane dane sugerujq, ze CBD
skutecznie ogranicza zdolno$¢ komodrek do migracii i inwazji macierzy zewnagtrzkomadrkowe;.
Teze tq potwierdzajq réwniez wyniki dotyczgce sekrecji metaloproteinaz (MMP-1, MMP-2 oraz
MMP-9). W tym przypadku réwniez najsiiniejszy efekt zaobserwowano przy najwyzszych steze-
niach (20 yM), zwtaszcza po 6 i 48 h, podczas gdy najnizsza dawka (0,75 uM) wykazywata
opdzniony efekt, osiggajgc znaczgcq redukcje po 24 i 48 godzinach.

Przeprowadzona analiza transkryptomu komdrek sarkoidu konskiego traktowanego ka-
nabidiolem wskazuje, ze CBD wptywa na ekspresje gendw w sposdb zalezny od dawki i czasu
inkubaciji zhodowlg komadrkowa. Liczba gendw o réznicowej ekspresji byta zréznicowana i wa-
hata sie od 3 do 1591, a niewielka liczba wspdinych DEG sugeruje specyficzng odpowiedz ko-
morek na rézne warunki eksperymentalne. Analiza funkcjonalna ujawnita istotne wzbogacenie
terminéw GO, zwigzanych z regulacjg procesdéw komdrkowych, mitotycznych oraz adhezji ko-
morek, co wskazuje na potencjalny wptyw CBD na proliferacje i zdolno$¢ migracji komorek
nowotworowych. Brak istotnych Sciezek w przypadku wyzszych dawek i dtuzszych czaséw inku-
bacji moze wskazywad na specyficzne mechanizmy adaptacyjne lub zahamowanie aktywno-
sci komodrkowej. Ponadto, zaobserwowano, ze CBD moze wptywac na poziom biatek MMP-1
i MMP-9 w komodrce sarkoidu nie zmieniajgc bezposrednio ekspresji gendw kodujgcych te
biatka.

Podsumowujgc, uzyskane wyniki identyfikujg mozliwe mechanizmy molekularne dziata-
nia CBD w ograniczaniu wzrostu i inwazyjnosci komorek sarkoidowych, z potencjalnym zasto-
sowaniem w terapii tego schorzenia.
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Zaobserwowano zalezny od czasu i dawki efekt dziatania CBD na komorki sarkoidu, co podkre-
S§la ztozonos¢ jego wptywu na zachowanie komorek. Nalezy zwrdcic takze uwage, iz wyniki te
wskazujg na potrzebe optymalizaciji dawki i czasu w zastosowaniach terapeutycznych CBD w
leczeniu sakoidu konskich i wskazujg na potencijalne cele przysztych badan.

Figura 1. Wptyw czterech testowanych stezeh CBD i réznych czasdw fraktowania na zywotnos¢ komérkowq, cytotok-
sycznos¢ i apoptoze komodrek sarkoidu konskiego. Wyniki przedstawiono jako $redniqg + btgd standardowy (SE) trzech
niezaleznych eksperymentdw (* p<0,05; ** p<0,01;*** p<0,001).
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Figura 2. Wptyw testowanych stezeh CBD na inwazyjnos¢ komorek sarkoidu obserwowanych w réznych punktach cza-
sowych. (A) Frakcja komarek, ktére wniknety do dolnej powierzchni membrany/macierzy ECM po traktowaniu réznymi
stezeniami CBD lub DMSO (kontrola). (B) Rdznice w procencie komorek migrujgcych po traktowaniu CBD, okre$lone

ilosciowo w poréwnaniu z komérkami z DMSO, srednia + SD (odchylenie standardowe) z trzech niezaleznych ekspery-

mentow (* p<0,05; ** p<0,01;*** p<0,001).
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Figura 3. Poziom biatka metaloproteinazy 1(A), 2(B) i 9 (C) w zebranym medium, dla trzech zastosowanych dawkach
CBD i w réznych czasach inkubacji w hodowli komérkowej. Wyniki przedstawiono jako $rednig + SD (odchylenie stan-
dardowe) z trzech niezaleznych eksperymentéw (* p < 0,05; ** p < 0,01;*** p < 0,001).
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Zadanie 01-18-25-21
Multi-gatunkowa, symultaniczna analiza markerdw SNP — opracowanie i implementacija
nowej metodyki badawczeyj.
kierownik zadania: dr Agata Piestrzynska-Kajtoch

Nadgzajgc za nowymi trendami w kontroli rodowoddw zwierzgt i analizy profili genetycznych,
w oparciu o markery SNP, jako cel zadania przyjeto opracowanie i przygotowanie do wdroze-
nia metod opartych na analizie SNP z wykorzystaniem systemu do sekwencjonowania nowej
generacji (NGS), z rozwigzaniami AgriSeq targeted GBS.

Wybrano i pozyskano panele starterow dla markerdw SNP do analiz identyfikacji osobni-
czej dla bydta i pséw. Opracowano metodyki do przygotowania bibliotek dla tych gatunkéw
pod kgtem identyfikacji osobniczej, przygotowano gotowe protokoty. Wykonano wstepne
analizy z wykorzystaniem tych paneli w celu sprawdzenia poprawnosci opracowanych meto-
dyk dla prébek testowych. Wybrano probki do dalszych testow.
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Rycina 1. Wynik analizy GBS dla panelu SNP bydta do identyfikacji osobniczej z aparatu lon Torrent GeneStudio S5

Prime.
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Laboratorium zaangazowato sie w proces przygotowania panelu markeréw SNP do identyfi-
kaciji osobniczej owiec. W ramach wspdtpracy z ISAG wybrane zostaty 242 markery SNP owiec.

Pod koniec roku pozyskano testowy panel starterow do GBS do analiz tych markerdw.
Zakupiono odczynniki niezbedne do przygotowania bibliotek GBS i odczynniki do analiz SNP
w lon Torrent GeneStudio S5 Prime i prac przygotowawczych z uzyciem robota lon Chef. Wyty-
powano i przygotowano prébki do analiz. Dopracowano schematy normalizaciji prébek do
tych analiz. Wykonano analize testowq z uzyciem chipu 530 (Rycina 2.). Uzyskano bardzo dobry
wynik Loading'u i nieco gorszy, jesli chodzi o poliklonalnos¢, co moze Swiadczy< o koniecznosci
obnizenia stezenia otrzymanych bibliotek. Testy metodyki sg kontynuowane.

Rycina 1. Wynik analizy GBS dla panelu SNP owiec do identyfikacji osobniczej z aparatu lon Torrent GeneStudio S5
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Wybrano zestaw do analizy mutacji genetycznych pséw. Rozpoczeto testowanie metodyki.
Wytypowano mutacje do panelu dla owiec typu ,,Custom”.

Sprawdzono mozliwosciizaplanowano testowe analizy tgczenia réznych paneli marke-
réw z uwzglednieniem wielko$ci poszczegdinych paneli, mozliwosci rdéznych chipdw, ilosci ana-
lizowanych prébek dla danego gatunku i rekomendacii ISAG odnosnie uzycia paneli markerdw
SNP.

Laboratorium zgtosito swéj udziat w miedzynarodowych testach poréwnawczych kon-
troli rodowodoéw zwierzgt w oparciu o markery SNP organizowanych przez ISAG dla owiec,
pséw i bydta.

Zadanie 01-18-26-11
Identyfikacja osobnicza i gatunkowa w rodzinie jeleniowatych.

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

Hodowla jeleniowatych w Polsce rozwija sie, roénie rowniez spozycie dziczyzny. Celem gtow-
nym zadania jest opracowanie i wdrozenie prostej, ekonomicznej metody umozliwiajgcej roz-
réznianie réznych gatunkdw z rodziny jeleniowatych, aktualizacja metod identyfikaciji osobni-
czej saren i jeleni szlachetnych, a takze adaptacja i opracowanie metod identyfikacji osobni-
czej dla danieli, tosi i jeleni sika.

Opracowano metode identyfikacji DNA pochodzgcego od jeleniowatych, takich jak:
jelen szZlachetny, sarna, daniel, to§. Metoda oparta jest identyfikacji fragmentu mtDNA (Cyto-
chrom B) o duzej homologii dla identyfikowanych gatunkéw. Dodatkowo, dla rozréznienia po-
szczegolnych gatunkdw mozna zastosowac sekwencjonowanie Sangera. Identyfikowany frag-
ment DNA jest krotki, ponizej 200 pz, co zapewnia mozliwos¢ jego zastosowania dla préobek
surowych, przetworzonych i zdegradowanych.

Ponadto, dla rozréznienia jelenia szlachetnego, jelenia sika, sarny, tosia i daniela opra-
cowano dwa zestawy starterdw pozwalajgcych na identyfikacje wszystkich wymienionych ga-
tunkdéw. Wybrany do testu fragment DNA wykazuje homologie w zakresie 88% -97% w zalezno-
sci od konkretnego gatunku.

We wszystkich wspomnianych metodach zastosowano startery niewykazujgce zadnego
podobienstwa do innych gatunkdéw zwierzgt i roslin. Ma to zapewni¢ mozliwos¢ ich szerszego
zastosowania np. analizy materiatu ztozonego. Wszystkie metody sg w trakcie walidaciji.

Rozpoczeto aktualizacje metod identyfikaciji osobniczej jeleni i saren. Zakupiono nowe
startery i przetestowano je dla jelenii saren na sekwenatorach Genetic Analyzer 3500x! i SeqStu-
dio Flex. Zgodnie z przypuszczeniami, okazato sie, ze trzeba od nowa ustawic i zwalidowac biny
dla obu paneli, a takze zweryfikowac pojawiajgce sie niespecyficzne przesuniecia markeréw.
Wykonano drabinke alleliczng dla panelu jeleni, ktéra potwierdzita przesuniecia markeréw na
obu tych sekwenatorach wzgledem wycofanego juz z uzycia sekwenatora Genetic Analyzer
3130xI (Rycina 1.).
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Rycina 1. Drabinka alleliczna markera RT13.
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Niektére z markerdw przetestowano w monopleksach w celu weryfikaciji czy niespecyficzne
piki poza zakresem danego markera sq allelami, czy tylko efektem przebi¢ zinnych markerdw.
Dopracowano schemat rozciehczen produktdw PCR, aby wykluczy¢ przebicia fluorescencii
spowodowane zbyt wysokimi stezeniami produktéw. Zaprojektowano startery do sekwencjo-
nowania wszystkich markeréw, aby nowe binsety i nazwy alleli ustawi¢ wedtug rzeczywistej
liczby powtdrzeh motywdw powtarzalnych.

Na podstawie istniejgcej literatury wytypowano markery STR do panelu identyfikacii
osobniczej tosi, danieli i jeleni sika. Rozpoczeto testowanie panelu dla tosi. Przeprowadzono
wstepne analizy na sekwenatorze Genetic Analyzer 3500xl. Ze wzgledu na brak amplifikaciji
stwierdzono konieczno$¢ wymiany kilku markerdéw z panelu dla jeleni na inne, m.in. dla markera
RT1 i konieczno$¢ zmiany stezenia starteréw, w tym dla markera T193. Zaplanowano kolejne
etapy analizi wytypowano markery zastepcze, ktére bede testowane w 2025 roku.
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Zaktad Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwaciji
kierownik: dr hab. Monika Trzcinska, prof. IZ PIB

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. I1Z PIB

Celem zadania byta izolacja post mortem, wyprowadzanie oraz ocena szpikopochodnych
i adipogennych komérek MSCs oraz weryfikacja ich zdolnosci do réznicowania w warunkach
in vitro.W ramach realizacji zadania kontynuowano wyprowadzanie hodowli pierwotnych linii
komodrek MSCs, posiadajgcych zdolnos¢ do samoodnawiania subpopulacji komdrkowych
w warunkach pozaustrojowych. Nastepnie, komorki te poddawano weryfikacji immunofluore-
scencyjnej w kierunku potwierdzenia charakteru macierzystego pod kgtem identyfikacji immu-
nofenotypu, obejmujgcego wtasciwy zakres ekspresji btonowych i transbtonowych markeréw
powierzchniowych (z rodziny komplekséw réznicowania — CD; ang. clusters of differentiation).
Weryfikacje przeprowadzono w oparciu o analize cytometryczng ekspresji biatek CD14, CD44,
CD45, CD?0i CD105.

Kolejnym etapem badan byta weryfikacja zdolnosci komdrek MSCs do réznicowania
w warunkach in vitro. W tym celu przeprowadzono identyfikacje klasycznych Sciezek réznico-
wania w kierunku osteoblastdw/osteocytdw, chondroblastow/chondrocytéw i adipocytdw.
Ponadto, wyprowadzono pierwotne linie komdrek MSCs pozyskanych ze szpiku kostnego
(BM- MSCs) i tkanki ttuszczowej (AT-MSCs). W hodowli in vitro po uzyskaniu konfluencji na pozio-
mie ok. 60% komorki poddano réznicowaniu w kierunku keratynocytdw (KDD), kardiomiocytow
(KMDD) i komérek nerwowych (NDD). R6znicowanie przeprowadzono zgodnie ze schematem
zawartym w metodyce zadania. Réwnoczesnie prowadzono hodowle komdrek BM-MSCs i AT-
MSCs stanowigcych kontrole negatywnaq. Zréznicowane komorki BM-MSCs i AT-MSCs w kie-
runku w/w typdw komorek zbankowano (Tabela 1.) w celu dalszych analiz (molekularnych/flu-
orescencyjnych) potwierdzajgcych ich zréznicowany charakter.

Tabela 1. Zestawienie kriogenicznie zabezpieczonych zréznicowanych komérek BM-MSCs i AT-MSCs.

Lp. dawcdéw  KDD KMDD NDD MSC
IAT-MSCs 6 15X 6X 15X 6X
BM-MSCs 6 4x 6X 6X 6X

Zgromadzony materiat zostanie poddany analizom w celu wykazania komdrkowo-specyficz-
nych réznic w Sciezkach réznicowania pozaustrojowego szpikopochodnych i adipogenicznych
komorek MSC.
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Zadanie 01-19-12-21
Opracowanie i ocena parametrow molekularnych réznych systemow wyprowadzania
i réznicowania in vitro blastodermalno-pochodnych zarodkowych komdrek macierzystych
wybranych gatunkéow ptakéw hodowlanych.

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

Cel zadania

1. Opracowanie efektywnych metod izolacji komérek blastodermalnych z tarczek zarodko-
wych zaptodnionych jaj kury domowej (Gallus gallus domesticus) oraz wyprowadzania ho-
dowli pierwotnych i linii blastodermalno-pochodnych embrionalnych komdérek macierzys-
tych;

2. Stworzenie nowych modeli ex ovo pozwalajgcych na szczegdtowq eksploracje biomarke-
réw molekularnych oraz réznych $ciezek cytodyferencjacji blastodermalno-pochodnych
zarodkowych komdrek macierzystych kury domowe;.

W ramach pierwszego etapu realizacji zadania badawczego opracowano zupetnie nowe pro-
cedury badawcze ukierunkowane na stworzenie innowacyjnych modeli in vitfro wyprowadzo-
nia blastodermalno-pochodnych zarodkowych komdrek macierzystych (B-ESCs; ang. blasto-
derm-derived embryonic stem cells) kury domowej na potrzeby:

1. okredlenia warunkéw fizyko-chemicznych i biologicznych: izolacji, adhezji, proliferacji, ze-
wnatrzkomorkowej stabilizacji fenotypowych cech pluripotenciji oraz systemdw rdznicowa-
nia ex ovo komorek B-ESCs — przy wykorzystaniu nowoczesnych technik biologii i biotechno-
logii reprodukcyjnej oraz molekularnej, a takze embriologii eksperymentalnej i stosowanej
oraz inzynierii komorkowej,

2. okreslenia predylekcyjnych parametrow molekularnych, obejmujgcych detekcje biomarke-
réw proteomicznych oraz biatkowych wskaznikéw immunofluorescencyjnych, determinuj-
cych:

a) stabilne utrzymanie pluripotenciii charakteru macierzystego przez niezréznicowane komarki
B-ESCs,

b) zachowanie cech odpowiedzialnych za trwatg cytodyferencjacje komdrek B-ESCs w kie-
runku wyspecjalizowanych komadrek somatycznych pochodzenia ektodermalnego (Sciezka
gliogenicznego réznicowania ex ovo w kierunku komdrek Schwanna (neurolemocytéw),

c) utrwalenie pozaustrojowych warunkdw  wspdthodowli  B-ESC-pochodnych  komodrek
Schwanna kury domowej zkomadrkami neuronalnymi szczura laboratoryjnego, sprzyjajgcych
inicjacji i progresji procesdw mielinizacii, czyli tworzenia ostonek mielinowych wzdtuz neuro-
lemmy aksondw komdrek nerwowych (neurondw) poprzez czynne zaangazowanie B-ESC-
pochodnych neurolemocytéw w przestrzenne formowanie/modelowanie ultrastrukturalnej
sieci fosfosfingolipidow (w tym sfingomieliny), glikosfingolipiddw/cerebrozyddw (z udziatem
galaktozyloceramidu), glikozylowanych lipoprotein oraz glikoprotein mieliny.

Efektem realizacji pierwszego etapu niniejszego zadania badawczego byto réwniez skonstruo-
wanie nowatorskiego modelu in vitro skutkujgcego potwierdzeniem aktywnosci cytofizjologicz-
nej oraz cech ultrastrukturalnych mielinizujgcych neurolemocytéw, uzyskanych w wyniku glio-
genicznego réznicowania namnozonych ex ovo linii pluripotentnych komaérek B-ESCs kury do-
mowe;.
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Podsumowujgc, w oparciu o wyniki przeprowadzonych badan, sformutowano nastepujgce
whnioski:

1. Opracowano nowe procedury badawcze w zakresie izolacji oraz optymalizaciji warunkdw
adhezji ex ovo blastodermalno-pochodnych zarodkowych komdrek macierzystych (B-ESCs)
kury domowej (Rycina 1.) — na potrzeby stworzenia modelu réznicowania in vitro komorek
B-ESCs w kierunku neurolemocytéw (komdrek Schwanna) w kontekscie prowadzenia badan
translacyjnych o potencjale implementacyjnym w embriologicznie wspomaganej medycy-
nie regeneracyjnej i rekonstrukcyjnej uktadu nerwowego ssakdw i cztowieka.

2. Opracowano nowq procedure badawczqg ukierunkowang na stworzenie modelu in vifro
wyprowadzania hodowli pierwotnych oraz klonalnych linii zarodkowych komérek macierzy-
stych wyizolowanych z blastodermy embriodyskdw kury domowej (Rycina 1.) — na potrzeby
stworzenia modelu réznicowania in vitro komadrek B-ESCs w kierunku neurolemocytéw (ko-
morek Schwanna) dla celdéw badan translacyjnych o potencijale implementacyjnym w em-
briologicznie wspomaganej medycynie regeneracyjnej i rekonstrukcyjnej uktadu nerwo-
wego ssakdw i cztowieka.

3. Opracowano nowq procedure badawczg ukierunkowang na stworzenie modelu in vifro
proliferacji i samoodnawiania populacji blastodermalno-pochodnych zarodkowych komé-
rek macierzystych kury domowej w celu charakterystyki ich profilu proteomicznego deter-
minujgcego pluripotencje (Rycina 2.) — na potrzeby stworzenia modelu réznicowania in vitro
komorek B-ESCs w kierunku neurolemocytéw (komdrek Schwanna) - pod kagtem prowadze-
nia badan translacyjnych o potencjale implementacyjnym w embriologicznie wspomaga-
nej medycynie regeneracyjnej i rekonstrukcyjnej uktadu nerwowego ssakdw i cztowieka.

4. Opracowano nowq procedure badawczg w oparciu o model poza-jajowej identyfikacji
immunofenotypowej pluripotentnych komérek B-ESCs kury domowej (Rycina 3.) — na po-
trzeby stworzenia modelu réznicowania in vitro komaorek B-ESCs w kierunku neurolemocytow
(komérek Schwanna) dla celéw badan translacyjnych o potencjale implementacyjnym
w embriologicznie wspomaganej medycynie regeneracyjnej i rekonstrukcyjnej uktadu ner-
wowego ssakdw i cztowieka.

5. Stworzono efektywny model wyprowadzania i stabilizacji wzrostu proliferacyjnego ex ovo
pierwotnych komédrek zarodkowych wyizolowanych z blastodermy embriodyskéw blastul
kury domowej, a takze skonstruowano pionierski model indukowalnego réznicowania poza-
jajowego, wyprowadzonych komadrek B-ESCs, ukierunkowanego na ich molekularne prze-
programowanie strukturalno-funkcjonalne w kierunku gliogenezy, czyli utworzenia komaorek
glejowych Schwanna (Ryciny 4.-6.), stanowigcych ekwiwalent oligodendrocytéw modzgo-
wia i rdzenia kregowego w obwodowym uktadzie nerwowym — w ramach inzynierii hodowli
komadrkowych, medycyny i bioinzynierii regeneracyjnej tkanek oraz embriologii eksperymen-
talnej i stosowane;.

6. Skonstruowano innowacyjny model mielinizacji in vitro w warunkach wspdthodowli B-ESC-
pochodnych komérek Schwanna (komodrek przypominajgcych neurolemocyty) kury dom-
wej z liniami komdrek neuronalnych szczura laboratoryjnego, w ktérym wykazano po raz
pierwszy pokonanie trans-gatunkowej bariery flogenetycznej miedzy gromadaq: ptaki (Aves)
a gromadaq: ssaki (Mammalia) w zakresie stabilnego ufrzymania funkcji cytofizjologicznych
kurzych komdrek Schwanna w obecnosci szczurzych neurondw hipokampalnych poprzez
ich aktywny wspdtudziat w tworzeniu ostonki mielinowej wokdt neurolemmy aksondw i/lub
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dendrytéw formujgcych wtdkna nerwowe (Rycina 7.). Ten pionierski model badawczy ex vivo
moze stanowi¢ solidng podstawe dla realizacji i powodzenia zatozeh dalszych, bardziej zaao-
wansowanych prac badawczo-rozwojowych z zakresu badan translacyjnych o po- tencjale
aplikacyjnym w terapiach biomedycznych choréb neurodegeneracyjnych ssakdw, w tym
cztowieka. W tym aspekcie, szczegdlng uwage nalezy zwrdcié na zabiegi medycyny regene-
racyjnej i rekonstrukcyjnej osrodkowego uktadu nerwowego, ukierunkowane — poprzez kseno-
transplantacje uzyskanych w warunkach ex ovo B-ESC-pochodnych komérek Schwanna pta-
kébw — na hamowanie proceséw demielinizacji oraz inicjacje i progresje procesdw mielinizacji
de novo wtdkien nerwowych rdzennychistoty biatejw obrebie struktur korowych i podkorowych
mozgowia U ssakdw.

Rycina 1. Opracowanie modelu wyprowadzania ex ovo blastodermalno-pochodnych zarodkowych komérek macie-
rzystych (ESCs) z embriodyskéw wyizolowanych z zaptodnionych jaj kury domowej na potrzeby okreslenia warunkéw
fizyko-chemicznych i biologicznych ich izolacji, adhezji oraz proliferaciiin vitro.

24 hours after seeding

48 hours after seeding 72 hours after seeding

6 days after seeding 10 days after seeding 14 days after seeding

Analiza proliferacyjnego wzrostu oraz ocena cytologiczna prowadzona podczas 14-dniowej
hodowli namnazajgcej blastodermalno-pochodnych zarodkowych komdrek macierzystych
(B-ESCs) pochodzgcych z zaptodnionych jaj kury domowej. Komérki B-ESCs odznaczajqg sie
obecnoscig duzych jader, za$ integralng czesciq ultrastruktury ich nukleoplazmy sq wyrazne
jgderka zlokalizowane w przewazajgcej wiekszosci w poblizu wewnetrznych warstw/blaszek
otoczki jgdrowej. Komorki poczgtkowo podlegajqg proliferacji w monowarstwie, w obrebie ktd-
rej granice miedzy poszczegdinymi komorkami sg zdecydowanie rozréznialne (do 3. dnia ho-
dowli ex ovo).

W dalszych etapach hodowli (powyzej 3. dnia), skupiska kurzych komorek B-ESCs tworzg
zwarte kolonie wielowarstwowo utozonych komodrek, utozonych w charakterystyczne cystoi-
dalne ciata zarodkowe.
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Rycina 2. Opracowanie modelu in vitro wyprowadzania blastodermalno-pochodnych zarodkowych komdrek macie-
rzystych (B-ESCs) kury domowej na potrzeby okreslenia profilu proteomicznego zaleznego od relatywnej ekspresji wybra-
nych czynnikdw transkrypcyjnych (Oct-3/4; Sox-2) determinujacych stabilne utrzymanie pluripotencii ex ovo przez ko-
morki ESCs.

A B

Oct-3/4 | s s | 52 kDA

B-aktyna | e <= | 42 kDA

Sox-2 34 kDA

B-aktyna -‘ 42 kDA

Analiza potilosciowa Western-blot (W-B) biomarkerdw pluripotencii Oct-3/4 i Sox-2 na poziomie
biatka catkowitego, wyizolowanego z blastodermalno-pochodnych komorek ESCs w ok. 15.
pasazu ich hodowli in vitro z wykorzystaniem szklanych mikroptytek 8-komorowych lbidi z pod-
tozem powlekanym poli-L-lizyng (u-Slide 8 Well high Poly-L-Lysine: 1.5 polymer coverslip) (A) oraz
z wykorzystaniem polistyrenowych szalek hodowlanych z podtozem powlekanym kolagenem
typu | (SPL Life Sciences SPL Coatf™ Collagen Type | Coated Dishes) (B).

Rycina 3. Immunofluorescencyjna lokalizacja wybranych biomarkerdw pluripotencji (Oct-4, TRA-1-60, SSEA-4 i Sox-2)
w blastodermalno-pochodnych zarodkowych komdérkach macierzystych kury domowej po 14 dniach namnazajqcej
hodowli ex ovo.

DAPI 0CT4 SSEA4 DAPI/OCT4/SSEA4

DAPI IT'RA-1-60 S0X2 DAPI/TRA-1-60/SOX2
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Mikrofotografie przedstawiajg komorki B-ESCs, rosngce w postaci jednej warstwy — detekcja
czerwonych sygnatdw pochodzgcych od fluorochromu Alexa Fluor™ 555 oznacza, odpowied-
nio: wewngtrzkomoérkowg immunolokalizacje czgsteczek biatka Oct-4 (homeotyczny czynnik
transkrypcyjny) — gérny panel oraz zewngtrzkomaorkowq immunolokalizacje glikoproteinowego
epitopu TRA-1-60 (proteoglikan siarczanu keratanu stanowigcy cze$¢ powierzchniowq
fransbtonowego biatka podokaliksyny) — dolny panel. Z kolei, identyfikacja zielonego sygnatu
pochodzgcego od barwnika fluorescencyjnego Alexa Fluor™ 488 wskazuje na powierzch-
niowqg immunololalizacje czgsteczek takich biomarkerdw jak: SSEA-4 (weglowodanowy epitop
btonowy glikosfingolipiddw) — gérny panel oraz immunolokalizacje w kompartmentach/prze-
dziatach wewngtrzkomérkowych czgsteczek biatka Sox-2 (homeotyczny czynnik transkryp-
cyjny) — dolny panel. Na wszystkich zdjeciach niebieski sygnat pochodzi od fluorochromu DAPI,
ktéry znakuje DNA jgder komodrkowych. Skala: 100 um.

Rycina 4. Opracowanie innowacyjnego modelu gliogenicznej cytodyferencjacji ex ovo blastodermalno-pochodnych
zarodkowych komédrek macierzystych (B-ESCs) poprzez ich molekularne przeprogramowanie w kierunku komaérek przy-
pominajacych neurolemocyty (komérki Schwanna; SC-LCs; ang. Schwann cell-like cells).

0 hours of differentiation 96 hours of differentiation 8 days of differentiation

10 days of differentiation 12 days of differentiation 14 days of differentiation

Analiza proliferacyjnego wzrostu oraz ocena cytologiczna prowadzona podczas 14-dniowej
hodowli w medium réznicujgcym przeznaczonym do poza-jajowej neurolemogenicznej spe-
cjalizacji strukturalno-funkcjonalnej blastodermalno-pochodnych zarodkowych komérek ma-
cierzystych (B-ESCs) w kierunku ich zréznicowanych linii potomnych przypominajgcych popu-
lacje komdrek Schwanna. W poczgtkowych etapach hodowli réznicujgcej ex ovo wyraznie
zauwazalna jest postepujgca elongacja komorek bez oznak przyrostu gestosci adherentnych
neurolemocytéw zakotwiczonych glikokaliksem zewngtrzkomdrkowej powierzchni plazmo-
lemmy do substratu poli-L-lizynowego. Progresywne wydtuzanie protoplazmatyczne ulegaja-
cych gliogenicznej cytodyferencjacji komdrek B-ESCs skutkuje nabyciem przez nie wrzeciono-
watego lub wtdknisto-tubularnego ksztattu charakterystycznego dla prekursoréw komodrek
Schwanna, co fenotypowo potwierdza wysokg efektywnos¢ procesu molekularnego i cytofi-
zjologicznego przeprogramowania szczepdw pluripotentnych komadrek B-ESCs w linie klonalne
SC-LCs.
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Rycina 5. Opracowanie modelu neurolemogenicznej cytodyferencjacji ex ovo blastodermalno-pochodnych zarod-
kowych komérek macierzystych (B-ESCs) kury domowej w kierunku komérek Schwanna (SC-LCs) na potrzeby okredlenia
profilu proteomicznego zaleznego od relatywnej ekspresji markeréw gliogenicznych, takich jak: GFAP oraz S-1008 oraz
ich oceny poréwnawczej z protoplastycznymi liniami niezréznicowanych komérek B-ESCs pod kgtem ekspresji wybra-
nych czynnikéw transkrypcyjnych (Oct-3/4; Sox-2) determinujgcych stabilne utrzymanie pluripotencji ex ovo przez ko-
morki ESCs.
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Analiza pétiloSciowa Western-blot poziomu ekspresji biomarkerdw réznicowania gliogenicz-
nego komodrek B-ESCs w kierunku komodrek przypominajgcych komorki Schwanna (SC-LCs) -
okreslenie profilu wzglednej obfitosci (ang. relative abundance) biatek GFAP iS-100p (B,C) oraz
poziomu ekspresji biomarkeréw zwigzanych z charakterem pluripotentnym niezréznicowanych
komorek B-ESCs — okreslenie profilu wzglednej obfitosci (ang. relative abundance) biatek Oct-
3/4 i Sox-2 (A,C) w odniesieniu do biatka catkowitego, wyizolowanego z komdrek SC-LCs lub
ich rodzicielskich linii B-ESCs w ok. 15. pasazu hodowli in vitro z wykorzystaniem szklanych mikro-
ptytek 8-komorowych Ibidi z podtozem powlekanym poli-L-lizyng.

Rycina é. Analiza immunofluorocytochemiczna linii klonalnych neurolemogenicznie zréznicowanych pochodnych ko-
morek B-ESCs przeprogramowanych strukturalno-funkcjonalnie w kierunku komérek przypominajgcych komérki
Schwanna (SC-LCs; ang. Schwann cel-like cells) w kierunku detekcji epitopdw powierzchniowych GFAP oraz S-100p

o ekspresji wysoko specyficznej dla neurolemocytéw.

DAPI GFAP DAPI/GFAP

DAPI S100p DAPL/S100p
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Mikrofotografie przedstawiajg B-ESC-pochodne komorki przypominajgce neurolemocyty
(komorki Schwanna; SC-LCs), proliferujgce ex ovo w postaci hodowlimonowarstwowej — detek-
cja czerwonych sygnatéw pochodzgcych od fluorochromu Alexa Fluor™ 555 oznacza, odpo-
wiednio: zewngtfrzkomérkowg immunolokalizacje czgsteczek glikoproteinowego epitopu po-
wierzchniowego GFAP — gdérny panel oraz zewngtrzkomérkowqg immunolokalizacje glikoprotei-
nowego epitopu powierzchniowego S-100p — dolny panel. Na wszystkich zdjeciach niebieski
sygnat pochodzi od fluorochromu DAPI, ktéry znakuje DNA jgder komdrkowych. Skala: 100 um.

Rycina 7. Opracowanie modelu mielinizacji in vifro w warunkach wspdthodowli B-ESC-pochodnych komorek
Schwanna (komérek przypominajgcych neurolemocyty) kury domowej z liniami komaérek neuronalnych szczura labo-
ratoryjnego, w ktérym udowodniono trwate zachowanie funkcji cytofizjologicznych kurzych komdrek Schwanna
w obecnosci szczurzych neurondw hipokampalnych poprzez aktywny wspdtudziat neurolemocytdw ptasich w tworze-
niu ostonki mielinowej wokét neurolemmy aksondw i/lub dendrytéw formujgcych wtdkna nerwowe.

Wysokorozdzielcze obrazowanie z uzyciem transmisyjne] mikroskopii elektronowej (TEM) po-
twierdzito obecnos¢ ostonek mielinowych formowanych przez kurze B-ESC-pochodne komérki
SC-LCs wokdt wypustek (aksondw/neurytdw i/lub dendrytdéw) w obrebie struktur przypomina-
jacych wtdkna nerwowe, utworzonych przez szczurze neurony hipokampalne w warunkach
pozaustrojowych.
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Zadanie 01-19-13-21
Badania translacyjne obejmujgce charakterystyke komadrek i tkanek wybranych gatunkdéw
zwierzqt wolnozyjgcych na potrzeby opracowania modeli in vitro z zakresu biotechnologii
i toksykologii reprodukcyjnej w odniesieniu do zwierzqt hodowlanych.

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

Celem zadania byta izolacja i zabezpieczenie tkanek od zwierzgt wolnozyjgcych oraz wypro-
wadzanie hodowli pierwotnych oraz linii komdrkowych z eksplantéw tkankowych. Bioptaty
tkankowe pozyskiwano post mortem z réznych czesci ciata, organdw i uktaddw narzgdowych
osobnikdéw obojga ptci. Materiat biologiczny do badanh przeprowadzonych w Zaktadzie Bio-
technologii Rozrodu i Kriokonserwacii, pochodzit od réznych két towieckich, a dostepnosé tka-
nek i narzgdéw byta uwarunkowana okresami towieckimi. Z zatozonych hodowli pierwotnych
wyprowadzano stabilne mitotycznie linie komdrek somatycznych lub macierzystych. Namno-
zone linie komdrkowe zabezpieczono kriogenicznie w celu przeprowadzenia kompleksowej
oceny jakosci biologicznej oraz wieloptaszczyznowej charakterystyki. Zestawienie materiatu
przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Bank zabezpieczonych ex vivo linii komdrek macierzystych i somatycznych wywodzgceych sie z bioptatéw
tkankowych pozyskanych od wybranych gatunkéw ssakdéw dziko zyjgcych.
Gatunek Pochodzenie Metoda Liczba linii Liczba Liczba
komodrek macierzystych zabezpieczenia komadrkowych| dawczynh dawcdw
lub somatycznych ex vivo
Dzik euroazjatycki AT-MSCs
ES-FCs
EC-CTs
Jenot azjatycki AT-MSCs
ES-FCs
EC-CTs
Lis rudy (pospolity) AT-MSCs
ES-FCs
EC-CTs
Sarna europejska AT-MSCs
ES-FCs
EC-CTs

4
6
7
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W ramach wspdtpracy z Uniwersytetem Jagiellonskim, uzyskano i scharakteryzowano linie ko-
modrkowe somatyczne pochodzgce od dzika europejskiego i sarny europejskiej. Probki tkanek,
w tym jgdra, mieénie tonowo-guziczne, fragmenty skory i chrzgstki uszne, pozyskano post mo-
tem. Izolacje komdrek Leydiga przeprowadzono enzymatycznie, uzyskujgc zywotnos¢ komorek
na poziomie 86-89%. Hodowle komorek prowadzono na ptytkach pokrytych kolagenem w po-
zywce DMEM uzupetnionej FBS, z regularng wymiang medium co dwa dni. Po osiggnieciu kon-
fluencji przeprowadzono trzy pasaze, a nastepnie komorki kriokonserwowano. Podobne pro-
cedury zastosowano do izolacji miocytéw, keratynocytdw i chondrocytdw, ktdre uzyskano
z uzyciem dwugodzinnej inkubagcii z liberazq. Zywotnos¢ tych komérek wynosita odpowiednio
84%, 83% i 86%. Pierwszy pasaz tych komérek odbywat sie po 7 dniach hodowli, a po dwdch
kolejnych pasazach réwniez je kriokonserwowano. Wszystkie linie komdrkowe wykazaty cha-
rakterystyczng morfologie dla swoich typdw komdrkowych a dokumentacja mikroskopowa
(Fot.1.) potwierdzita jako$¢ hodowanych komdrek oraz ich potencjat do dalszych zastosowan
badawczych, uwzgledniajgc zardwno ich aspekty cytofiziologiczne, jak i molekularne.
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Zdjecie mikrofotograficzne przedstawiajgce zabezpieczone ex vivo linie komodrek pozyskanych z bioptatdw tkanko-
wych dzika europejskiego (A-keratynocyty, B- komorki Leydiga) oraz sarny europejskiej (C- miocyty). (Fot. 1.)

Rozwdj efektywnych warunkdw hodowli in vitro otwiera nowe mozliwosci w zakresie ochrony
ex situ oraz potencjalnej restytucji zagrozonych i wymartych gatunkdw ssakédw w Polsce. Bada-
nia te mogg miec¢ réowniez zastosowanie w biotechnologicznych metodach wspomaganego
rozrodu.

Zadanie 04-19-15-11
Opracowanie metod krétko-i dtugoterminowego przechowywania nasienia trutni.

kierownik zadania: dr Magdalena Bryta

Kriokonserwacja nasienia frutni to jedyna metoda biotechnologiczna pozwalajgca na dtugo-
terminowe przechowywanie materiatu genetycznego samcow pszczoty miodnej przez niegra-
niczony okres czasu i jego transport na duze odlegtosci. Ponadto, kriogenicznie zabezpieczone
nasienie samcow petni istotng role w zachowaniu pozgdanej puli genetycznej populacii przed
nieprzewidzianymi zagrozeniami, takimi jak epidemie chordb pszczdt, zmiany klimatyczne czy
inne czynniki sSrodowiskowe, ktére mogq negatywnie wptywadé na liczebnos¢ rodzin pszczelich.
Uzycie do inseminacji mrozonego nasienia frutni umozliwia elastyczne zarzgdzanie hodowlg
pszczdt i uniezaleznienie sie od sezonowej dostepnosci dobrej jakosci nasienia od dojrzatych
ptciowo trutni. Efektywna technologia kriokonserwacji nasienia frutni pozwala na tworzenie
bankédw materiatu genetycznego, ktére w przysztosci mogg stac sie kluczowym elementem
strategii ochrony bioréznorodnosci pszczét zwtaszcza matych populacii ras rodzimych w Pol-
sce.

Cel zadania

Celem zadania jest opracowanie sktadu rozcienczalnika do krotko- | dtugoterminowego prze-
chowywania nasienia trutni oraz kompleksowej technologii kriokonserwacii, pozwalajgcej na
efektywne kriogeniczne zabezpieczenie materiatu biologicznego pszczoty miodnej. Ponadto
planuje sie przeprowadzi¢ badania jakosci nasienia na poszczegdinych etapach technolo-
gicznych w oparciu o wybrane parametry podstawowe oraz strukturalno-funkcjonalne plem-
nikdw z wykorzystaniem mikroskopu biologicznego i/lub mikroskopu fluorescencyjnego i/lub
systemu SCA® CASA Sperm Class Analyzer System i/lub cytometru przeptywowego.

Zatozenia metodyczne

Materiat doswiadczalny stanowito nasienie trutni pobrane od samcdoéw w wieku 14-21 dni,
w okresie od czerwca do sierpnia. Materiat biologiczny pobierano w sposdb manualny po-
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przez delikatny masaz i rolowanie odwtoka owada do momentu petnego wynicowania apa-
ratu kopulacyjnego samca. Nastepnie, po lekkim uci$nieciu nastepowato wypchniecie nasie-
nia na zewnatrz aparatu kopulacyjnego. Nasienie byto pobrane do szklanej kapilary skalibro-
wanej ze strzykawkqg Harbo, a po pobraniu byto oceniane, rozciehczane w opracowanych
rozciehczalnikach do konserwacii w stanie ptynnym oraz w rozciehczalnikach mrozeniowych.
Rozcienczone nasienie umieszczano w stomkach 0,25 ml, bez dostepu powietrza i Swiatta w
temperaturze dodatniej w zakresie 15-17°C oraz w stomkach 0,25 ml i poddawano procedurze
kriokonserwacjimetodg manualngi/lub przy uzyciu frezera. Ocene jakosci plemnikéw prze- pro-
wadzano na nasieniu swiezym, po przechowywaniu w dodatnich temperaturach i po zamro-
zeniu-rozmrozeniu. Oceniono podstawowe parametry jako$ciowe plemnikdw z wykorzystaniem
systemu SCA® CASA Sperm Class Analyzer, 1j.. morfologie, ruchliwo$¢, rodzaj ruchu oraz z wy-
korzystaniem cytometrii przeptywowe;j i/lub mikroskopii fluorescencyjnej, tj.: integralno$¢ bton
plazmatycznych i struktury chromatyny plemnikowej.

Plan doswiadczenia

Syntetyczny opis wynikéw

W okresie od czerwca do sierpnia 2024 roku pozyskiwano nasienie trutni oraz oceniano stan-
dardowe parametry jakos$ciowe nasienia. Do dalszych badan przeznaczono ejakulaty, ktdre
charakteryzowaty sie wysokg konsystencjg, marmurkowatq strukturg, kremowym kolorem, o wi-
doczny ruchu tahcuchdéw plemnikdw oraz ejakulaty bez widocznych zanieczyszczen. Nasienie
rozciehczano w réznych wariantach rozcienczalnikdw uzupetnianych antyoksydantamii zwigz-
kami chronigcych btony plazmatyczne plemnikéw a nastepnie konserwowano w dodatnich
temperaturach i kriokonserwowano w -196°C. Oceniono podstawowe parametry jako$ciowe
nasienia z wykorzystaniem systemu SCA® CASA Sperm Class Analyzer, 1j.: morfologie (Fof.
1.),ruchliwos$é, rodzaj ruchu; z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej i/lubb mikroskopii fluore-

scencyjnej, 1j.: integralnos$¢ bton plazmatycznych i chromatyne plemnikowq (Fot. 2.).
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Fot.1. Wady morfologiczne plemnikdw frutni.

Fot. 2. Przyktadowy histogram cytometrycznej oceny struktury chromatyny plemnikowej trutni.
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W nasieniu $wiezym $rednia ruchliwos$¢ plemnikdw wynosita 95,12+2,31, podczas gdy po
7 dniach przechowywania wahata sie w przedziale od 93,05+2,50 do 90,21£5,33; natomiast
po 21 dniach przechowywania w przedziale od 90,23+2,72 do 89,32+6,08 — w zaleznosci od
zastosowanego wariantu rozcienczalnika. Natomiast srednia ruchliwos¢ plemnikdw po proce-
durze zamrazania-rozmrozenia w zaleznosci od zastosowanego dodatku do rozciehczalnika
mrozeniowego wahata sie w przedziale od 77,16+5,93 do 76,50+6,72 w stosunku do odsetka
plemnikdw ruchliwych (75,42+6,05) w rozciehnczalniku kontrolnym. Odsetek plemnikow z wa-
dami gtowki i witki wynosit 2,540,711 6,95+2,11 w nasieniu $wiezym; 3,75+0,84 i 8,63+1,27 w na-
sieniu przechowywanym oraz 6,62+1,52i 15,64+2,61 w nasieniu kriokonserwowanym. Ocena in-
tegralnosci bton plazmatycznych wykazata, ze sredni odsetek plemnikdw apoptotycznych jest
na poziomie 2,5% w nasieniu Swiezym, a w nasieniu kriokonserwowanym wynosi 5%. Analiza
struktury chromatyny plemnikowej wykazata sredni odsetek plemnikéw prawidtowych na po-
ziomie ponad 98% w nasieniu $wiezym, 93% w nasieniu przechowywanym oraz ponad 89%
w nasieniu kriokonserwowanym.



